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Uticaj opSte anestezije na spavanje u eksperimentalnom modelu holinergicke

neuropatologije Parkinsonove bolesti — mogudi rizici postoperativnog oporavka

Sazetak

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivan je uticaj ketamin/diazepam i pentobarbital
opSte anestezije na EEG mikrostrukturu i obrazac disanja tokom anestezije, kao i na
arhitekturu spavanja i strukturu prelaznih stanja, EEG mikrostrukturu i dinamiku
epizoda svih faza spavanja nakon anestezije, kako u fizioloskim kontrolama, tako i u
eksperimentalnom modelu  holinergicke neuropatologije Parkinsonove bolesti
(bilateralna lezija PPT jedra).

Rezultati ove doktorske disertacije pokazali su da je ketamin/diazepam
anestezija operativnog nivoa izazvala ozbiljan poremecaj respiratornog obrasca i EEG
mikrostrukture tokom anestezije. Medutim, jednako vreme potrebno za uspostavljanje
stabilne anestezije u pacova sa bilateralnom lezijom PPT jedra kao i dugotrajni
suprimirajuci efekti na pove¢anu NREM beta i teta amplitudu (elektrofizioloski markeri
deficita holinergickih neurona PPT jedra) nakon anestezije, ukazuju da je ova anestezija
potencijalno povoljnija, kako za ulazak u anesteziju, tako i za NREM fazu spavanja
nakon operativnih zahvata kod gerijatrijskih pacijenata, kao i pacijenata obolelih od
Parkinsonove i Alchajmerove bolesti.

Nasuprot ketamin/diazepam anesteziji, pentobarbital anestezija ima povoljnije
dejstvo na REM fazu spavanja nakon anestezije, kako kod fizioloskih kontrola, tako i u
eksperimentalnom modelu holinergicke neuropatologije Parkinsonove bolesti na
osnovu: dugotrajnih poremecaja REM spavanja 1 strukture prelaznih stanja kod
fizioloskih kontrola koje izaziva ketamin/diazepam anestezija; suprimirajucih efekata
obe anestezije operativnog nivoa na produzenu REM/REML1 fazu spavanja i poremecaj
njihove EEG mikrostrukture kod bilateralne lezije PPT jedra; suprimirajuceg efekta
pentobarbital anestezije na povecani broj NREM/REM/NREM prelaza uzrokovanih
lezijom PPT jedra; kao i na osnovu EEG mikrostrukture tokom stabilne pentobarbital

anestezije, koja se ne razlikuje u poredenju PPT lezije i fizioloske kontrole.
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Impact of general anesthesia on sleep in the experimental model of Parkinson’s
disease neuropathology — possible risks of postoperative recovery

Abstract

The aim of this doctoral dissertation was to follow the impact of
ketamine/diazepam and pentobarbital anesthesia on the EEG microstructure and
respiratory pattern during anesthesia, and on the post-anesthesia sleep/wake states
architecture and transition structure, EEG microstructure across sleep, and all the sleep
state episodes dynamics in the physiological condition, as well as during the PPT
cholinergic neuropathology (the experimental model of Parkinson’s disease cholinergic
neuropathology).

Ketamine/diazepam anesthesia induces more alterations in the EEG
microstructure and respiratory pattern than does the pentobarbital anesthesia in the PPT
lesioned rats. In addition, the equal time required to establish an anesthetized state in the
PPT lesioned vs. control rats, and the long-term suppressive effect on augmented
NREM beta and theta amplitudes (the hallmarks of PPT cholinergic neuronal loss in rat)
suggest ketamine/diazepam anesthesia as potentially more beneficial both for anesthesia
induction and for post-anesthesia NREM sleep in the surgical procedures of the elderly,
and Parkinson’s, and Alzheimer’s patients.

In contrast to the ketamine/diazepam anesthesia the pentobarbital anesthesia is
much more beneficial for the post-anesthesia REM sleep in physiological conditions as
well as during the PPT cholinergic neuropathology on the basis of: the long-lasting
REM sleep and transition structure disorders in physiological controls, induced by the
ketamine/diazepam; the abolishing effects of both anesthetic regimens on the post-
anesthesia prolonged REM/REM1 sleep and on their EEG microstructure disorders in
the PPT lesioned rats; the abolishing effect of pentobarbital on the increased
NREM/REM/NREM transitions, caused by the PPT lesion; and the equal EEG
microstructure during stable pentobarbital anesthesia in the PPT lesioned rats versus

controls.
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Skracenice

5-HT — serotonin

5n — n. trigeminus

6-OHDA — 6-hidroksidopamin

7 —nc. facialis

7n —n. facialis

A5 — A5 noradrenergicka neuronska grupa
Ach — acetilholin

AmbC — nc. ambiguus pars compacta

AP — area postrema

BB intervali — ,,breath-to-breath” intervali
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Bo6tC — Becingerov kompleks

CV - koeficijent varijacije

cVRG - kaudalni deo ventralne respiratorne grupe
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DMSO — dimetil sulfoksid

DR — nc. raphe dorsalis

DRG — dorzalna respiratorna grupa

EEG — elektroencefalografija

EMG - elektromiografija

GABA — y aminobuterna kiselina

Gal — galanin

Glut — glutamat

His — histamin

I5 — intertrigeminalna regija

IBO — ibotenic¢na kiselina

KF — Kolliker-Fuse jedro

LC — nc. locus coeruleus
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MS — nc. septalis medialis
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NB — nc. basalis

NBT — nitro blue tetrazolium hlorid

NE — norepinefrin

NK1 — Neurokinin 1

NMDA — N-metil-D-aspartat

NREM — Non Rapid Eye Movement

OX — oreksin

PB — Parkinsonova bolest

PBS — fosfatni pufer
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PDE — Probability Density Estimation
PeF — perifornikalna regija

PET — pozitron emisiona tomografija
pFRG — parafacijalna respiratorna grupa
PPT — nc. pedunculopontinus tegmentalis
pre-BotC — pre-Becingerov kompleks
PRG — pontinska respiratorna grupa
PVP40 — polivinilpirolidon
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REM - Rapid Eye Movement
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scp — superior cerebellar peduncle

SEM — standard error of mean, standardna greska
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SN — nc. substantia nigrae
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SRBD - sleep-related breathing disorders

TM — nc. tuberomamillaris
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VIPAG — ventrolateralna periakveduktna siva masa

VLPO - ventrolateralno preopticko jedro
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B-NADPH — B-nikotinamid adenin dinukleotid fosfat-Na-4 so



Sadrzaj

1. Uvod 1
1.1. Opsta anestezija 2
1.2. Mehanizmi regulacije spavanja i opste anestezije 4
1.3. Uticaj opSte anestezije na postoperativno spavanje 8

1.4. Opsta anestezija 1 postoperativni rizici - uticaj anestetika na holinergicki sistem

10
1.5. Holinergicki sistem sisara i uloga PPT jedra 11
1.6. Parkinsonova bolest i eksperimentalni modeli 13
1.7. Centralna regulacija disanja 15
1.8. Poremecaji disanja u toku spavanja 21
2. Ciljevi istraZivanja 24
3. Materijal i metode 26
3.1. Eksperimentalne Zivotinje 27
3.2. Eksperimentalne grupe i protokol 27
3.3. Operativna procedura za hroni¢nu implantaciju elektroda za registrovanje
spavanja 30

3.4. Procedura registrovanja spavanja, EEG aktivnosti i respiratornih pokreta tokom

opSte anestezije 33
3.5. Histohemijska identifikacija i kvantifikacija PPT lezije 33
3.6. Analiza EEG signala 35
3.7. Analiza respiratornog signala 39
3.8. Statisti¢ka obrada podataka 41
4. Rezultati 43

4.1. Histohemijska identifikacija 1 kvantifikacija lezije holinergickih neurona PPT

jedra 44




4.2. Respiratorni obrazac i EEG mikrostruktura za vreme opste ketamin/diazepam i

pentobarbital anestezije operativnog nivoa 46

4.2.1. Uticaj ketamin/diazepam i pentobarbital anestezije operativnog nivoa na
respiratorni obrazac u pacova sa lezijom PPT jedra u odnosu na fizioloSke kontrole
48

4.2.2. EEG mikrostruktura za vreme stabilne opste ketamin/diazepam i

pentobarbital anestezije operativnog nivoa u pacova sa lezijom PPT jedra u odnosu

na fizioloSke kontrole 52

4.2.2.1. EEG mikrostruktura senzomotorne kore za vreme stabilne
ketamin/diazepam anestezije operativnog nivoa 52

4.2.2.2 EEG mikrostruktura senzomotorne kore za vreme stabilne pentobarbital

anestezije operativnog nivoa 53

4.2.2.3. EEG mikrostruktura motorne kore u toku opste ketamin/diazepam i
pentobarbital anestezije operativnog nivoa kod fizioloskih kontrola 54
4.2.2.4. EEG mikrostruktura motorne kore za vreme stabilne ketamin/diazepam i
pentobarbital anestezije operativnog nivoa u pacova sa bilateralnom lezijom PPT
jedra 55

4.3. Uticaj stabilne ketamin/diazepam i pentobarbital anestezije operativnog nivoa na
arhitekturu spavanja i EEG mikrostrukturu senzomotorne kore nakon anestezije u

pacova sa lezijom PPT jedra u odnosu na fizioloske kontrole 57

4.3.1. Arhitektura spavanja i EEG mikrostruktura senzomotorne kore nakon

ketamin/diazepam anestezije operativnog nivoa 57

4.3.2. Arhitektura spavanja i EEG mikrostruktura senzomotorne kore nakon

pentobarbital anestezije operativnog nivoa 58

4.4. Poremec¢aj REM spavanja u motornoj kori nakon stabilne ketamin/diazepam 1
pentobarbital anestezije operativnog nivoa 62
4.4.1. Arhitektura spavanja, dinamika budnost/NREM/REM/REM1/REM2 epizoda

spavanja i struktura prelaznih stanja u toku spavanja u motornoj kori nakon

anestezije kod fizioloskih kontrola — poredenje ketamin/diazepam i pentobarbital

anestezije 62




4.4.2. Uticaj ketamin/diazepam i pentobarbital anestezije operativnog nivoa na
EEG mikrostrukturu REM faze spavanja nakon anestezije u motornoj kori
fizioloSkih kontrola 70

4.4.3. Uticaj ketamin/diazepam i pentobarbital anestezije operativnog nivoa na
arhitekturu spavanja, i dinamiku budnostNREM/REM/REM1/REM2 epizoda
spavanja, strukturu prelaznih stanja u toku spavanja i EEG mikrostrukturu svih
REM faza spavanja u motornoj kori nakon anestezije kod pacova sa lezijom PPT

jedra 74

5. Diskusija 77

5.1. Respiratorni obrazac i EEG mikrostruktura za vreme opste ketamin/diazepam i

pentobarbital anestezije operativnog nivoa 78

5.2. Uticaj ketamin/diazepam i pentobarbital opSte anestezije operativnog nivoa na
arhitekturu spavanja i EEG mikrostrukturu senzomotorne kore u pacova sa

bilateralnom lezijom PPT jedra 81

5.3. Poremecaj REM spavanja u motornoj kori nakon opste ketamin/diazepam i

pentobarbital anestezije operativnog nivoa kod fizioloskih kontrola i bilateralne lezije

PPT jedra 82
6. Zakljucci 87
7. Literatura 91

8. Prilozi 107




1. Uvod



Progresivan 1 konstantan porast prose¢ne duzine zivotnog veka uvecava broj
starih ljudi kojima su neophodne hirurSke intervencije u opstoj anesteziji. Fizioloske
promene koje nastaju sa starenjem svrstavaju gerijatrijske pacijente u grupu pacijenata
sa ve¢im rizikom za pojavu kardioloskih, respiratornih i neuroloskih komplikacija
tokom 1 nakon opste anestezije (Pratico i sar., 2005). Pored toga, u ovoj grupi pacijenata
dodatni rizik predstavljaju nedijagnostikovane neurodegenerativne bolesti, pre svega
Alchajmerova 1 Parkinsonova bolest, kao naj¢es¢e neurodegenerativne bolesti starenja,
obzirom da mnogi gerijatrijski pacijenti budu podvrgnuti hirur§kim intervencijama u
opstoj anesteziji pre postavljanja dijagnoze neurodegenerativne bolesti. Mnoge studije
su ukazale na Stetne posledice opste anestezije, kao i na mogucu povezanost anestetika i
patogeneze neurodegenerativnih bolesti (Fodale i sar., 2006, 2010). Medutim, usled
mnogih ograni¢enja, rezultati ovih klini¢kih studija su c¢esto nekonzistentni i
kontradiktorni (Papon i sar., 2011). Eksperimentalni modeli neuropatologije humanih
bolesti pruzaju mogucnost za razjaSnjavanje efekata anestezije i posledica hirurskih

intervencija, i u tome se ogleda njihov znaca;.

1.1. Opsta anestezija

Stanje opSte anestezije predstavlja farmakoloski izazvan reverzibilan gubitak
svesti, analgeziju, amneziju, gubitak senzornih i autonomnih refleksa, kao i relaksaciju
skeletne muskulature (Lydic i Baghdoyan, 2005). Mehanizam delovanja anestetika koji
dovodi do besvesnog stanja 1 analgezije nije u potpunosti razjasnjen. U principu, opSti
anestetici deluju tako Sto generalno povecavaju inhibitorne signale ili blokiraju

ekscitatorne signale (Garcia i sar., 2010).

Ketamin, kao nekompetitivni NMDA (N-metil-D-aspartat) antagonist,
kombinacijom analgetickog 1 hipnotickog dejstva obezbeduje sedaciju i analgeziju
supresijom ekscitacije (Eikermann i sar., 2012), Sto se na elektroencefalografskom
(EEG) nivou odrazava pojavom brzeg teta ritma (Lu i sar., 2008). U toku opste
anestezije indukovane ketaminom odrzani su neki aspekti svesti (ketamin je
disocijativni anestetik), kao i1 tonus simpatickog sistema (Lu 1 sar., 2008). Takode, u
toku ketaminske anestezije oCuvani su i mnogi protektivni refleksi (faringealni,
laringealni, kornealni i palpebralni) (Canet i Castillo, 2012). Klini¢ki gledano, ovaj

anestetik ima izuzetno povoljan efekat na respiratorni sistem i ne dovodi do depresije



disanja (Canet i Castillo, 2012). Mehanizam delovanja ketamina je znac¢ajno drugaciji u
odnosu na druge anestetike. Naime, za razliku od drugih anestetika, ketamin aktivira
subkortikalna jedra koja reguliSu budno stanje (Lu i sar., 2008). Rezultati istrazivanja na
pacovima 1 miSevima su pokazali da ketamin povecava neuronsku aktivnost u predelu
limbickog sistema, talamusa i kore velikog mozga. Poznato je da ketamin menja
neuromodulaciju raznih neurotransmiterskih  sistema, pre svega holinergi¢kog
(Yamakura i sar., 2000) i noradrenergi¢kog (Kubota i sar., 1999a) sistema. Smatra se da
se ketaminom indukovan gubitak svesti karakteriSe disocijacijom holinergicke
transmisije i kortikalne aktivacije, najverovatnije posredstvom istovremene supresije
NMDA receptora, kako na piramidnim, tako i na inhibitornim neuronima prefrontalne
kore (Li i Vlisides, 2016).

Nasuprot ketaminu, pentobarbital, kao agonist GABAA (y aminobuterna
kiselina) receptora, primarno dejstvo ostvaruje potenciranjem inhibicije, koja za ishod
ima gubitak svesti i pojavu delta ritma u EEG zapisu (Lu i sar., 2008). U opstoj
pentobarbitalskoj anesteziji smanjena je aktivnost neurona kore velikog mozga i
tuberomamilarnog (TM) jedra, a povecana aktivnost neurona ventrolateralnog
preoptickog (VLPO) jedra (Nelson i sar., 2002; Lu i sar., 2008), klju¢nog jedra
odgovornog za inhibiciju struktura koje reguliSu budno stanje. Naime, pokazano je da
opsti anestetici, Ciji se mehanizam delovanja zasniva na aktivaciji GABA receptora, ne
izazivaju sedaciju putem generalizovane inhibicije, ve¢ aktiviranjem endogenog puta za
regulaciju spavanja, posebno u hipotalamusu, tacnije u TM jedru (Slika 1.1; Nelson i
sar., 2002; Lu i sar., 2008).



Budnost NREM spavanje

Kora, veliki mozak,
subkortikalne stukture

Posteriorni
hipotalamus
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hipotalamus
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Srednji
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Pons
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Slika 1.1. Sema endogenog puta za regulaciju NREM spavanja koji aktivira anestezija.
Inhibirani neuroni LC jedra oslobadaju VLPO jedro toni¢ne inhibicije. VLPO jedro dovodi do
inhibicije svih jedara (PPT, LDT, LC, DR, PeF, TM) koja ucestvuju u regulaciji budnosti.
Smatra se da inhibicija TM jedra, klju¢ne strukture za regulaciju budnog stanja, inhibira
oslobadanje histamina u kori velikog mozga i dovodi do besvesnog stanja. Ach — acetilholin;
GABA - y aminobuterna kiselina; Gal — galanin; His — histamin; 5-HT — serotonin; NE —
norepinefrin; OX — oreksin; DR — nc. raphe dorsalis; LC — locus coeruleus; LDT — nc.
tegmentum laterodorsalis; PeF — perifornikalna regija; TM — nc. tuberomamillaris; PPT — nc.
pedunculopontinus tegmentalis; VLPO — ventrolateralno preopticko jedro.

Preuzeto i modifikovano uz dozvolu izdavac¢a Nature Publishing Group; Nelson i sar., 2002;
©2002.

1.2. Mehanizmi regulacije spavanja i opsSte anestezije

Spavanje je kompleksno, globalno stanje u ponaSanju svih sisara, koje je
homeostatski regulisano (Datta i MacLean, 2007). Spavanje predstavlja reverzibilno
periodi¢no stanje smanjenog odgovora na senzorne stimuluse (Siegel, 2008) i vremenski
je organizovano u razli¢ite faze. Na osnovu fizioloskih karakteristika i ponasanja, kod
sisara su definisane dve osnovne faze spavanja: NREM spavanje (,,Non Rapid Eye
Movement”) i REM spavanje (,,Rapid Eye Movement”). Regulacija budnosti i spavanja

je veoma kompleksna i odvija se na viSe nivoa.



Budnost predstavlja slozen koordinisani izraz ponasSanja koje se konstantno
menja kao odgovor na razlicite stimuluse (Datta i MacLean, 2007). Grupe neurona koje
ucestvuju u regulaciji budnosti su: noradrenergicki locus coeruleus (LC) neuroni,
serotonergicki nc. raphe dorsalis (DR) neuroni, holinergicki nc. pedunculopontinus
tegmentalis (PPT) neuroni i nc. tegmentum laterodorsalis (LDT) neuroni. Dorzalne
projekcije PPT neurona aktiviraju talamo-kortikalni sistem, dok ventralne projekcije
aktiviraju hipotalamo-kortikalne i bazalo-kortikalne sisteme. Aktivnost ovih
neurotransmiterskih sistema dovodi do kortikalne aktivacije, neophodne za odrzavanje
budnog stanja. Pored pontinskih, strukture koje ucestvuju u regulaciji budnosti su:
histaminergic¢ki neuroni posteriornog hipotalamusa, hipokretinski (oreksinski) neuroni
lateralnog hipotalamusa (LH), holinergicki neuroni bazalnog prednjeg mozga i neuroni

suprahijazmatskog jedra (Datta i MacLean, 2007).

Kao posledica akumulacije endogenih metabolita Cija se sinteza odvija u toku
budnosti, dolazi do prelaska budnosti u NREM spavanje. Ovo je pasivan proces, za
razliku od odrzavanja NREM spavanja, koji je aktivan proces. Povecana aktivnost
GABAergickih i galaninskih neurona VLPO jedra anteriornog hipotalamusa dovodi do
inhibicije glavnih struktura koje reguliu budnost (TM, LH, LC, DR, PPT, LDT), ¢ime
zapoc¢inje NREM spavanje (Datta i MacLean, 2007).

Tokom spavanja se javlja regularno i periodi¢no smenjivanje NREM i REM faze
spavanja. REM spavanje obuhvata oko 20% noc¢nog spavanja, dok preostalih 80%
pripada NREM fazi. EEG zapis REM faze spavanja sastoji se od visokofrekventne
niskovoltazne aktivnosti slicne budnosti (aktivirani EEG), tako da se ova faza spavanja
smatra aktivnim spavanjem. Regulacija ciklicne pojave i odrzavanja REM spavanja je
slozena 1 podrazumeva aktivnost specificnih populacija neurona kaudalnog srednjeg
mozga i ponsa. U osnovi regulacije NREM/REM ciklusa spavanja nalaze se recipro¢ne i
inhibitorne interakcije izmedu holinergickih (PPT i LDT) i monoaminergickih neurona
(LC i DR). Prema staroj interaktivnoj teoriji (Slika 1.2.) PPT i LDT neuroni su
predstavljeni kao ,,REM-ukljuciva¢i” koji mogu biti inhibirani ili dezinhibirani od
strane LC i DR neurona, definisanih kao ,,REM-isklju¢ivaci”. Holinergic¢ki neuroni su

najaktivniji tokom budnosti i REM faze, dok aktivnost monoaminergickih neurona



opada od budnog stanja do REM faze, kada nastupa ,,monoaminska tisina” (McCarley i
Hobson, 1975).

A Nivo aktivacije

Budnost NREM REM

Dinami¢ki model
>R.EM — isklju¢ivad

>REM — ukljucivaé

B Reciprocno-interaktivni model

- ; 5-HT NE

L
- 5-HT NE

Ach

Ach, - +QAch

Slika 1.2. Recipro¢no-interaktivni model regulacije REM spavanja. (A) Nivo aktivacije
prikazuje smenu NREM i REM faze spavanja i dinamic¢ki model aktivnosti neurona ,,REM-
ukljucivaca” i ,,REM-iskljuéivaca” u pontinskim jedrima. (B) Recipro¢no-interaktivni model
regulacije REM spavanja. DR — nc. raphe dorsalis; LC — locus coeruleus; PPT — nc.
pedunculopontinus tegmentalis; LDT — nc. tegmentum laterodorsalis; MRF — formatio
reticularis mesencephali; Ach — acetilholin; 5-HT — serotonin; NE — norepinefrin; Glut —
glutamat.

Preuzeto i modifikovano uz dozvolu izdavaca Elsevir; Pace-Schott i Hobson., 2013; ©2013.

Prema novijem ,,flip-flop” modelu (Slika 1.3; Lu i sar., 2006), REM prekidacki
sistem je sastavljen od dva GABAergicka neuronska regiona, ,,REM-iskljucivaca” i
»REM-ukljuc¢ivaca”, koji su medusobno povezani i jedan drugog inhibiraju. Strukture
koje ¢ine zonu koja isklju¢uje REM su ventrolateralna periakveduktna siva masa

(VIPAG) i laterodorzalni pontinski tegmentum (LPT) koje primaju signale



konvergentnih projekcija oreksinskin LH neurona i GABA/galanin VLPO neurona.
Strukture koje ¢ine ,,REM-ukljuciva¢” su nc. sublaterodorsalis (SLD) i precoeruleus
region (PC).

Prema ovom modelu, holinergi¢ka (PPT i LDT) i monoaminergicka (DR i LC)

jedra predstavljaju inhibitorne, odnosno ekscitatorne modulatore ,,REM-isklju¢ivaca”.

DR -LC PPT-LDT
© +® AK
VLPO — VvIPAG > PC
® =
IH —p LPT SLD
S,

,.REM-isklju¢iva¢” -REM-ukljucivag”

Slika 1.3. ,,Flip-flop” model regulacije REM spavanja. Sematski prikaz regulacije REM
spavanja prema ,,flip-flop” modelu sa medusobno inhibitornim ,,REM-uklju¢iva¢” i ,,REM-
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iskljucivac” regionima GABAergickih neurona. VLPO — ventrolateralni preopticki region; LH —
lateralni hipotalamus; VIPAG — ventrolateralna periakveduktna siva masa; LPT — laterodorzalni
pontinski tegmentum; PC — precoeruleus region; SLD — nc. sublaterodorsalis; DR — nc. raphe
dorsalis; LC — locus coeruleus; PPT — nc. pedunculopontinus tegmentalis; LDT — nc.
tegmentum laterodorsalis.
Preuzeto i modifikovano uz dozvolu izdavac¢a Nature Publishing Group; Lu i sar., 2006; ©2006.
Iako naizgled razli¢iti, anestezija i spavanje su stanja koja imaju veoma znacajne
zajednicke fizioloske i bihejvioralne osobine. Uspostavljanje anesteziranog stanja, kao i
spavanja ne mogu se objasniti jednim jedinstvenim mehanizmom. Spavanje i anestezija
podrazumevaju veoma kompleksne mehanizme regulacije koji zavise od mnogobrojnih
moZdanih struktura, razli¢itth neurotransmitera i neuromodulatora, gde holinergicki
sistem zauzima najvaznije mesto (Lydic i Baghdoyan, 1999; Lydic i Baghdoyan, 2005).
Oslobadenje acetilholina je znatno veée u toku budnosti i REM spavanja, nego u toku

NREM spavanja ili anestezije, $to i odgovara aktiviranom EEG-u, karakteristicnom za

budnost i REM spavanje (Lydic i Baghdoyan, 2005).



Pozitron emisiono tomografske (PET) studije na ljudima pokazale su da izmedu
stanja mozga u anesteziji i tokom dubokog NREM spavanja postoje ocigledne sli¢nosti
(Braun i sar., 1997; Kajimura i sar., 1999; Maquet, 2000), i to pre svega na nivou
talamusa (Franks, 2008). Talamus predstavlja glavnu strukturu zaduZenu za prenos
ascendentnih senzornih informacija i deaktiviran je tokom anestezije. Sa druge strane,
nasuprot budnom stanju, NREM spavanje takode pokazuje deaktivaciju talamusa, kao i
mozdanog stabla, bazalnog prednjeg mozga, bazalnih ganglija, zajedno sa
deaktivacijom regiona parijetalne i frontalne kore (Franks, 2008). Stanja najmanje
mozdane aktivnosti su tre¢i i Cetvrti stadijum NREM spavanja, kada je prenos signala
kroz talamus suspendovan. Talamo-kortikalni sistem kontroliSe EEG ritmove, EEG
aktivaciju i deaktivaciju, a deaktivacija talamusa koja se moze uociti tokom prelaska iz
budnosti u duboko NREM spavanje je visoko korelisana najpre sa pojavom vretena
spavanja, pa sa delta talasima u EEG-u (Franks, 2008). Iako talamus moze da kontrolise
stanje svesti, obrada informacija u kori je odgovorna za detaljan sadrzaj svesti. U toku
dubokog spavanja i stanja anestezije kora je potpuno deaktivirana. Inhibicija kortikalnih
neurona favorizuje aktivaciju talamo-kortikalnih neurona i stanje nalik spavanju
(Franks, 2008). Obzirom da anestezija i spavanje predstavljaju stanja redukovane

pobudenosti, smatra se da koriste zajednicke regulacione neuronske mreze.

Na primer, uprkos tome $to ketamin ima potpuno drugaciji mehanizam
delovanja na celijskom nivou u odnosu na druge anestetike, ipak postoje zajednicki
efekti na nivou neuronskih mreza koje mogu objasniti sli¢nosti u funkcionalnom ishodu
anestezije. Ketamin remeti funkcionalno povezivanje kortiko-kortikalnih veza u
anestetskim dozama i to po frontalno — posteriornom obrascu (Lee i sar., 2013).
Humane i elektrofizioloske studije su dokazale da ketamin dovodi do prekida kortiko-
kortikalnog prenosa informacija dok je ocuvana funkcija senzorne mreze u toku

anestezije (Bonhomme i sar., 2016; Schroeder i sar., 2016).

1.3. Uticaj opSte anestezije na postoperativno spavanje

Brojne studije su pokazale da spavanje moZe imati veliki uticaj na tok
postoperativnog oporavka (Rosenberg, 2001; Hodor i sar.,, 2015). Naime,

eksperimentalno je pokazano da kvalitet spavanja nakon mozdanog oSte¢enja veoma



uti¢e na oporavak mozdanih funkcija (Hodor i sar., 2015) i da bilo kakav poremecaj

spavanja moze imati Stetnu ulogu u postoperativnom oporavku (Rosenberg, 2001).

Postoperativni poremecaji spavanja mogu dovesti do: promena u mentalnom
statusu (Helton i sar., 1980), pojave postoperativnih epizoda hipoksemije (Rosenberg i
sar., 1994), hemodinamske nestabilnosti (Knill i sar., 1990), kao i pojave ranog
postoperativnog zamora (Rosenberg-Adamsen i sar., 1996). Obrazac spavanja najvise je
ugrozen u prvoj postoperativnoj nedelji (Knill i sar., 1990). Istrazivanja pokazuju da se
u prvim postoperativnim danima poremecaji spavanja generalno karakteriSu padom
ukupnog vremena spavanja, skoro potpunom eliminacijom REM faze spavanja,
smanjenjem sporotalasnog i povecanjem drugog stadijuma NREM spavanja
(Rosenberg, 2001). Kao posledica ovih promena, postoperativho spavanje postaje
izrazito fragmentisano, sa velikim brojem no¢nih budenja i dugim periodima budnosti
koji onemogucavaju uspostavljanje normalnih ciklusa NREM i REM spavanja
(Rosenberg, 2001).

Poseban oblik poremecaja postoperativnog spavanja predstavlja poreme¢aj REM
spavanja oznacen kao ,REM rebound”. Naime, nakon inicijalne postoperativne
eliminacije REM faze spavanja dolazi do ponovnog uspostavljanja REM spavanja, ¢ije
se trajanje znacajno povecava. Poremec¢aj REM spavanja predstavlja stanje pojacane
simpati¢ke aktivacije, odnosno fizioloski stres, i javlja se najces¢e izmedu drugog i
petog postoperativnog dana, onda kada druge abnormalnosti u postoperativnom obrascu
spavanja nestanu (Knill i sar., 1990). U toku REM spavanja disanje i sréani rad su
prirodno iregularni (Carley i Radulovacki, 1999, 2003), a izmenjeno postoperativno
REM spavanje, sa znacajno duzim trajanjem, moze doprineti pojavi poremecaja disanja
u toku spavanja, no¢ne hipoksemije, hemodinamske nestabilnosti i porasta krvhog
pritiska (Knill i sar., 1990). Poseban rizik predstavlja razvoj miokardijalne ishemije i
aritmije u toku postoperativnog REM spavanja, jer moze dovesti do neocekivanog

postoperativnog morbiditeta (Rosenberg, 2001).



1.4. Opsta anestezija i postoperativni rizici - uticaj anestetika na holinergicki

sistem

Kod gerijatrijskih pacijenata, godine predstavljaju najveci faktor rizika za pojavu
postoperativnih neuroloskih komplikacija kao $to su kognitivna disfunkcija, konfuzija i
delirijum (Papon i sar., 2011). Pored godina pacijenata, trajanje anestezije,
postoperativne infekcije, kao i respiratorne komplikacije samo su neki od faktora rizika
koji mogu u manjoj ili ve¢oj meri doprineti pojavi postoperativnih neuroloskih
komplikacija (Xie i Tanzi, 2006; Papon i sar., 2011). Naime, poznato je da nakon
hirurskih intervencija u opstoj anesteziji kod 25% pacijenata starijih od 65 godina dolazi
do razvoja kratkotrajnih i dugotrajnih poremecaja slicnih delirijumu koji, kod nekih

pacijenata, mogu biti prisutni mesecima i godinama (Papon i sar., 2011).

Mnoga klini¢ka i epidemioloSka istrazivanja su ukazala na potencijalno
negativne posledice opSte anestezije, kao i na moguéu povezanost sa promenama u
proteinima uklju¢enim u patogenezu Alchajmerove bolesti (Fodale i sar., 2006, 2010).
Naime, predklinicke studije su pokazale da odredeni anestetici mogu da izazovu
promene u ekspresiji proteina (Fodale i sar., 2010), kao i pojavu oligomerizacije amiloid
beta peptida i hiperfosforilaciju tau proteina, sto za posledicu ima smanjenje sinapticke
plasti¢nosti i neurodegeneraciju (Papon i sar., 2011). Medutim, ne postoje dokazi koji
dovode u direktnu vezu neurodegenerativne bolesti i izloZenost anesteziji u periodu od
jedne do pet godina pre pojave simptoma bolesti (Fodale i sar., 2006), kao ni dokazi o
povezanosti neurodegenerativnih bolesti i broja hirurSkih intervencija (Fodale i sar.,

2006).

Opsta anestezija utice na mozdane funkcije na svim nivoima, od c¢elijskih
membrana i receptora, preko jonskih kanala i neurotransmitera, do metabolizma. Jedan
od mehanizama kojim opsti anestetici izazivaju gubitak svesti jeste i inhibicija centralne
holinergicke neurotransmisije, koja moze biti dodatno ugrozena kao posledica prirodnog
procesa starenja (Pratico i sar., 2005). Acetilholin je jedan od glavnih neurotransmitera
u velikom mozgu i holinergicka neurotransmisija je esencijalna za odrzavanje budnosti i
normalnih kognitivnih funkcija putem aktivacije kore velikog mozga (Krnjevic, 1967).
Pretpostavlja se da patogeneza postoperativnih disfunkcija i delirijum mogu nastati kao

posledica interakcije anestetika i holinergickih receptora (Pratico i sar., 2005). Obzirom
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da acetilholin ucestvuje u regulaciji kognitivnih funkcija kao §to su pamcenje i ucenje,
kao i arborizaciji dendrita i diferencijaciji neurona (Fodale i sar., 2006), prekid centralne
holinergi¢ke transmisije, kao jedan od mehanizama opste anestezije, moze dovesti do
disfunkcija u c¢itavom spektru mentalnih, emocionalnih i1 kognitivnih aktivnosti

(Richardson i sar., 1985; Pratico i sar., 2005).

Senzitivnost holinergi¢kih receptora na anestetike ima kljuénu ulogu u
odredivanju razli¢itih stanja izmenjene svesti, kao §to su amnezija, gubitak paznje i
hipnoza (Pratico i sar., 2005). Tokom opSte anestezije, smanjeno oslobadanje
acetilholina i supresija septo-hipokampalne holinergi¢ke transmisije, omogucava sve
zeljene efekte opSte anestezije, kao Sto su gubitak svesti, bola, voljnih pokreta i

pamcenja (Ma i sar., 2002).
1.5. Holinergic¢ki sistem sisara i uloga PPT jedra

Holinergicki sistem mozga sisara (Slika 1.4.) ¢ine dva glavna sistema: kortikalni
sistem koji ¢ine strukture bazalnog prednjeg mozga i subkortikalni holinergicki sistem
koji ¢ine strukture mozdanog stabla (Semba i Fibiger, 1989; Semba 1993; Rye, 1997).

hipokampus
oTI———

Slika 1.4. Kortikalni i subkortikalni holinergicki sistem mozga sisara sa svojim
projekcijama. Kortikalni holinergi¢ki sistem (ljubicasto): NB — nc. basalis; DB — stria
diagonalis; MS — nc. septalis medialis; SI — substantia innominata; Subkortikalni holinergicki
sistem (zeleno): PPT — nc. pedunculopontinus tegmentalis; LDT — nc. tegmentum laterodorsali;
LH — lateralni hipotalamus; SN — nc. substantia nigrae; LC — locus coeruleus; DR — nc. raphe
dorsalis.

Preuzeto i modifikovano uz dozvolu izdavaca Elsevir; Woolf i Butcher, 2011; ©2011.
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Holinergicki sistem bazalnog prednjeg mozga ¢ine nc. septalis medialis, stria
diagonalis, substantia innominata i nc. basalis (Perez-Lloret i Barrantes, 2016). Ovaj
sistem predstavlja glavni kortikalni izvor holinergi¢ke inervacije mozga i ima vaznu
ulogu u aktivaciji kore velikog mozga i homeostazi spavanja (Schliebs i Arendt, 2006).
Pored toga, holinergic¢ki neuroni bazalnog prednjeg mozga su ukljuceni u kognitivne
funkcije 1 usko su povezani sa razli¢itim kognitivnim procesima, posebno onim vezanim
za ucCenje 1 pamcenje (Fodale i sar., 2006). Tokom starenja holinergicki neuroni
bazalnog prednjeg mozga prirodno podlezu degenerativnim promenama. Nastala
holinergi¢ka hipofunkcija povezana je sa progresivnim kognitivnim poremecajima i

patogenezom Alchajmerove bolesti (Fodale i sar., 2006).

Holinergicki sistem mozdanog stabla ¢ine jedra PPT i LDT. PPT jedro je
heterogena struktura, koju c¢ine holinergicki i1 neholinergicki (GABAergicki i
glutamatergicki) neuroni organizovani u dva dela: pars compacta deo koji dominantno
sadrzi holinergi¢ke neurone, i pars dissipata deo Kkoji dominantno sadrzi

glutamatergicke neurone (Rye, 1997).

PPT jedro ima vaznu ulogu u regulaciji REM spavanja (Lu 1 sar., 20006),
pobudivanju (Datta i MacLean, 2007), motornoj kontroli (Takakusaki i sar., 2004) i
kontroli disanja (Lydic i Baghdoyan, 1993; Saponjic i sar., 2003, 2005a, 2005b, 2006).
Ovo jedro predstavlja glavnu strukturu odgovornu za regulaciju REM spavanja,
odnosno REM fenomena koji podrazumeva istovremenu pojavu aktivacije kore velikog
mozga, teta ritma u hipokampusu, atonije antigravitacionih misica, brzih pokreta ociju,
ponto-genikulo-okcipitalnih talasa i iregularnih autonomnih funkcija (Vertes, 1984).
Svaka od komponenti REM fenomena moze biti izazvana ili modulisana aktivacijom
PPT jedra, ali se kona¢no ostvaruje aktivacijom razli¢itih neuronskih grupa mozdanog
stabla (Garcia-Rill, 1991; Datta, 1995, 1997). Anatomske studije su potvrdile da svaka
od ovih neuronskih subpopulacija mozdanog stabla, koje su generatori pojedinacnih
komponenti REM fenomena, prima aferentna vlakna iz PPT jedra, ¢ime je potvrdena
centralna uloga PPT jedra u kontroli REM fenomena (Semba, 1993; Rye, 1997).

PPT jedro se Siroko projektuje i inervise mnoge mozdane strukture. Ovo jedro
¢ini glavnu vezu izmedu talamusa, bazalnih ganglija i mozdanog stabla (Mena-Segovia i

sar.,, 2004; Winn, 2006). Neuroni jedara subkortikalnog holinergi¢kog sistema
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predstavljaju najveci izvor holinergi¢ke inervacije talamusa (Slika 1.4; Franks, 2008).
Ascendentna holinergicka vlakna PPT jedra, projektujuci se ka talamusu, bilo direktno,
ekscitacijom talamo-kortikalnih neurona, bilo indirektno, inhibicijom GABAergickih
retikulotalamickih neurona, doprinose generalizovanoj aktivaciji kore velikog mozga
(Franks, 2008). Projektujuci se istovremeno i ka bazalnom prednjem mozgu i ka
talamusu, PPT ostvaruje ulogu glavnog kontrolnog relejnog jedra odgovornog za
integraciju funkcija oba holinergicka sistema na aktivaciju kore velikog mozga
(Dringenberg i Olmsted, 2003). Sa druge strane, descendentne projekcije PPT jedra
inerviSu retikularnu formaciju, produzenu i kicmenu mozdinu (Semba i sar., 1990;
Semba i Fibiger, 1992). Pored toga, PPT jedro ostvaruje i recipro¢ne veze sa izlaznim
jedrima bazalnih ganglija: substantiae nigrae pars reticulata i globus pallidus internus
(Mena-Segovia i sar., 2004), sto je od izuzetne vaznosti za normalnu funkciju kako

bazalnih ganglija, tako i PPT jedra.

Degeneracija PPT holinergickog sistema, kao 1 smanjena holinergic¢ka inervacija
na nivou talamusa, povezana je sa neurodegenerativnim bolestima iz grupe

sinukleinopatija, kao i sa poremecajima u toku REM faze spavanja (Boeve i sar., 2007).

1.6. Parkinsonova bolest i eksperimentalni modeli

Parkinsonova bolest (PB) je multisistemska neurodegenerativna bolest koja se
najces¢e manifestuje motornim poremecajima, ali pored motornih, bolest cesto
karakteriSu 1 ne-motorni poremecaji poput poremecaja psihi¢kih funkcija u vidu
depresije, intelektualnog propadanja, poremecaja spavanja. Etiologija PB nije u
potpunosti poznata (Nicholson i sar., 2002) i smatra se da ova bolest pogada oko 3%

populacije starije od 66 godina (Moghal i sar., 1994).

Klini¢ku sliku PB sindroma karakteriSu slede¢i znaci: hipo- i bradikinezija,
rigor, tremor u miru i oSte¢enje posturalnih refleksa (Nicholson i sar., 2002). Kod ovih
bolesnika Cesti su 1 razni poremecaji vegetativnih funkcija (ortostatska hipotenzija,
poremecaj funkcije mokraéne besike, poremecaj erekcije kod muskaraca, opstipacija).
Obzirom da kod ovih pacijenata postoji ¢itav niz poremecaja respiratornog,
kardiovaskularnog i gastrointestinalnog sistema, hirurSko leCenje i izbor anestetika

iziskuje posebnu paznju (Nicholson i sar., 2002). Usled poremecaja u ekstrapiramidnom
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sistemu, kod ovih pacijenata se javljaju abnormalnosti u kontroli i funkciji gornjih
disajnih puteva koje mogu biti odgovorne za ogranic¢enu prohodnost vazduha ili prekid
disanja u toku spavanja (Nicholson i sar., 2002). Generalno, respiratorne komplikacije,
nastale kao posledica depresije misi¢ne aktivnosti gornjeg disajnog trakta usled dejstva
anestetika, mogu biti bitan uzrok perioperativnog morbiditeta u pacijenata sa PB
(Nicholson i sar., 2002).

Osnovni uzrok PB je nedostatak dopamina usled os$te¢enja nigro-strijatnog
dopaminergickog sistema, ali 1 drugi neurotransmiterski sistemi, ukljucujuci
holinergicki, mogu biti ozbiljno ugrozeni (Boeve, 2013). Histopatolosko obelezje PB
predstavljaju unutarcelijske inkluzije oznacene kao Luvijeva telaSca i Luvijevi neuriti
sacinjeni od abnormalne akumulacije a-sinukleina u neuronima (Boeve, 2013). Prema
Braak-vom sistemu, progresija patologije a-sinukleina je vremenski i topografski
definisana odredenim stadijumima (1-6) 1 klini¢kim manifestacijama (Braak i sar.,
2003). Naime, prema ovom sistemu propagacija patologije a-sinukleina ima ascendentni
obrazac Sirenja od produzene mozdine i olfaktornih struktura do limbickih strukura i
neokorteksa (Braak i sar., 2003). Poremecaji ponaSanja tokom REM faze spavanja
(,,REM behavior disorder”) javljaju se kada su ovom patologijom zahvacene strukture
mozdanog stabla, veoma vazne u regulaciji spavanja (Braak i sar., 2003). Ovi
poremecaji ponasanja tokom REM faze spavanja mogu prethoditi godinama i

decenijama klini¢koj manifestaciji PB (Boeve i sar., 2007; Whitwell 1 sar., 2007).

Humane neuropatoloske studije su pokazale da kod osoba obolelih od PB
degenerise oko 50% holinergickih neurona lateralnog dela PPT jedra (pars compacta)
(Bohnen i1 Albin, 2011). Kortikalna i talamo-kortikalna denervacija, nastala kao
posledica degeneracije PPT jedra, vezuje se za pojavu poremecaja ponasanja tokom
REM faze spavanja i motornog deficita kod pacijenata sa PB (Bohnen i sar., 2009;
Kotagal 1 sar., 2012). Naime, degeneracija PPT jedra, koje ima klju¢nu ulogu u
odrzavanju ravnoteze, posledi¢no dovodi do poremecaja posturalne kontrole i hoda, a
samim tim i padova kod ljudi (Bohnen i sar., 2009; Bohnen i Albin, 2011). Disfunkcija
PPT jedra potvrdena je kod akinezije rezistentne na terapiju dopaminom (Stein, 2009).
Klini¢ke studije su potvrdile da upotreba Ach esteraza inhibitora, donepezila, redukuje i
do 50% padova kod pacijenata sa PB (Chung i sar., 2009).
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Ipak za naSe razumevanje uloge PPT jedra u patogenezi PB je neophodan
odgovaraju¢i eksperimentalni model holinergicke denervacije PPT jedra. Adekvatni
eksperimentalni modeli patologije humanih bolesti su od velike vaznosti u
biomedicinskim istrazivanjima jer pre svega omogucavaju istrazivanja koja nisu
moguca na ljudima. Do sada koriS¢eni eksperimentalni modeli u istrazivanjima
patogeneze i patofiziologije PB su se ve¢inom bazirali na sistemskoj ili lokalnoj primeni
neurotoksina selektivnih za dopaminergicke neurone substantia nigrae ili nigro-
strijatnog puta kao Sto su 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin  (MPTP), 6-
hidroksidopamin (6-OHDA), lipopolisaharid (LPS), inhibitori proteozoma, rotenon,
parakvat, kao i na farmakoloskim i transgenim eksperimentalnim modelima (Baladini i
sar., 2008; Bezard i Przedborski, 2011; Duty i Jenner, 2011; Baladini i Armentero,
2012). Svi ovi eksperimentalni modeli imaju svoje specificnosti, prednosti ili

ogranicenja, u odnosu na PB kod ljudi.

S druge strane, PB je multisistemska bolest, multifaktorijalne patogeneze i
predstavlja sinukleinopatiju, sinaptopatiju i holinopatiju (Perez-Lloret i Barrantes,
2016). U okviru naSe laboratorije ustanovljen je eksperimentalni model tezeg oblika
holinergicke neuropatologije PB (Petrovic i sar., 2013a; Saponjic i sar., 2016). Model
holinergicke neuropatologije PB, prouzrokovan selektivnom bilateralnom lezijom PPT
jedra, dao je potpuno nov uvid u znacaj uloge talamo-kortikalnog holinergi¢kog sistema
u spavanju i motornoj kontroli u PB (Saponjic i sar., 2016).

1.7. Centralna regulacija disanja

Disanje je esencijalno regulatorno ponaSanje, konstantno prisutno od rodenja do
smrti. Respiratorni ciklus c¢ine udah (inspirijum) i izdah (ekspirijum). Opste je
prihvac¢eno da respiratorni ciklus i kod ljudi i kod pacova ¢ini inspirijum, u trajanju od
jedne trecine, i ekspirijum koji traje preostale 2/3 respiratornog ciklusa. Detaljnijim
ispitivanjem misi¢ne aktivnosti u toku inspirijuma (dijafragma) i ekspirijuma (spoljni
medurebarni misi¢i), pokazano je da se ekspiracija sastoji od najmanje dve faze: post-
inspirijjuma 1 ekspirijuma (Alheid i McCrimmon, 2008). Pocetak ekspiratorne faze
respiratornog ciklusa karakteriSe nizak nivo post-inspiratorne aktivnosti dijafragme,
zatim se prekida relaksacija ovog glavnog inspiratornog misic¢a i izdisanje se usporava.

Porast aktivnosti ekspiratornih miSi¢a oznac¢ava pocetak druge faze ekspirijuma i ovu
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fazu karakteriSe aktivna kontrakcija ekspiratornih misica (Feldman i McCrimmon,
2008).

Razli¢iti respiratorni neuroni centralnog generatora disanja su aktivni u
razli¢itim fazama respiratornog ciklusa po kojima su i dobili svoje nazive (Feldman i
McCrimmon, 2008). Pored respiratornih neurona koji su toni¢no aktivni, neuroni koji
generiSu respiratorni ritam funkcionalno su podeljeni po fazama respiratornog ciklusa u
kojima su aktivni na: inspiratorne, post-inspiratorne ili ekspiratorne neurone (Ezure i
sar., 1988; Sun i sar., 1998; Guyenet i Wang, 2001). Neuroni koji su aktivni u vise od
jedne faze respiratornog ciklusa su oznaéeni kao neuroni koji obuhvataju vise faza
(,,phase-spanning” respiratorni neuroni). Takode, aktivnost svake od ovih pojedinacnih
grupa neurona moze tokom faze respiratornog ciklusa da raste odnosno opada (Ezure i

sar., 1988; Sun i sar., 1998; Guynet i Wang, 2001).

Respiratorni  neuroni  centralnog  generatora disanja pored glavnih
neurotransmitera  (glutamat, GABA i glicin) kolokalizuju i mnoge druge
neurotransmitere  (Stornetta, 2008). Za sve respiratorne neurone ukljucujudi
motoneurone, neuromodulatori odreduju obrazac njihove aktivnosti 1 moduliSu

respiratorni odgovor (Feldman i McCrimmon, 2008; Stornetta, 2008; Koch i sar., 2015).

Neuroni respiratornog generatora su grupisani u tri glavne regije mozdanog
stabla (Slika 1.5.): dorzalna respiratorna grupa neurona unutar jedra nc. tractus
solitarii, ventrolateralna respiratorna grupa neurona, koja se prostire od nivoa spino-
medularnog spoja do nivoa jedra nc. facialis i pontinska respiratorna grupa neurona u
dorzolateralnom ponsu (Alheid i McCrimmon, 2008). Respiratorni neuroni ove tri grupe
su medusobno povezani i medusobno kontinuirano interaguju i zajedno sa respiratornim
senzornim aferentnim signalima su odgovorni za automatsku kontrolu disanja, kao i za
sve adaptivne promene disanja uslovljene homeostazom disanja i promenama sredinskih
faktora. Postoji i niz dodatnih neuronskih grupa mozdanog stabla i velikog mozga koje
ucestvuju u centralnoj regulaciji disanja (serotonergicki neuroni, kateholaminergicki
neuroni, neuroni periakveduktne sive mase srednjeg mozga i prednje-mozdani neuroni U
hipotalamusu, amigdaloidnom jedru i kori velikog mozga) (Alheid i McCrimmon,
2008).
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Slika 1.5. Strukture u moZdanom stablu zaduZene za automatsku regulaciju disanja.
Sematski prikaz u horizontalnoj (A) i sagitalnoj (B) ravni. 5n — n. trigeminus; 7 — nc. facialis; 7n
—n. facialis; A5 — A5 noradrenergic¢ka neuronska grupa; AmbC — nc. ambiguus pars compacta;
AP — area postrema; BotC — Becingerov kompleks; cVRG - kaudalni deo ventralne
respiratorne grupe; DRG — dorzalna respiratorna grupa; 15 — intertrigeminalna regija; KF —
Kolliker-Fuse jedro; LPBr — lateralni parabrahijalni region; Mo5 — nc. motorius nervi trigemini;
MPBr — medijalni parabrahijalni region; TS — nc. tractus solitarii; pFRG — parafacijalna
respiratorna grupa; pre-BotC — pre-Becingerov kompleks; PRG — pontinska respiratorna grupa;
RT - retrotrapezoidno jedro; rVRG - rostralni deo ventralne respiratorne grupe; VRC —
ventralna respiratorna kolumna; VRG — ventralna respiratorna grupa; scp — superior cerebellar
peduncle; SO — nc. olivaris superior.

Preuzeto i modifikovano uz dozvolu izdavaca Elsevir; Alheid i McCrimmon, 2008; ©2008.

Aktivnost neurona dorzalne respiratorne grupe (DRG), grupisanih unutar
jedra nc. tractus solitarii (TS), najveca je tokom inspirijuma (Slika 1.5.). Neuroni DRG
su aktivni nezavisno od aferentnog ulaza (Alheid i McCrimmon, 2008). Jedro TS
predstavlja mesto zavrSetaka aferentnih vlakana koja putem n. vagus-a i n.
glossopharyngeus-a prenose informacije o stanju pluca i disajnih puteva (Kubin i sar.,
2006), kao i senzornih vlakana perifernin hemoreceptora karotidnog telasca koji
obezbeduju vazan homeostatski odgovor na status kiseonika u arterijskoj krvi (Lahiri i
sar., 2006). Neuroni jedra TS predstavljaju izvor toni¢ne ekscitacije dorzalne
respiratorne grupe i ventralne respiratorne kolumne, kao i retrotrapezoidnog (RT) jedra
(Takakura i sar., 2006).
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Pontinska respiratorna grupa (PRG) ukljucuje neurone ventrolateralnog
ponsa, intertrigeminalne regije, Kolliker-Fuse jedra, lateralnog i medijalnog
parabrahijalnog kompleksa (Slika 1.5; Alheid i McCrimmon, 2008). Populacija neurona
pontinske respiratorne grupe nije fizioloski i neurohemijski homogena (Alheid i
McCrimmon, 2008). Aktivnost PRG neurona je raznolika, tako da su u okviru ove grupe
identifikovani fazi¢ni inspiratorni (I, E-I, I-E), ekspiratorni, kao i toni¢no aktivni

neuroni (Ezure i Tanaka, 2006; Song i sar., 2006).

PPT jedro ima vaznu ulogu u kontroli generatora respiratornog ritma u
produzenoj mozdini (Lydic i Baghdoyan, 1993; Lydic i Baghdoyan, 2005; Saponjic i
sar., 2003, 2005a, 2005b, 2006). Farmakoloske stimulacije holinergi¢kih neuronskih
subpopulacija PPT jedra glutamatom, mogu dovesti do ozbiljnog poremecaja
respiratornog ritma u vidu smene spontanih apneja, perioda tahipneje/hiperventilacije i
bradipneje kod anesteziranih pacova (Saponjic i sar., 2003). lako PPT jedro ima veoma
heterogene funkcionalne wuloge, poremecaji disanja izazvani farmakoloSkom
stimulacijom mogu se javiti nazasvisno od drugih komponenti REM fenomena
(Saponjic i sar., 2005b). Takode, eksperimentalne studije su pokazale da se posredstvom
NMDA receptora respiratorne zone PPT jedra modulise respiratorni ritam i tonus misica

gornjih disajnih puteva (Saponijic i sar., 2006).

Ventralna respiratorna kolumna (VRC; Slika 1.6.) zauzima ventrolateralnu
produzenu mozdinu celom njenom duzinom 1 ispunjena je razliitim tipovima neurona
identifikovanih na osnovu njihovih aktivnosti tokom faza respiratornog ciklusa.
Ventralnu respiratornu kolumnu c¢ine: rostralna i kaudalna respiratorna grupa (rVRG i
cVRG), Becingerov (BotC), pre-Becingerov kompleks (pre-BotC), RT jedro i
parafacijalna respiratorna grupa (pFRG) (Alheid i McCrimmon, 2008).

Rostralnu i kaudalnu VRG predstavlja agregacija inspiratornih, odnosno
ekspiratornih ekscitatornih bulbospinalnih neurona (Slika 1.6. B; Monnier i sar., 2003;
Feldman i McCrimmon, 2008). Ove dve grupe neurona ekscitacijom motoneurona
kicmene mozdine dovode do aktivacije inspiratornih, odnosno ekspiratornih misica
(Alheid i McCrimmon, 2008). Pracenjem neuronske aktivnosti pokazano je da nakon

ubrizgavanja mikroinjekcije ekscitatornih amino-kiselina u anterioni deo VRG usporava
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respiratornu frekvenciju, dok mikroinjekcija ubrizgana u posteriorni deo VRG ne
dovodi do promena u respiratornom ritmu (Slika 1.6. A; Monnier i sar., 2003).

A ) — B Ritmogeni deo VRC  Deo VRC koji utice
samo na obrazac

500pum

/‘ R<—l i

scp
\Y4
n sahiiisi bez efekta
A pneja- .
v disritmija sandalad

bradipneja

Relativna frekvencija

rostralna bradipneja

Slika 1.6. ldentifikacija glavnih funkcionalnih delova ventralne respiratorne kolumne.
Sematski prikaz sagitalnog preseka mozdanog stabla pacova 1,9 mm lateralno (A); 7n — n.
facialis; 7 — nc. facialis; Mo5 — nc. motorius nervi trigemini; AmbC — nc. ambiguus pars
compacta; scp — superior cerebellar peduncle; SO — nc. olivaris superior; LRt — lateralno
retikularno jedro; Distribucija podtipova inspiratornih i ekspiratornih neurona ventralne
respiratorne kolumne (B-C). E — ekspirijum; | — inspirijum; Strelica pokazuje da li aktivnost
neurona u toku faze respiratornog ciklusa raste ili opada.

Preuzeto i modifikovano uz dozvolu izdavaca John Wiley and Sons; Monnier i sar., 2003;
©2003; Preuzeto i modifikovano uz dozvolu izdavaca Elsevir, Alheid i McCrimmon, 2008;
©2008.

Osnovni ritam disanja u najvecoj meri je rezultat spregnute interakcije neurona
rostralne polovine ventrolateralne respiratorne grupe, posebno neurona pre-BotC i BotC
i dela RT jedra (Smith i sar.,, 1991; Feldman i Del Negro, 2006). U okviru BotC

dominira prisustvo ekspiratornih neurona c¢ijom se lokalnom farmakoloSkom

stimulacijom produzava ekspiratorna faza i izaziva bradipneja (Monnier i sar., 2003).

Pre-BotC je identifikovan u in vitro studijama kao medularni region esencijalan
za generisanje respiratornog ritma (Smith i sar., 1991) i ima vaznu ulogu u modulaciji
respiratornog odgovora. Pre-BotC predstavlja populaciju neurona Cija aktivnost je u
rasponu izmedu ekspiratorne i inspiratorne faze respiratornog ciklusa, odnosno
identifikovani su kao E-I neuroni (Sun i sar., 1998; Guynet i Wang, 2001).

Stimulacijom ovog regiona, koris¢enjem homocisteinske kiseline, izaziva se tahipneja i
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disritmija (Slika 1.6. A; Monnier i sar., 2003). Ovaj region predstavlja glavni izvor
ekscitatornih eferentnih vlakana ventralne respiratorne kolumne (Alheid i McCrimmon,
2008). Naime, prema trenutnoj hipotezi, neuroni pre-BotC generiSu inspiratorni ritam,

dok aktivni ekspirijum generiSu neuroni RT jedra (Feldman i Del Negro, 2006).

Neuroni RT jedra se nalaze duz ventralne povrSine mozga ispod jedra nc.
facialis i1 pruzaju se kaudalno do B&tC (Slika 1.5. B). Svojom pozicijom na ventralnoj
povrsini produzene mozdine, neuroni RT jedra identifikovani su kao hemosenzitivni
neuroni, odnosno kao centralni hemoreceptori (Alheid i McCrimmon, 2008). Integracija
centralnih i perifernih hemoreceptornih aferentnih signala se u izvesnoj meri vrsi u RT
jedru (Rosin i sar., 2006). Neurokinin 1 (NK1) receptori su kolokalizovani na
neuronima RT jedra i selektivnom lezijom ovih neurona, slabi centralni odgovor na
ugljen dioksid (Nattie i Li, 2002). Sindrom centralne hipoventilacije i sindrom
iznenadne smrti novorodenceta mogli bi se objasniti gubitkom NKI1 neurona u RT
jedru, jer je njihov patoloski supstrat u regionu jedra nc. arcuatus koje je homolog

humanom RT jedru (Weese-Mayer i sar., 2008).

Neuroni pre-BotC, takode eksprimiraju visok nivo NK1 receptora (Gray i sar.,
1999). Eksperimentalne studije su pokazale da selektivna farmakoloSka ablacija NK1
neurona pre-BotC dovodi do poremecaja disanja (Gray i sar., 1999). Ovi poremecaji su
najpre prisutni u toku spavanja, naro¢ito u REM fazi, dok obimne lezije u okviru pre-
B6tC izazivaju poremecaje disanja i u toku budnosti (Gray i sar., 1999). Zato se smatra
da manji poremecaji funkcije pre-BotC leZze u osnovi poremecaja disanja u toku
spavanja (McKay i sar., 2005). Takode, ablacija NK1 neurona pre-BotC je dovela do
smanjenja frekvencije uzdaha, §to ukazuje na inhibiciju regulatornih odgovora na
hipoksiju i hiperkapniju (McKay i sar., 2005). Kod ljudi bi ovaj fenomen mogao da
objasni povecanje praga pobudivanja koji je izazvan hipoksijom: u sluc¢aju kada se
centralna apneja ne prekida pobudivanjem ona postaje terminalna, rezultuju¢i anoksijom
1 smréu (McKay 1 sar., 2005). Ovakav sled dogadaja moZe se javiti kod starih ljudi,
obzirom da prevalenca centralne apneje raste sa godinama, usled kumulativnog gubitka

neurona pre-BotC tokom zivota (McKay i sar., 2005).
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1.8. Poremecaji disanja u toku spavanja

lako je postignut veliki napredak na polju istrazivanja i razumevanja poremecaja
disanja u toku spavanja (,,sleep-related breathing disorders” — SRBD), mehanizmi koji
leze u osnovi ovih poremecaja nisu u potpunosti razjaSnjeni. Naime, postoji Citav
spektar razli¢itih poremecaja disanja u toku spavanja, koji se mogu manifestovati u vidu

(The Report of an American Academy of Sleep Medicine Task Force, 1999):

e centralne apneje — definiSe se kao prekid respiratornog napora duzi od 10 s kod

ljudi, a 2-2,5 s kod pacova;

e opstruktivne apneje — karakteriSe se neprekidnim inspiratornim naporom nasuprot

okluziji gornjeg disajnog puta;

e meSovite apneje — predstavlja meSavinu centralne komponente kojoj neposredno

sledi opstruktivna komponenta apneje;
¢ hipopneje — definise se kao parcijalni kolaps gornjeg disajnog puta;

e razbudivanja povezana sa respiratornim dogadajem — karakteriSu se otezanim

inspiratornim naporom koji dovodi do razbudivanja.

Poremecaji disanja u toku spavanja mogu normalno biti prisutni na prelasku
budnosti u spavanje, kao i u toku REM faze spavanja kod ljudi, ali njihova ucestalost
retko premasuje pet dogadaja na sat kod zdravih ljudi (Carley i Radulovacki, 2003;
Neikrug i Ancoli-Israel, 2010).

Prekomerna dnevna pospanost prisutna je kod veline pacijenata sa ovim
poremecajem (Feldman i McCrimmon, 2008), a pretpostavlja se da ovaj simptom
nastaje kao rezultat naruSenog kontinuiteta spavanja usled ¢estog razbudivanja u toku
no¢i. Poremecaji memorije, raspoloZenja, stepena budnosti, motorne koordinacije
takode se dovode u vezu sa SRBD (Carley i Radulovacki, 2003) i mogu znacajno uticati
na kvalitet zivota. Pored kognitivnih poremecaja, SRBD znac¢ajno povecava i rizik od

pojave hipertenzije i kardiovaskularnih bolesti (Launois i sar., 2007).

Kako kod ljudi tako i kod pacova, disanje je iregularnije i pojava spontanih apneja je

najucestalija u toku REM faze spavanja (Carley i Radulovacki, 1999, 2003).
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Opstruktivna apneja nastaje kao posledica delimi¢ne 1ili potpune opstrukcije
faringealnog puta u toku spavanja u ljudi sa prirodno uskim disajnim putem (Slika 1.7.).
»Apneja u spavanju — razbudivanje — ventilacija” predstavljaju klju¢ne elemente ovog
sindroma (Carley i Radulovacki, 2003). Pored anatomske predispozicije, patogenezi
SRBD podjednako doprinosi i uticaj faze spavanja na funkciju respiratornih misica
(Carley i Radulovacki, 2003). Ipak, kod vecine pacijenata sa SRBD primecena je
kombinacija centralnih, mesovitih i opstruktivnih dogadaja u okviru samo jednog

perioda spavanja (Carley i Radulovacki, 2003; Launois i sar., 2007).

Centralnom apnejom naziva se prekid disanja u toku spavanja koji nastaje kada
centralni generator obrasca disanja ne dovede do generisanja ritmi¢ne motorne komande
(Slika 1.7; Feldman i McCrimmon, 2008). Ucestalost centralnih apneja u toku NREM i
REM spavanja je u pozitivnoj Kkorelaciji sa starenjem i pratilac je mnogih
neurodegenerativnih bolesti (McKey 1 sar., 2005). Poremecaj disanja tokom spavanja
dovodi do intermitentne hipoksije, a kumulativni efekat je uzrok oslabljenih kognitivnih
funkcija, ostecenja sive mozdane mase i povecanja mortaliteta u starih ljudi (McKey i
sar., 2005).
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Budnost NREM spavanje REM spavanje

Eupneja/hiperpneja Hipopneja/apneja Hiperpneja/apneja
Voljni ili Opstrukcija Desihronizacija
metaboli¢ki odgovor respiratornog oscilatora
D
Jak toni¢ni Smanjenje toni¢nog Poveéan toni¢ni
nadrazaj nadrazaja 1 fazi¢ni nadrazaj
Visok Prohodan | Smanjenje , Kolaps Odsutan Kolaps
miSiéni  [|disajni put| misi¢nog J disajnog | misicni disajnog
tonus tonusa puta tonus puta

Forsirana ekspiracija

Slika 1.7. Mehanizam nastanka centralne i opstruktivne apneje. U toku budnosti, jak
toni¢ni nadrazaj na respiratorni oscilator u produzenoj mozdini odrzava tonus miSica i
prohodnost disajnog puta. Obrazac disanja se prilagodava voljnim i metaboli¢kim potrebama. U
toku NREM spavanja smanjuje se nadrazaj na respiratorni oscilator, tako da se smanjuje dubina
i broj respiracija. Ako je ovaj pad intezivan javlja se centralna apneja. Ukoliko dode do kolapsa
orofaringealnog puta, javlja se opstruktivna apneja. U toku REM spavanja, aktivacija
pontinskog neuronskog generatora utic¢e na respiratorni oscilator. Tako nastala desinhronizacija
moze izazvati ili pojacan respiratorni napor koji je frekventniji ili intenzivniji (hiperpneja) ili
izaziva zastoj disanja (apneja). Takode, tokom ove faze spavanja respiratorni oscilator ne
reaguje na metabolic¢ke signale.

Preuzeto i modifikovano uz dozvolu izdavaca Elsevir; Pace-Schott i Hobson, 2013; ©2013.
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2. Ciljevi istrazivanja
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Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije je uticaj ketamin/diazepam i
pentobarbital opste anestezije na EEG mikrostrukturu i obrazac disanja tokom
anestezije, kao i na arhitekturu spavanja, strukturu prelaznih stanja, dinamiku epizoda i
EEG mikrostrukturu svih osnovnih faza spavanja nakon anestezije u eksperimentalnom
modelu holinergi¢ke neuropatologije Parkinsonove bolesti.

Selektivna bilateralna lezija PPT jedra, kao glavnog izvora talamo-kortikalne
holinergicke inervacije velikog mozga, je predstavljala model holinergicke
neuropatologije PB, tj. njen tezi oblik, odnosno kasniji stadijum. Uticaj anestezije
operativnog nivoa sa razli¢itim mehanizmom delovanja na spavanje pracen je ukupno 6
dana.

Cilj ove doktorske disertacije je bio ispitivanje uticaja ketamin/diazepam i
pentobarbital opSte anestezije operativnog nivoa na EEG mikrostrukturu i respiratorni
obrazac u toku anestezije, kao i na spavanje nakon opSte anestezije, sa moguc¢nos§cu
primene ovih rezultata u proceni rizika same opste anestezije, kao i rizika za
postoperativni oporavak kod: pacijenata sa teZim oblikom Parkinsonove bolesti, koja
obuhvata ostecenje holinergicke transmisije, drugih multisistemskih
neurodegenerativnih bolesti i gerijatrijskih pacijenata.

Na osnovu prethodno opisanog cilja definisani su slede¢i neposredni zadaci:

e Ispitivanje uticaja opsSte ketamin/diazepam i pentobarbital anestezije na
respiratorni obrazac i EEG mikrostrukturu motorne i senzomotorne kore za
vreme opSte anestezije operativnog nivoa kod fizioloSkih kontrola i pacova sa

bilateralnom lezijom PPT jedra.

e Ispitivanje uticaja stabilne ketamin/diazepam i pentobarbital anestezije
operativnog nivoa na arhitekturu spavanja i EEG mikrostrukturu senzomotorne
kore nakon anestezije kod pacova sa lezijom PPT jedra u poredenju sa

fizioloskim kontrolama.

e Ispitivanje uticaja opste ketamin/diazepam i pentobarbital anestezije operativnog
nivoa na poremec¢aj REM spavanja u motornoj kori nakon anestezije kod
fizioloskih kontrola i pacova sa bilateralnom lezijom PPT jedra, analizom
arhitekture spavanja, strukture prelaznih stanja u toku spavanja, dinamike
epizoda i EEG mikrostrukture svih osnovnih faza spavanja.
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3. Materijal i metode
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3.1. Eksperimentalne Zivotinje

Eksperimentalni protokol i upotreba zivotinja za izradu ove doktorske disertacije
bili su u skladu sa Evropskom direktivom o zastiti zivotinja koje se koriste u
eksperimentalne i druge nau¢ne svrhe (Direktiva 2010/63/EU) i odobreni su od strane

Etickog komiteta Instituta za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢” (broj reSenja: 02-
21/10).

Za potrebe eksperimenata ove doktorske disertacije, koris¢eni su muzjaci pacova
Wistar soja, starosti 2,5 meseca i prosecne tezine izmedu 250 i 290 g, sa oCuvanim
spontanim disanjem. Pacovi su uzgajani i ¢uvani u toku eksperimentalnog protokola u
odgajalistu Instituta za bioloSka istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢” u Beogradu, pri
standardnim uslovima (temperatura: 23 + 2°C; relativna vlaznost vazduha: 60 — 70%,
pristup vodi i briketiranoj hrani ad libitum, svetlosni rezim 12 Casova dan/12 casova

noc).

Tokom eksperimenata, pacovi su bili pojedinacno smesSteni u providne kaveze

od pleksiglasa (dimenzija 30 x 30 x 30 cm).

3.2. Eksperimentalne grupe i protokol

U eksperimentima vezanim za ovu doktorsku disertaciju kod ukupno 53
koriS¢ena pacova, implantirane su EEG i elektromiografske (EMG) elektrode za
hroni¢no registrovanje spavanja. Istovremeno, tokom operativne procedure za
implantaciju elektroda, odgovarajucoj eksperimentalnoj grupi pacova, bilateralno je

lediran nc. pedunculopontinus tegmentalis (PPT).

Eksperimenti su radeni prema protokolu prikazanom na slici 3.1. Naime, nakon
dve nedelje postoperativnog oporavka, kako u grupi fizioloSkih kontrola (n = 28), tako 1
u grupi pacova sa bilateralnom lezijom PPT jedra (n = 25), registrovano je spavanje u
trajanju od 6 sati. Nakon 24 sata od prvog registrovanja spavanja, obe eksperimentalne
grupe su podeljenje na jo$ dve grupe, radi dalje intraperitonealne (i.p.) administracije
jednog od dva anestetika sa razli¢itim mehanizmom delovanja. Jednoj grupi fiziolo§kih
kontrola i jednoj grupi pacova sa bilateralnom lezijom PPT jedra dat je
ketamin/diazepam u dozi od 100 mg/kg, i.p. (Zoletil 50, VIRBAC, Francuska), dok je
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drugoj grupi fizioloskih kontrola i pacova sa bilateralnom lezijom PPT jedra dat
pentobarbital u dozi od 60 mg/kg, i.p. (Nembutal, Natrijum-pentobarbital, Penton,
Serva, Heidelberg, Nemacka).

Efekti anestezije operativnog nivoa i njen uticaj na spavanje nakon anestezije

pracen je 6 dana u slede¢im eksperimentalnim grupama:

1. Fizioloska kontrola anestezirana meSavinom ketamina i diazepama (n = 14);
2. Fizioloska kontrola anestezirana pentobarbitalom (n = 10);

3. Pacovi sa bilateralnom lezijom PPT jedra anestezirani me$avinom ketamina i

diazepama (n = 12);

4. Pacovi sa bilateralnom lezijom PPT jedra anestezirani pentobarbitalom (n =
9).

U svim eksperimentalnim grupama, spavanje je registrovano pre anestezije
operativnog nivoa, 48 h i 6 dana nakon anestezije. Na ovaj nacin pracen je efekat opste

anestezije operativnog nivoa na spavanje.
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Slika 3.1. Sematski dijagram eksperimentalnog protokola. K 48 h, K 6 d — 48 sati ili 6 dana nakon ketamin/diazepam anestezije; P 48 h,

P 6 d — 48 sati ili 6 dana nakon pentobarbital anestezije.
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Selektivna Dilateralna lezija PPT jedra, odnosno lezija jedinog izvora
holinergi¢ke talamo-kortikalne inervacije velikog mozga pacova, predstavlja ,,in vivo”
model tezeg oblika holinergi¢ke neuropatologije PB (Petrovic i sar., 2013a, 2013b,
2014; Petrovi¢, 2014; Lazic i sar., 2015, 2017; Ciric i sar., 2016; Saponjic i sar., 2016).

3.3. Operativna procedura za hroni¢nu implantaciju elektroda za registrovanje

spavanja

U toku operativne procedure implantirane su EEG i EMG elektrode za hroni¢no
registrovanje spavanja, kao i mozdane aktivnosti u toku stabilnog stanja opS$te anestezije
operativnog nivoa, dok je u odgovarajucoj eksperimentalnoj grupi izvrSena i bilateralna
ekscitotoksi¢na lezija PPT jedra (Slika 3.2; Petrovic i sar., 2013a, 2014; Saponjic i sar.,
2016). Pacovi su najpre anestezirani ketamin/diazepam anestezijom (Zoletil 50; 50
mg/kg; i.p.), krzno glave je obrijano i glava potom fiksirana u stereotaksicki ram
(Stoelting Co, SAD). Nakon incizije duz sagitalnog Sava lobanje, uklonjeni su koza i
potkozno tkivo, kako bi se oslobodio pristup orijentacionim tackama za dalja
stereotaksi¢ka razmeravanja (bregma i lambda). Sve koordinate za postavljanje EEG
elektroda, kao i koordinate za postavljanje mikroinfuzione igle u PPT jedro, odredene su
prema stereotaksickom atlasu za pacove (Paxinos i Watson, 2005). Naime, za
implantaciju EEG elektroda izbuseni su okruglim borerom otvori u lobanji za
epiduralno postavljanje pet sraf-elektroda od nerdajuceg celika (Model broj 2035, O.D.
1,4 mm; duzina 3,5 mm; Professional Logistic, Beograd, Srbija). Referentna Sraf-
elektroda implantirana je u nazalnu kost pacova. Za implantaciju parnih Sraf-EEG-
elektroda u region motorne kore, stereotaksic¢ki razmerene koordinate su iznosile: 1 mm
rostralno od bregme, medio-lateralno 2 mm, ventralno 1 mm od povrsine lobanje.
Koordinate za postavljanje elektroda u region senzomotorne kore su bile: 3 mm
kaudalno od bregme, medio-lateralno 2 mm, ventralno 1 mm od povrSine lobanje
(Paxinos i Watson, 2005). Parne zi¢ane elektrode oblozene teflonom, (Medwire, SAD)
postavljene su u dorzalnu vratnu muskulaturu za registrovanje misi¢ne aktivnosti.
Izvodi svih elektroda skupljeni su u plastiéni konektor, koji je pricvrS¢en za lobanju
pomocu dentalnog cementa i autopolimerizujuceg akrilata (Simgal, Galenika a.d.,

Beograd, Srbija).
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Istovremeno, tokom hirurske intervencije kod odgovarajuce eksperimentalne
grupe, izvrSena je selektivna bilateralna lezija PPT jedra stereotaksicki navodenom
mikroinfuzijom iboteni¢ne kiseline (IBO, pH = 7,4; Sigma Aldrich, Nemacka),
koris¢enjem digitalizovanog stereotaksiCkog aparata sa injektorom (Stoelting Co, SAD).
Mikroinfuzija 0,1 M IBO u 0,1 M Na-fosfatnom puferu (PBS) ubrizgana je u volumenu
od 100 nl, koris¢enjem 1 pl Hamiltonovog Sprica (igla 26 ga) u jednom pulsu, u trajanju
od 60 s. Ekscitotoksi¢ni efekat usled visoke vancelijske koncentracije glutamata
posledi¢no dovodi do odumiranja neurona, a ovaj efekat iboteni¢na kiselina ostvaruje
kao agonist svih glutamatskih receptora, kako jonotropnih tako i metabotropnih (Inglis i
Semba, 1997). Volumen mikroinfuzije kao i koncentracija IBO, izabrani su na osnovu
prethodih studija (Inglis i Semba, 1997; Bjelobaba i Saponjic, 2013). Koordinate za
pozicioniranje mikroinfuzione igle u PPT jedro, odredene prema stereotaksi¢kom atlasu
za pacove (Paxinos i Watson, 2005), bile su: 7,80 mm kaudalno od bregme, medio-
lateralno 1,9 mm, ventralno 7,0 mm od povrSine mozga. Nakon mikroinfuzije igla je
ostavljena na mestu ubrizgavanja narednih 5 minuta, kako bi rastvor difundovao u
okolno tkivo. Nakon izvla¢enja, mikroinfuziona igla je ispirana destilovanom vodom i
stereotaksic¢ki postavljena u kontralateralno PPT jedro za slede¢u mikroinfuziju. Na
kraju operativne procedure, ivice rane su reponirane i usivene neresoptivnim hirur§kim

koncem.
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Bregma -7,80 mm

5 6 7

Slika 3.2. Prikaz operativne procedure. Sematski prikaz pozicije orijentacionih tataka (bregma i lambda) i otvora na lobanji za postavljanje
bilateralnih $raf-elektroda, kao i otvora za pozicije mikroinfuzione igle (A). Sematski prikaz tipi¢ne stereotaksi¢ke koordinate kori$éene za bilateralnu
leziju PPT jedra (B). Prikaz operativne procedure (C). MCx — motorna kora, SMCx — senzomotorna kora, Ref — referentna elektroda; PPT — nc.
pedunculopontinus tegmentalis; xscp — decussatio pedunculorum cerebellarium superiorum; MnR — nc. raphe medianus. Preuzeto i modifikovano iz
Paxinos i Watson, 2005.
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3.4. Procedura registrovanja spavanja, EEG aktivnosti i respiratornih pokreta

tokom opste anestezije

Nakon 14 dana postoperativnog oporavka registrovano je spavanje u trajanju od
6 sati, da bi ve¢ narednog dana bila registrovana EEG aktivnost i respiratorni pokreti
tokom 20 minuta stabilne opsSte anestezije operativnog nivoa. Spavanje je uvek
registrovano u periodu od 9 do 15 h, odnosno u vreme neaktivne cirkadijalne faze za

pacove. Takode, svi akutni eksperimenti su registrovani sa po¢etkom od 9 h.

Nakon uobicajenog pojacanja (pojaciva¢ sa 16 kanala, model 3600, A—M
System Inc. Carlborg, SAD) i filtrovanja (pojasni filter 0,3 — 100 Hz) signali su
digitalizovani (frekvencija uzorkovanja 256/s) i snimljeni koris¢enjem akvizicionog
softvera DataWave SciWorks Experimenter 8.0 (Datawave Technologies, Longmont,
SAD).

Disanje tokom opS$te anestezije je registrovano koris¢enjem piezoelektri¢nog
senzora (Infant-Ped Sleepmate Technologies, Midlothain, VA, SAD). Ovaj sistem ¢ini
kristal veli¢ine 1 cm? i elastina traka koja, obavijena oko grudnog kosa pacova,
omogucava da senzor bude adekvatno pozicioniran i pri¢vrséen neposredno ispod
grudne kosti (Saponjic i sar., 2003, 2005a, 2005b, 2006; Lazic i sar., 2015). Ovako
registrovani respiratorni pokreti se konvertuju u elektricne impulse. Piezoelektri¢ni
senzor daje mogucnost kvantitativnog merenja vremena trajanja respiracija i relativnog
merenja respiratornog volumena. Naime, ovaj nalin registrovanja respiracija daje

moguénost pra¢enja promena u disanju samo u vremenskom domenu.

Stabilnost anestezije operativnog nivoa je procenjivana na osnovu gubitka svesti,
atonije miSi¢a, odsustva kornealnog refleksa i odsustva reakcije na bolni nadrazaj
(analgezija — ,,ear — pinch” i ,tail — pinch” refleksi), kao i na osnovu stabilnog i

regularnog obrasca disanja u toku poligrafskog zapisa.

3.5. Histohemijska identifikacija i kvantifikacija PPT lezije

Po zavrSetku eksperimentalnog protokola, lezije PPT jedra su identifikovane

NADPH - diaforaza histohemijskim bojenjem i kvantifikovane u celokupnoj rostro-
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kaudalnoj dimenziji oba PPT jedra (Hope i sar., 1991; Sabbatini i sar., 1999; Paxinos i
sar., 2009).

Pacovi su zrtvovani u ketamin/diazepam anesteziji (50 mg/kg 1i.p.).
Transkardijalnom perfuzijom mozdano tkivo je najpre isprano od krvi fizioloskim
rastvorom (200 ml 0,9% NaCl, brzina perfuzije 40 ml/min), zatim 4% rastvorom
paraformaldehida u 0,1 M PBS (pH = 7,4; 100 ml rastvora brzinom perfuzije 40 ml/min,
a zatim 30 ml/min) i na kraju rastvorom 10% saharoze u 0,1 M PBS (brzinom perfuzije
30 ml/min). Nakon dekapitacije, mozgovi su izolovani, uklonjeni su zaostali krvni
sudovi i mozdane ovojnice, a zatim postfiksirani u 4% paraformaldehidu preko no¢i na
temperaturi + 4°C. Fiksativ je potom zamenjen rastvorom 30% saharoze u 0,1 M PBS,

radi dehidratacije i krioprotekcije.

Mozdano tkivo je seceno na kriotomu (Leica), na temperaturi od — 20°C.
Koronalni preseci debljine 40 um skupljani su u dve serije kroz celokupnu rostro-
kaudalnu dimenziju PPT jedra, a potom ¢uvani u antifrizu (40% rastvor etilen-glikola u
0,1 M Kkalijum-acetatu, koji sadrzi 1% polivinilpirolidon (PVP40, Sigma Aldrich,
Nemacka)) na temperaturi od — 20°C do NADPH — diaforaza histohemijskog bojenja.

Verifikacija oStecenja holinergi¢kih neurona PPT jedra vrSena je NADPH —
diaforaza histohemijskim bojenjem (Hope i sar., 1991; Sabbatini i sar., 1999; Paxinos i
sar., 2009). Nefiksirani, slobodno plutajuéi kriopreseci isprani su 3 puta po 10 minuta u
0,1 M PBS, a zatim inkubirani u rastvoru za bojenje 1 h na temperaturi od 37°C.
Rastvor za bojenje sadrzao je supstratni rastvor u koji je dodata B-nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat-Na-4 so (B-NADPH, Serva, Nemacka) i dimetil sulfoksid (DMSO,
Sigma Aldrich, Nemacka). Supstratni rastvor ¢inio je nitro blue tetrazolium hlorid
(NBT, Serva, Nemacka) i 5-bromo-4-hloro-3-indolil fosfat (BCIP, Serva, Nemacka) u
supstratnom puferu pH = 9,5 (0,1 M Tris, 100 mM NaCl, 5 mM MgCly). Specifican
inhibitor levamizol (Sigma Aldrich, Nemacka) u 2 mM koncentraciji (Bjelobaba i
Saponjic, 2013) dodat je u rastvor za bojenje kako bi se inhibirala aktivnost endogene
alkalne fosfataze prisutne u tkivu. Po zavrsetku inkubacije, preseci su nanovo isprani 3
puta po 10 minuta na sobnoj temeperaturi u 0,1 M PBS. Nakon toga, preseci su
postavljeni na predmetna stakla 1 ostavljeni da se osuse preko noc¢i. Sutradan su plocCice

sa presecima potopljene u ksilol (Zorka, Sabac, Srbija) na 24 h. Da bi preparati postali
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trajni, na ploCice sa presecima stavljan je DPX medijum (Sigma Aldrich, Nemacka) i
preseci su prekriveni pokrovnim staklima. Preseci su dalje analizirani i slikani na Zeiss

Axiovert mikroskopu.

Deficit holinergickih neurona izazvan lezijom PPT jedra kvantifikovan je
koriS¢enjem ImageJ 1.46 programa (NIH, SAD). Broj holinergi¢kih neurona prebrojan
na ovaj nacin predstavljao je viSe procenu veli¢ine oStecenja, nastalih mikroinfuzijom
IBO ekscitotoksina, nego utvrdivanje apsolutnog broja holinergickih neurona PPT jedra.
Iz tog razloga su prethodno odabrani i slikani preseci obe grupe kontrola i obe grupe
PPT lezija rasporedeni u tri prethodno definisana stereotaksicka opsega celokupne
rostro-kaudalne dimenzije PPT jedra. Definisani stereotaksicki opsezi za PPT jedro su
bili: 6,90 — 7,40 mm; 7,50 — 8,00 mm; 8,10 — 8,60 mm kaudalno od bregme. NADPH —
diaforaza — pozitivno obojeni neuroni su prebrojani za svaku stranu mozga zasebno, a
zatim je u okviru svakog od tri stereotaksicka opsega svake eksperimentalne grupe
izraCunata srednja vrednost broja holinergi¢kih neurona (Petrovic i sar., 2013a, 2014;

Saponjic i sar., 2016; Lazic i sar., 2017).

Za odredivanje holinergiCkog deficita PPT lezije najpre su odredene srednje
kontrolne vrednosti apsolutnog broja holinergickih neurona obe kontrolne grupe za
svaki stereotaksi¢ki opseg koje su smatrane kao 100%. Potom je holinergicki deficit
PPT lezija izrazen kao razlika procenata NADPH — diaforaza pozitivnih neurona u

odnosu na odgovarajuce kontrolne vrednosti za svaki stereotaksicki opseg.

3.6. Analiza EEG signala

Za analizu signala koriS¢en je originalni analizni paket, razvijen u MATLAB 6.5
programu (Petrovic i sar., 2013a, 2013b, 2014; Saponjic i sar., 2013; Lazic i sar., 2015,
2017). Analiza EEG signala obuhvatala je arhitekturu spavanja, strukturu prelaznih

stanja, dinamiku epizoda spavanja i EEG mikrostrukturu.

Prvi korak u analizi je bila primena Furijeove transformacije na sve EEG i EMG
signale u trajanju od 6 sati, kao i na EEG signale registrovane u toku 20 minuta stabilne
anestezije operativnog nivoa. Nakon toga je svaka od Furijeovih 2160 epoha (duzina
epohe 10 s), odnosno 4320 epoha (duzina epohe 5 s), na osnovu svojih EEG i EMG

karakteristika diferencirana kao jedna od tri osnovne faze spavanja, odnosno na
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budnost, NREM i REM fazu (Petrovic i sar., 2013a). Najpre su epohe budnosti
izdvojene od epoha spavanja na osnovu proizvoda snaga sigma i teta frekventnog
opsega na y-osi i ukupne snage EMG-a na x-osi (Slika 3.3. A). Dalja diferencijacija
epoha spavanja na NREM i1 REM spavanje, vrSena je na osnovu ukupne snage EMG-a
na y-osi i koli¢nika snaga delta i teta frekventnog opsega na x-0si, dok su epohe
budnosti na ovaj grafik prenete iz prethodnog razdvajanja (Slika 3.3. B). Diferencijacija
epoha budnosti od epoha spavanja, kao i dalja diferencijacija epoha na NREM i REM
spavanje vriena je koriS¢enjem algoritma K — sredina za dva grupisanja, a radi boljeg
razdvajanja, vrednosti na osama su logaritmovane. Za potrebe dalje analize poremecaja
REM faze spavanja (Slika 3.3. C), REM epohe su dodatno razdvojene na osnovu snage
EMG-a, takode pomocu algoritma K — sredina za dva grupisanja, na REM stanje sa
vec¢im tonusom misi¢a (REM1) i REM stanje sa mi§i¢nom atonijom (REM2) (Petrovic i
sar., 2014, Lazic i sar., 2017).
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Slika 3.3. Primer grafika razdvajanja grupisanja faza budnosti i spavanja. Razdvajanja grupisanja 5 s epoha budnosti, NREM, REM,
REML1 i REM2 faze tokom 6 sati spavanja. Razdvajanje epoha budnosti (W grupisanje — crveni krsti¢i) i spavanja (S grupisanje — zeleni
kruzi¢i) (A); razdvajanje NREM (NR grupisanje — zeleni kruzic¢i) i REM (R grupisanje — plave tacke) epoha (B); razdvajanje REM1 (R1
grupisanje — svetloplave tacke) i REM2 (R2 grupisanje — tamnoplave tacke) epoha (C). Svaki simbol predstavlja jednu 5 s epohu. Epohe
budnosti na finalnim graficima razdvajanja spavanja (B, C) prenete su iz razdvajanja budnosti i spavanja.
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Za analizu arhitekture spavanja, najpre je za svakog pojedina¢nog pacova
definisan ukupan broj 10 s, odnosno 5 s epoha budnosti, NREM, REM stanja, kao i
REM1 i REM2 stanja. Potom je za svaku eksperimentalnu grupu izraunata srednja
vrednost broja epoha za svaku fazu spavanja i na taj nacin je odredeno trajanje svake

faze spavanja u okviru 6 h.

Za analizu strukture prelaznih stanja, najpre je odreden broj svih osnovnih tipova
prelaza (budnost/NREM, NREM/budnost; budnost/REM, REM/budnost; NREM/REM,
REM/NREM) u toku 6 sati spavanja za svaku pojedina¢nu zivotinju, a potom je
odredena srednja vrednost broja prelaza u okviru svake eksperimentalne grupe. Za
potrebe ove analize definisanje budnosti, NREM i REM faze spavanja je radeno na
epohama duzine 5 s (Yan i sar., 2011; Petrovic i sar., 2013a, 2013b; Lazic i sar., 2017).
Tako dobijen niz od 4320 Furijeovih 5 s epoha je potom preveden u jednodimenzionu
matricu kodova od 0 do 2, pri ¢emu je 0 definisana kao budnost, 1 kao NREM i 2 kao
REM. Broj svih tipova prelaza (0/1 — budnost/NREM; 1/0 — NREM/budnost; 0/2 —
budnost/REM; 2/0 — REM/budnost; 1/2 - NREM/REM; 2/1 — REM/budnost) odreden je
koris¢enjem jednostavnog algoritma Kkoji je vrsio identifikaciju i prebrojavanje parova
kodova (Petrovic i sar., 2013a, 2013b; Lazic i sar., 2017).

Za  potrebe analize  dinamike  epizoda, diferenciranje  epoha
budnosti/NREM/REM/REM1/REM2 je takode uradeno na epohama duZine 5 s. U ovoj
analizi, epizodom je smatrana svaka pojedinacna 5 s epoha (5 s epizoda) ili vise
uzastopnih 5 s epoha istog stanja budnosti/NREM/REM/REM1/REM2 (10 s, 15 s...
epizoda). Broj i trajanje epizoda u okviru 6 h spavanja je najpre izracunato za svaku
pojedina¢nu Zivotinju, a potom je izracunat srednji broj i trajanje epizoda svakog stanja

za svaku eksperimentalnu grupu (Lazic i sar., 2017).

Za analizu promene EEG amplituda (EEG mikrostruktura) svih konvencionalnih
frekventnih opsega (6 = 0,34 Hz; 6 = 4,1-8 Hz; 6 = 10,1-15 Hz; f = 15,1-30 Hz; y =
30,1-50 Hz), kako u toku svih faza spavanja, tako i u toku 20 min ops$te anestezije
operativnog nivoa, racunata je grupna gustina raspodele verovatnoce relativnih
amplituda na 6 sati, odnosno na 20 min u toku svake anestezije, koris¢enjem PDE
funkcije (,,Probability Density Estimation”) u MATLAB 6.5 programu. Uticaj

individualnih variranja apsolutnih amplituda eliminisan je tako S$to su za svaki
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frekventni opseg izraCunate relativne Furijeove amplitude (Petrovic i sar., 2013a,

2013b; Saponjic i sar., 2013, 2016; Lazic i sar., 2015, 2017):

> Amp
(RA)b = b ’ b={ 53 ea G, B? Y}

> Amp

tot

Za svako stanje i svaki frekventni opseg, relativne amplitude svih 10 s epoha
svih pacova koji pripadaju odgovarajucoj kontrolnoj ili lediranoj grupi objedinjene su u
jedinstveni ansambl na koji je potom primenjena PDE analiza. Za statisticku analizu
grupne raspodele gustine verovatnoce na 6 sati, srednje vrednosti relativnih amplituda
racunate su za budnost i NREM na 60 minuta, dok su za REM, REM1 i REM2 stanje
ra¢unate na 30 minuta (Petrovic i sar., 2013a, 2013b, 2014; Saponjic i sar., 2013, 2016).
U slucaju grupne raspodele gustine verovatnoce u toku 20 minuta stabilnog stanja
anestezije, srednje vrednosti relativnih amplituda racunate su na 5 minuta (Lazic i sar.,

2015, 2017).

EEG aktivnost u toku opste anestezija operativnog nivoa, kao i u toku faza
spavanja, prikazana je 1 EEG spektrogramima, koji su crtani koriS¢enjem istih
parametara Furijeove analize: 10 s Furijeova epoha, koja rezultira frekventnom
rezolucijom y-ose od 0,1 Hz; i sa korakom od 10 s, koji daje vremensku rezoluciju x-

ose od 10 s.

3.7. Analiza respiratornog signala

Respiratorni signali registrovani u toku opste anestezije prvo su filtrirani
uskopropusnim filterom 0,5 — 5 Hz, kako bi se uklonile visokofrekventne smetnje. Za
detekciju respiratornih  ciklusa (BB intervali, ,breath-to-breath” intervali),
diferencijaciju i kvantifikaciju eupnejicnih, bradipneji¢nih/apneji¢nih BB intervala, kao
1 BB intervala uzdaha u respiratornom signalu, koriS¢ena je analiza monotonih signalnih

segmenata (mss) (Bojic i sar., 2008; Lazic i sar., 2015).

Prvi korak u ovoj analizi je odredivanje lokalnih ekstrema u filtriranom
respiratornom signalu kako bi se definisale visine svih mss (Slika 3.4. A). Visina
pozitivnog 1 negativnog mss racunata je kao razlika izmedu susednog lokalnog

minimuma i maksimuma za pozitivne mss ili maksimuma i minimuma za negativne
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mss. Trajanje inspirijuma definisano je trajanjem pozitivnih, ushodnih mss, dok je
trajanje ekspirijuma definisano trajanjem negativnih, nishodnih mss. Kako bi se odvojili
funkcionalni respiratorni ciklusi od artefakata prisutnih u respiratornom signalu,
odredena je kriticna visina mss (kriticni volumen disanja) za svaku Zzivotinju
pojedina¢no. Naime, najpre su konstruisani histogrami svih detektovanih visina mss
(Slika 3.4. B). Tipi¢ni mss histogrami filtrovanog respiratornog signala su imali 3
grupisanja mss, odnosno sadrzali su 3 histogramska pika. SrediSnji pik pozicioniran je
iznad malih visina mss i odgovara Sumu, dok druga 2 pika predstavljaju grupisanja mss,
koji poti¢u od faza respiratornog ciklusa, inspirijuma (pozitivnih mss) i ekspirijuma
(negativnih mss). Zatim je odredena kriti¢na visina mss, odnosno grani¢na visina mss,
koja razdvaja funkcionalne mss, koji pripadaju fazama respiratornog ciklusa, od smetnji
prisutnih u respiratornom signalu. Za dalju analizu BB intervala i konstruisanje grafika
za razdvajanje grupisanja svih kategorija BB intervala, koriS¢eni su negativni mss, tj.
rastojanje izmedu njihova dva susedna lokalna maksimuma. Na graficima razdvajanja
grupisanja kategorija BB intervala disanja (Slika 3.4. C) prikazane su normalizovane
visine prethodnog negativnog mss na y-osi i trajanja BB intervala (s) na x-osi. Na bazi
grupisanja BB intervala na grafiku razdvajanja, odredene su granice BB intervala i
njihovih normalizovanih visina kako bi se razdvojile sve kategorije BB intervala
(eupneja, bradipneja/apneja i uzdasi) u okviru respiratornog obrasca. Pored analize
frekvencije disanja, raunate su i srednje vrednosti trajanja BB intervala, inspirijuma
(T) 1 ekspirijuma (Te), kao i koeficijenti varijacije (CV) obe faze respiratornog ciklusa
svake kategorije BB intervala. Svi respiratorni parametri raCunati su na 5 minuta za

dalju statisticku analizu.

Pored parametara respiratornog ciklusa, izraCunavano je takode i efektivno
inspiratorno vreme (,,duty cycle”), koje predstavlja meru stabilnosti gornjeg disajnog
puta (povecanje efektivnog inspiratornog vremena moze da nadomesti delimi¢nu
opstrukciju disajnog puta). Efektivno inspiratorno vreme je ra¢unato kao koli¢nik

vremena trajanja inspirijuma i BB intervala (Eikermann i sar., 2012; Lazic i sar., 2015).
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Slika 3.4. Analiza respiratornog signala. Odredivanje pozitivnih i negativnih monotonih
signalnih segmenata (mss) iz filtriranog respiratornog (Resp) signala (A); tipi¢an primer
histograma broja i visina mss sa prikazom izdvajanja kriti¢nih visina mss (B); grafik razdvajanja
grupisanja kategorija BB intervala: E — eupneja, B/A — bradipneja/apneja, U — uzdasi (C).

3.8. Statisticka obrada podataka

Kako u prethodnim istrazivanjima (Petrovic i sar, 2013a) nije bilo statisticki
znacajnih razlika u arhitekturi spavanja i EEG mikrostrukturi svih faza spavanja u
poredenju fizioloskih kontrola i unilateralnih i bilateralnih laznih lezija (unilateralna i
bilateralna mikroinfuzija 100 nl 0,1 M PBS u PPT jedro), sva poredenja efekata lezije

vrSena su u odnosu na fizioloSku kontrolu.
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Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + SEM (,,Standard error of mean” —
standardna greska). Za statisticku obradu podataka koris¢ena je neparametarska
jednofaktorska analiza varijanse — ,,Kruskal-Wallis ANOVA” test, sa ,,Mann-Whitney-
U” kontrastnim testom, koriS¢enjem SPSS softvera 19.0 (IBM Corporation, SAD). U

svim slucajevima, razlike na nivou p < 0,05 smatrane su statisticki znacajne.
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4. Rezultati
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4.1. Histohemijska identifikacija i kvantifikacija lezije holinergi¢kih neurona PPT

jedra

Za odredivanje holinergickog deficita PPT jedra najpre je odreden kontrolni
apsolutni broj NADPH - pozitivno obojenih neurona za svaki od definisanih
stereotaksickih opsega. Srednje vrednosti apsolutnog broja holinergickih neurona PPT
jedra fizioloskih kontrola, koje su predstavljale 100% , bile su za stereotaksicke opsege
6,90 — 7,40; 7,50 — 8,00 i 8,10 — 8,60 mm kaudalno od bregme: 47,70 + 1,12; 81,25 +
2,52; 103,72 + 2,37 za ketamin/diazepam anesteziju, a 51,00 + 1,34; 78,00 + 2,40;
108,62 + 1,67 za pentobarbital anesteziju. Pri poredenju broja PPT holinergickih
neurona obe grupe fizioloskih kontrola, koris¢enih za testiranje efekta anestetika, nije
bilo statisti¢ki znacajnih razlika kroz celokupnu rostro-kaudalnu dimenziju PPT jedra (z

>—1,81; p>0,07 za sve sterotaksicke opsege).

Holinergicki deficit kroz celokupnu rostro-kaudalnu dimenziju PPT jedra je bio
jednak u obe grupe PPT lezija koris¢enih za testiranje uticaja ketamin/diazepam i

pentobarbital anestezije (Slika 4.1. B; z>—1,05; p > 0,29 za sve sterotaksicke opsege).

Deficit holinergi¢kih neurona PPT jedra kod pacova koriS¢enih za ispitivanje
uticaja ketamin/diazepam anestezije je bio vec¢i od 22,25 + 2,89% kroz celokupnu rostro
-kaudalnu dimenziju PPT jedra, sa najve¢im deficitom od 32,87 + 2,88% 7,50 — 8,00

mm kaudalno od bregme.

Deficit holinergic¢kih neurona PPT jedra kod pacova koriS¢enih za ispitivanje
uticaja pentobarbital anestezije bio je veci od 20,76 + 2,39% kroz celokupnu rostro-
kaudalnu dimenziju PPT jedra, sa najve¢im deficitom od 33,01 + 2,66% takode 7,50 —
8,00 mm kaudalno od bregme.

Slika 4.1. A prikazuje tipi¢ne individualne primere histohemijske identifikacije
bilateralne lezije PPT jedra u poredenju sa kontrolnim PPT jedrom u tri stereotaksicka
opsega, kao i grupne rezultate kvantifikacije holinergickog deficita kroz celokupnu
rostro-kaudalnu dimenziju PPT jedra (Slika 4.1. B).
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Slika 4.1. Histohemijska identifikacija i kvantifikacija bilateralne lezije PPT jedra. Tipi¢an
primer histohemijske identifikacije bilateralne lezije PPT jedra u odnosu na kontrolno PPT jedro
(A) i kvantifikacija holinergickog deficita (B) u tri stereotaksicka opsega. PPTg — nc.
pedunculopontinus tegmentalis; LDTg — nc. tegmentum laterodorsalis; xscp — decussatio
pedunculorum cerebellarium superiorum; MnR — nc. raphe medianus. Fizioloska kontrola: n =
11 za ketamin/diazepam i n = 7 za pentobarbital; Bilateralna lezija PPT jedra: n = 12 za
ketamin/diazepam i n = 8 za pentobarbital. Skala 200 um.
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4.2. Respiratorni obrazac i EEG mikrostruktura za vreme opste ketamin/diazepam

i pentobarbital anestezije operativnog nivoa

Petnaest dana nakon operativne procedure, istovremeno su registrovani
respiratorni pokreti i EEG aktivnost tokom 20 minuta opste ketamin/diazepam ili
pentobarbital anestezije operativnog nivoa (Slika 4.2.). Za analizu EEG mikrostrukture
korisc¢eni su signali motorne (MCx) i senzomotorne (SMCx) kore svih eksperimentalnih
grupa: a) fizioloska kontrola za vreme ketamin/diazepam anestezije (n = 14 za MCx; n
= 10 za SMCx); b) fizioloska kontrola za vreme pentobarbital anestezije (n = 10 za
MCx; n = 8 za SMCx); c) bilateralna lezija PPT jedra za vreme ketamin/diazepam
anestezije (n = 12 za MCx; n = 10 za SMCx); i d) bilateralna lezija PPT jedra za vreme
pentobarbital anestezije (n = 9 za MCx; n = 8 za SMCX).

Srednje vreme + SEM potrebno za uspostavljanje stabilnog operativnog nivoa
opSte anestezije je bilo krace u kontrolnoj grupi sa ketamin/diazepam anestezijom
(13,40 £ 1,81 min) u odnosu na kontrolne Zivotinje sa pentobarbital anestezijom (24,50
+ 3,61 min) (z = — 2,54; p = 0,01). Kod bilateralnih PPT lezija, vreme potrebno za
uspostavljanje stabilne anestezije operativnog nivoa ketamin/diazepam anestezije se nije
razlikovalo u odnosu na odgovaraju¢u (ketamin/diazepam) kontrolnu grupu (13,40 +
1,81 min za kontrolu i 12,29 + 12,15 min za leziju; z = — 0,44; p = 0,66), dok je vreme
uspostavljanja stabilnog nivoa opste pentobarbital anestezije bilo znac¢ajno produzeno
kod grupe sa bilateralnom lezijom PPT jedra (42,43 + 5,56 min) u poredenju sa
odgovaraju¢om (pentobarbital) grupom fizioloskih kontrola (24,50 + 3,61 min) (z = —
2,20; p=0,03).
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Slika 4.2. Primeri 10 s analognih signala u toku stabilne anestezije operativnog nivoa.
Analogni signali registrovani iz motorne (MCx) i senzomotorne (SMCx) kore i respiratorni
obrazac u toku stabilne ketamin/diazepam (A) i pentobarbital (B) opste anestezije operativnog
nivoa u fizioloskoj kontroli (levi paneli) i bilateralnoj leziji PPT jedra (desni paneli).
Karakteristi¢an apneusticki obrazac disanja (A, desni donji panel) je prisutan samo za vreme

ketamin/diazepam anestezije operativnog nivoa.
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4.2.1. Uticaj ketamin/diazepam i pentobarbital anestezije operativnog nivoa na
respiratorni obrazac u pacova sa lezijom PPT jedra u odnosu na fizioloske

kontrole

Ketamin/diazepam anestezija je izazvala ozbiljan poremecaj respiratornog
obrasca u PPT leziji (Slike 4.2. 1 4.3.). U PPT leziji ketamin/diazepam anestezija je
povecala broj apneustickih bradipneja/apneja respiratornih ciklusa u poredenju sa

fizioloskom kontrolom (Slika 4.4. Ba; z =—2,07; p = 0,04).
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Slika 4.3. Tipi¢ni individualni primeri grafika razdvajanja grupisanja kategorija BB intervala u
toku ketamin/diazepam (A) i pentobarbital (B) anestezije operativnog nivoa kod kontrole i
bilateralne PPT lezije. Visina mss — volumen respiratornog ciklusa; E — grupisanje BB intervala

eupneje; B/A — grupisanje BB intervala bradipneja/apneje; U — grupisanje BB intervala uzdaha.

U toku 20 minuta stabilne ketamin/diazepam anestezije operativnog nivoa,

srednji broj eupnejicnih respiratornih cikulsa, kao i srednje trajanje BB intervala,
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inspirijuma (T)) i ekspirijuma (Tg) eupneji¢nih respiratornih ciklusa se nije razlikovalo
izmedu PPT lezije i kontrole (Slika 4.4. Aa-c; z > — 1,12; p > 0,26), ali je PPT lezija
izazvala povecanu varijabilnost trajanja inspirijuma (Slika 4.4. Ad; z =-2,19; p = 0,03)
usled prisustva apneustickih respiratornih ciklusa unutar eupneji¢ne kategorije BB
intervala (Slika 4.3. A). Srednje efektivno inspiratorno vreme (,,duty cycle”), koje
predstavlja meru stabilnosti gornjeg disajnog puta, nije bilo razli¢ito izmedu PPT lezije i
kontrole u kategoriji eupnejicnih BB intervala (rezultati nisu prikazani; z = — 1,12; p =

0,26).

Nasuprot eupneji¢nim, u kategoriji bradipneji¢nih BB intervala, lezija PPT jedra
je pored poveéanja broja bradipneja/apneja BB intervala, izazvala i skracenje njihovog
srednjeg trajanja zajedno sa skracenjem srednjeg vremena trajanja i varijabilnosti obe
faze respiratornog ciklusa (Slika 4.4. Bb-d; z > — 3,57; p < 0,01). Sve ove promene
ukazuju na stabilno uspostavljen bradipneja/apneja respiratorni obrazac u pacova sa
lezijom PPT jedra, sacinjen od kra¢ih respiratornih ciklusa ili stabilno skra¢enim
trajanjem T, i Te (Slika 4.4. Bc), bez promene srednjeg efektivnog inspiratornog

vremena (rezultati nisu prikazani; z =—1,21; p = 0,12).

PPT lezija je takode izazvala i skracenje srednjeg trajanja BB interavala uzdaha
zajedno sa skracenjem trajanja njihovih T i Te (Slika 4.4. Cb,c; z > — 2,97; p < 0,01),
iako se srednji broj BB intervala uzdaha nije menjao (Slika 4.4. Ca; z = - 0,55; p =
0,58). Ovo skracenje respiratornih ciklusa uzdaha tokom ketamin/diazepam anestezije
operativnog nivoa u pacova sa lezijom PPT jedra, bilo je praceno stabilnim, znacajno
kra¢im trajanjem Te (Slika 4.4. Cd; z = — 2,02; p = 0,04), ali bez promena u srednjem

efektivnom inspiratornom vremenu (rezultati nisu prikazani; z = 0, 00; p = 1,00).
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Slika 4.4. Poremecaj respiratornog obrasca u toku ketamin/diazepam anestezije

operativnog nivoa kod pacova sa lezijom PPT jedra. Srednje vrednosti + SEM respiratornih

parametara: broj BB intervala (a), trajanje BB intervala (b), T, i Te trajanje (c) i koeficijenti

varijacije (CV) (d) za eupneju (A), bradipneja/apneju (B) i uzdahe (C) u toku 20 minuta opste

ketamin/diazepam anestezije u kontrolnih pacova i pacova sa bilateralnom lezijom PPT jedra (n

= 10 za kontrolne pacove; n = 10 za pacove sa bilateralnom lezijom PPT jedra). p — vrednosti za

Mann-Whitney U kontrastni test.
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Analiza respiratornog obrasca je pokazala da je za vreme pentobarbital
anestezije operativnog nivoa prisutno iskljuc¢ivo eupneji¢no disanje (Slika 4.3. B).
Nasuprot ketamin/diazepam anesteziji, pentobarbital anestezija je u PPT leziji izazvala
smanjenje broja eupnejicnih respiratornih ciklusa sa produzenim srednjim trajanjima BB
intervala i Tg, paralelno sa padom varijabilnosti trajanja Ti i Te (Slika 4.5. a-d; z > —
3,11; p<0,02).

Pentobarbital anestezija nije promenila srednje efektivno inspiratorno vreme kod
pacova sa lezijom PPT jedra u odnosu na kontrole (rezultati nisu prikazani; z = 1,00; p =
1,00). Takode, efektivno inspiratorno vreme se nije promenilo ni kod kontrolnih grupa
(rezultati nisu prikazani; z = — 4,29; p = 0,67). Ipak, kod pacova sa lezijom PPT jedra
srednje efektivno inspiratorno vreme bilo je znacajno skraceno za vreme pentobarbital
anestezije u odnosu na ketamin/diazepam anesteziju operativnog nivoa (0,47 + 0,03 za
pentobarbital; 0,56 + 0,02 za ketamin/diazepam; rezultati nisu prikazani; z = —2,07; p =
0,04).
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Slika 4.5. Poremecaj respiratornog obrasca u toku pentobarbital anestezije operativnog
nivoa u pacova sa lezijom PPT jedra. Srednje vrednosti + SEM respiratornih parametara: broj
BB intervala (a), trajanje BB intervala (b), T, i Te trajanje (c) i koeficijenti varijacije (CV) (d)
za eupneju u toku 20 minuta opSte pentobarbital anestezije operativhog nivoa u kontrolnih
pacova i pacova sa bilateralnom lezijom PPT jedra (n = 8 za kontrolne pacove; n = 8 za pacove

sa bilateralnom lezijom PPT jedra). p — vrednosti za Mann-Whitney U kontrastni test.
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4.2.2. EEG mikrostruktura za vreme stabilne opste ketamin/diazepam i
pentobarbital anestezije operativhog nivoa u pacova sa lezijom PPT jedra u

odnosu na fiziolo§ke kontrole

4221 EEG mikrostruktura senzomotorne kore =za vreme stabilne

ketamin/diazepam anestezije operativnog nivoa

Pored promena u respiratornom obrascu (Slika 4.4.), ketamin/diazepam
anestezija je znacajno izmenila EEG mikrostrukturu senzomotorne kore (Slika 4.6.) kod
pacova sa lezijom PPT jedra. Ketamin/diazepam anestezija je kod ovih pacova povecala
delta i teta relativne amplitude (Slika 4.6. B; z > — 2,87; p < 0,02) i smanjila sigma i
beta relativne amplitude (Slika 4.6. B; z>—3,16; p < 0,01). Tipi¢ni individualni primeri
EEG spektrograma senzomotorne kore u fizioloskoj kontroli i kod pacova sa
bilateralnom lezijom PPT jedra u toku 20 minuta stabilne ketamin/diazepam anestezije

operativnog nivoa su prikazani na slici 4.6. A.
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Slika 4.6. EEG aktivnost senzomotorne kore za vreme stabilne ketamin/diazepam
anestezije operativnhog nivoa. Individualni primeri EEG spektrograma za vreme
ketamin/diazepam anestezije operativhog nivoa u kontrolog pacova i pacova sa bilateralnom
lezijom PPT jedra (A), kao i grupni rezultati EEG mikrostrukture (B) u toku 20 minuta opSte
ketamin/diazepam anestezije operativnog nivoa (n = 10 za kontrolne pacove; n = 10 za pacove

sa bilateralnom lezijom PPT jedra). p — vrednosti za Mann-Whitney U kontrastni test.
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4.2.2.2. EEG mikrostruktura senzomotorne kore za vreme stabilne pentobarbital

anestezije operativnog nivoa

Analiza EEG mikrostrukture senzomotorne kore u toku opSte pentobarbital
anestezije je pokazala da je istovremeno sa promenama u respiratornom obrascu (Slika
4.5.) pentobarbital anestezija izazvala smanjenje gama relativne amplitude kod pacova
sa lezijom PPT jedra (Slika 4.7. B; z = — 2,39; p = 0,02). Tipi¢ni individualni primeri
EEG spektrograma senzomotorne kore fizioloske kontrole i pacova sa bilateralnom
lezijom PPT jedra za vreme 20 minuta stabilne pentobarbital anestezije operativnog
nivoa su prikazani na slici 4.7. A.
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Slika 4.7. EEG aktivnost senzomotorne kore za vreme stabilne pentobarbital anestezije
operativnog nivoa. Individualni primeri EEG spektrograma kore za vreme pentobarbital
anestezije operativnog nivoa u kontrolog pacova i pacova sa bilateralnom lezijom PPT jedra
(A), kao i grupni rezultati EEG mikrostruktura kore (B) u toku 20 minuta opste pentobarbital
anestezije operativnog nivoa (n = 8 za kontrolne pacove; n = 8 za pacove sa lezijom PPT jedra).

p — vrednosti za Mann-Whitney U kontrastni test.
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4.2.2.3. EEG mikrostruktura motorne kore u toku opSte ketamin/diazepam i

pentobarbital anestezije operativnog nivoa kod fizioloskih kontrola

EEG mikrostruktura motorne kore fizioloskih kontrola se znacajno razlikovala u
toku ketamin/diazepam i pentobarbital opSte anestezije. Relativne amplitude delta i teta
frekventnog opsega su bile veée (z > — 7,71; p < 107%), dok su beta i gama relativne
amplitude bile manje (z > — 6,95; p < 10°) u toku opste pentobarbital anestezije u
odnosu na ketamin/diazepam ops$tu anesteziju operativnog nivoa (Slika 4.8. B). Ove
razlike u EEG mikrostrukturi prikazane su na tipi¢nim primerima spektrograma motorne

kore (Slika 4.8. A), kao i grupnim rezultatima (Slika 4.8. B) za obe anestezije.
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Slika 4.8. EEG aktivnost motorne kore fizioloSkih kontrola tokom razli¢itih stabilnih
anestezija operativnog nivoa. Stabilno stanje opSte anestezije prikazano je tipi¢nim
individualnim spektrogramima (A) grupnih rezultata (B). Grupna raspodela gustine verovatnoce
delta, teta, beta i gama relativnih amplituda/20 min opste anestezije (B) u kontrolnih pacova za
vreme ketamin/diazepam (Kontrola K; n = 14) i pentobarbital (Kontrola P; n = 10 ) anestezije.
Izmestanje distribucije u desnu stranu prikazuje statisticki znacajno povecanje delta i teta
amplitude, dok izmestanje distribucije u levu stranu prikazuje statisticki znacajno smanjenje

beta i gama relativnih amplituda. p — vrednosti za Mann- Whitney U kontrastni test.
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4.2.2.4. EEG mikrostruktura motorne kore za vreme stabilne ketamin/diazepam i
pentobarbital anestezije operativnog nivoa u pacova sa bilateralnom lezijom PPT
jedra

U toku 20 minuta opste pentobarbital anestezije, EEG mikrostruktura motorne
kore kontrolnih pacova i pacova sa bilateralnom lezijom PPT jedra se nije razlikovala
(Slika 4.9. Bb; z> — 1,53; p > 0,13 za delta, teta i beta relativnu amplitudu). Sa druge
strane, u toku 20 minuta opste ketamin/diazepam anestezije u pacova sa PPT lezijom je
doslo do povecanja delta amplitude (Slika 4.9. Ba; z = — 2,38; p = 0,02) i smanjenja
beta amplitude (Slika 4.9. Ba; z = — 1,97; p = 0,05). Tipi¢ni individualni primeri EEG
spektrograma motorne kore fizioloske kontrole i pacova sa bilateralnom lezijom PPT
jedra u toku 20 minuta stabilne ketamin/diazepam i pentobarbital anestezije operativnog

nivoa prikazani su na Slici 4.9. Aa,b.
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Slika 4.9. EEG aktivnost motorne kore za vreme stabilne ketamin/diazepam i

pentobarbital anestezije operativnog nivoa. Tipi¢ni individualni primeri EEG spektrograma

motorne kore, kao i grupni rezultati EEG mikrostrukture motorne kore kontrolnih pacova (n =

14 za ketamin/diazepam; n = 10 za pentobarbital) i pacova sa bilateralnom lezijom PPT jedra (n

= 12 za ketamin/diazepam; n = 9 za pentobarbital) u toku 20 minuta ketamin/diazepam (Aa, Ba)

i pentobarbital (Ab, Bb) anestezije. Izmestanje distribucije u desnu stranu prikazuje statisticki

znacajno poveéanje delta amplitude, dok izmeStanje distribucije u levu stranu prikazuje

statistiCki znacajno smanjenje beta relativne amplitude za vreme ketamin/diazepam anestezije u

pacova sa bilateralnom lezijom PPT jedra. p — vrednosti za Mann-Whitney U kontrastni test.

56



4.3. Uticaj stabilne ketamin/diazepam i pentobarbital anestezije operativnog nivoa
na arhitekturu spavanja i EEG mikrostrukturu senzomotorne kore nakon

anestezije u pacova sa lezijom PPT jedra u odnosu na fizioloSke kontrole

4.3.1. Arhitektura spavanja i EEG mikrostruktura senzomotorne kore nakon

ketamin/diazepam anestezije operativnog nivoa

lako je arhitektura spavanja senzomotorne kore bila nepromenjena, kako pre
uvodenja u anesteziju, tako i 48 h i 6 dana nakon ketamin/diazepam anestezije izmedu
kontrolnih pacova i pacova sa lezjom PPT jedra (rezultati nisu prikazani; y 2> 3,83; p >
0,12; z> - 1,64; p > 0,10), EEG mikrostruktura senzomotorne kore za vreme NREM
faze spavanja se razlikovala pre uvodenja u anesteziju (Slika 4.10. kolona Pre). Do
promena u NREM mikrostrukturi pre anestezije doveo je holinergicki deficit iz PPT
jedra, odnosno doslo je do pada NREM delta (z = — 4,18; p < 0,01) i porasta NREM
teta, sigma i beta relativnih amplituda (z > — 4,54; p < 0,04).

U senzomotornoj kori, ketamin/diazepam anestezija nije promenila EEG
mikrostrukturu budnosti, ali je dovela do poreme¢aja NREM 1 REM EEG
mikrostrukture od 48 h do 6 dana nakon anestezije kod bilateralne lezije PPT jedra
(Slike 4.10. 1 4.11.).

Sve promene u NREM EEG mikrostrukturi prouzrokovane lezijom PPT jedra
ponistene su ve¢ 48 h nakon ketamin/diazepam anestezije (Slika 4.10. kolona K 48 h; z
> —1,94; p > 0,05), odnosno doslo je do smanjenja teta, sigma i beta relativnih
amplituda i do povecanja delta relativne amplitude. lako se vrednosti NREM delta i
sigma amplitude vra¢aju na vrednosti koje su imale pre anestezije (Slika 4.10. kolona K
6 d; z>-4,27; p < 0,01), smanjenje teta i beta relativnih amplituda se odrzalo 6 dana
nakon ketamin/diazepam anestezije operativnog nivoa (Slika 4.10. kolona K 6 d; z > —
1,50; p>0,14) u PPT leziji.

Sa druge strane, nakon 48 h od ketamin/diazepam anestezije REM EEG
mikrostruktura je bila promenjena kod bilateralne lezije PPT jedra (Slika 4.11.),
odnosno doslo je do porasta sigma, a smanjenja beta i gama relativnih amplituda (Slika
4.11. kolona K 48 h; z > — 3,35; p < 0,01). Medutim, sve promene U REM EEG
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mikrostrukturi se vracaju na vrednosti koje su imale pre anestezije, 6 dana nakon
ketamin/diazepam anestezije (Slika 4.11. kolona K 6 d; z > — 1,85; p > 0,07), kada je
takode doSlo i do povecéanja teta amplituda (Slika 4.11. kolona K 6 d; z=-1,98; p =
0,04).

Na slici 4.12. prikazani su tipi¢ni individualni primeri EEG spektrograma
Sesto¢asovnog spavanja pre (Slika 4.12. Aa, Ba) i 6 dana nakon ketamin/diazepam
anestezije operativnog nivoa (Slika 4.12. Ca, Da) u kontroli (Slika 4.12. Aa, Ca) u
poredenju sa PPT lezijom (Slika 4.12. Ba, Da). Takode su na ovoj slici prikazane i
odgovarajuce 10 s epohe budnosti, NREM i REM stanja (Slika 4.12. Ab, Bb, Cb, Db)
koje su izdvojene i objedinjene u spektrogramima istim redosledom kako su se

pojavljivale u Sestocasovnom signalu.

4.3.2. Arhitektura spavanja i EEG mikrostruktura senzomotorne kore nakon
pentobarbital anestezije operativnog nivoa

Poredenjem rezultata kontrolne grupe i grupe sa lezijom PPT jedra ustanovljeno
je da se arhitektura spavanja nakon pentobarbital anestezije nije menjala 48 h i 6 dana
nakon anestezije (rezultati nisu prikazani; ¥ > 6,24; p > 0,12; z > 1,87; p > 0,06).
Pentobarbital anestezija je privremeno (48 h nakon anestezije) smanjila teta amplitudu
budnosti (rezultati nisu prikazani; z = — 3,12; p < 0,01) i ponistila sve razlike u NREM
EEG mikrostrukturi izmedu kontrole i PPT lezije koje su bile prisutne pre anestezije
(Slika 4.10. kolona P 48 h; z > — 1,48; p > 0,14). Supresivni efekat pentobarbitala na
teta i sigma relativnu amplitudu trajao je sve do 6 dana nakon anestezije (Slika 4.10.
kolone Pre, P48 hiP 6d; z>—1,68; p > 0,06), dok su se vrednosti NREM delta i beta
relativnih amplituda vratile na vrednosti koje su imale pre anestezije (Slika 4.10. P 6 d
kolona; z>—2,45; p < 0,04).

Pentobarbital anestezija je izazvala povecanje REM teta amplitude kod PPT

lezije tek nakon 6 dana (Slika 4.11. P 6 d kolona; z = - 3,06; p < 0,01).
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Slika 4.10. EEG mikrostruktura NREM spavanja pre i nakon anestezije. Grupna raspodela gustine verovatnoce relativnih amplituda/é6 h pre (Pre),

48 h i 6 dana nakon ketamin/diazepam (K 48 h i K 6 d) ili pentobarbital (P 48 h i P 6 d) anestezije operativnog nivoa u pacova sa lezijom PPT jedra (n =
10 za ketamin/diazepam; n = 8 za pentobarbital) u odnosu na fizioloske kontrole (n = 10 za ketamin/diazepam; n = 10 za pentobarbital). p — vrednosti za
Mann- Whitney U kontrastni test.
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Slika 4.11. EEG mikrostruktura REM spavanja pre i nakon anestezije. Grupna raspodela gustine verovatnoce relativnih amplituda/6 h pre (Pre), 48

h i 6 dana nakon ketamin/diazepam (K 48 h i K 6 d) ili pentobarbital (P 48 h i P 6 d) anestezije operativnog nivoa u pacova sa lezijom PPT jedra (n = 10
za ketamin/diazepam; n = 8 za pentobarbital) u odnosu na fizioloske kontrole (n = 10 za ketamin/diazepam; n = 10 za pentobarbital). p — vrednosti za
Mann- Whitney U kontrastni test.
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Slika 4.12. Spektrogrami Sestofasovnog spavanja pre i nakon ketamin/diazepam
anestezije. Tipi¢ni individualni spektrogrami spavanja pre (Pre, Aa, Ba) i 6 dana nakon
ketamin/diazepam anestezije (Ca, Da) u kontrolnog pacova (Aa, Ca) i pacova sa bilateralnom
lezijom PPT jedra (Ba, Da). Odgovarajuce 10 s epohe budnosti, NREM i REM stanja su
izdvojene i objedinjene istim redosledom kako su se pojavljivale u Sesto¢asovnom signalu sa
procentualno izrazenim trajanjem budnosti, NREM i REM stanja (Ab, Bb, Cb, Db).
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4.4. Poremec¢aj REM spavanja u motornoj kori nakon stabilne ketamin/diazepam i

pentobarbital anestezije operativnog nivoa

4.4.1. Arhitektura spavanja, dinamika budnost‘NREM/REM/REM1/REM2
epizoda spavanja i struktura prelaznih stanja u toku spavanja u motornoj Kkori
nakon anestezije kod fizioloskih kontrola — poredenje ketamin/diazepam i

pentobarbital anestezije

Ketamin/diazepam anestezija operativnog nivoa je i nakon 48 sati i nakon 6 dana
izazvala produzenje REMI1 stanja (REM sa ve¢im tonusom miSi¢a) u motornoj Kori
(Slika 4.13. B, C). Na slici 4.13. A-C pored finalnih grafika razdvajanja grupisanja faza
spavanja, pre i nakon ketamin/diazepam anestezije, prikazani su i tipi¢ni primeri 10 s

analognih EEG i EMG signala koji predstavljaju dominantno REM stanje.
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Slika 4.13. Tipi¢ni primeri finalnih grafika razdvajanja grupisanja faza spavanja pre i nakon anestezije. Diferencijacija
budnosti/NREM/REM/REM1/REM2 tokom 6 sati spavanja iz motorne kore fizioloskih kontrola pre, 48 h i 6 dana nakon ketamin/diazepam (A, B, C; K) ili
pentobarbital anestezije (D, E, F; P). Epohe budnosti prenete su u finalni grafik razdvajanja grupisanja iz prethodnog razdvajanja budnost/spavanje. Svaki
simbol predstavlja jednu epohu trajanja 5 s: budnost W grupisanje — krsti¢i, NREM grupisanje — kruzi¢i; REM1/REM2 grupisanje — tacke. EEG i EMG
analogni signali trajanja 10 s prikazuju REM2 stanje (REM sa atonijom) pre ketamin/dizepam anestezije (A) i 10 s REM1 stanja (REM sa ve¢im miSi¢énim
tonusom) 48 h i 6 dana nakon ketamin/diazepam anestezije (B, C).
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Ketamin/diazepam anestezija je produzila trajanje REM faze spavanja (x> = 8,71,
p = 0,01) na ra¢un konzistentnog produzenja trajanja REM1, odnosno REM stanja sa
ve¢im misiénim tonusom (Tabela 1; ¥* = 12,71; p = 0,002; z > — 2,83; p < 0,01). Ove
promene REM faze spavanja praéene su skraéenjem NREM faze spavanja (Tabela 1; ¥
=6,08; p=0,05; z=-2,12; p = 0,03) 6 dana nakon anestezije.

Pored promena u arhitekturi spavanja, dugotrajni efekat ketamin/diazepam
anestezije na REM spavanje naglasen je promenama u dinamici REM epizoda (Tabela
1; Slika 4.14.). Obzirom da broj REM epizoda konstantno raste sve do 6 dana nakon
anestezije (x> = 10,25; p = 0.01; z>—2.69; p < 0.02), do produzenja REM faze spavanja
48 h nakon anestezije doslo je samo usled povec¢anja broja REM1 epizoda (x* = 9,00; p
=0,01; z =-2,44; p = 0,02). Sa druge strane, 6 dana nakon anestezije produzenje REM
faze spavanja je je bilo uslovljeno povecéanjem broja (x*> = 9,00; p = 0,01; z=—2,26; p =
0,02) REM1 epizoda duzeg trajanja (y 2 = 10,52; p=001z=-267 p=001).
Dugotrajne promene u REM spavanju nakon ketamin/diazepam anestezije pracene su
istovremeno konstantnim poveéanjem broja NREM epizoda (Tabela 1; ¥ = 13,67; p =
103;z2>-3,12; p<0,01), i to NREM epizoda kraceg trajanja (Tabela 1; ¥* = 13,02; p =
1073; z > -2,84; p < 0,01). Iako nije bilo promene u broju REM2 epizoda (Tabela 1;
Slika 4.14. A; Xz =1,80; p = 0,41), one su bile skracene 6 dana nakon ketamin/diazepam
anestezije (x* = 6,99; p = 0,03; z = — 2,56; p = 0,01).

Sa druge strane, do produzenja REM faze spavanja 48 sati nakon pentobarbital
anestezije operativnog nivoa (Tabela 1; Slika 4.13; x2=7,47,p=0,02; z=—-2,44;p =
0,02 za 48 h) doslo je na raun produzenja REM1 faze spavanja (32 = 9,61; p = 0,01; z
=—2,71; p = 0,01 za 48 h) i povecanog broja REM epizoda (XZ =643, p=004;,z=-
2,28; p = 0,02), a naro¢ito REM1 epizoda (y 2 = 5,61; p = 0,06; z = — 2,06; p = 0,04).
Zapravo, 48 sati nakon pentobarbital anestezije, doSlo je do znacajnog produzenja
trajanja REM1 epizoda (Tabela 1; Slika 4.14. B; 2 =5,92; p=0,05;z=-2,28;p =
0,02), koje je bilo praéeno skraéenjem REM2 epizoda (Tabela 1; Slika 4.14. B; y 2
=5,85; p = 0,05; z = - 2,30; p = 0,02). Sest dana nakon pentobarbital anestezije, sve
promene u REM spavanju su se vratile na vrednosti koje su imale pre anestezije

(Tabela1; z> - 1,84; p > 0,07), ali je doslo do povecanja broja NREM epizoda kraceg
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trajanja (Tabela 1; z = — 2,50; p = 0,01), bez promene u trajanju NREM faze spavanja
(Tabela1; z=-1,30; p=0,19).
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Tabela 1. Uticaj ketamin/diazepam i pentobarbital anestezije operativnog nivoa na
arhitekturu spavanja i dinamiku budnost/NREM/REM/REM1/REM2 epizoda u motornoj
kori nakon anestezije. Uticaj anestezije na arhitekturu spavanja i dinamiku svih epizoda
spavanja u fizioloskih kontrola (Kontrola) i u pacova sa bilateralnom lezijom PPT jedra (Lezija)
pre, 48 h i 6 dana (6 d) nakon opste anestezije. Srednje trajanje svih faza spavanja, srednji broj i
srednje trajanje epizoda u toku 6 sati £+ SEM (min). K — ketamin/diazepam; P — pentobarbital.

StatistiCki znacajne srednje vrednosti p < 0,05 oznacene su crvenom bojom.

Srednje trajanje/6h £ SEM (min)

Budnost NREM REM REM1 REM?2
Kontrola
Pre 95,77 + 5,80 172,71 7,57 91,26 + 4,54 35,74+ 2,60 55,52+4.22
K48h 91,80 + 12,96 160,87 + 8,27 107,00 + 6,98 51,00 + 4,47 56,00 + 5,76
Ké6d 107,79 + 16,81 130,73 + 14,91 121,15 + 4,65 72,44 4,85 48,71 + 5,46
P48h 86,26 + 12,37 159,32 + 12,56 114,08 £5,13 51,18 £3,30 62,90 + 6,69
P6d 98,90 + 10,28 154,36 + 8,74 106,40 + 7,34 37,83 1,70 68,57 £ 8,21
Lezija
Pre 76,44 5,37 164,43 4,00 118,86 + 6,22 58,93 +4,49 59,94 +5.22
K48h 85,67 = 6,40 159,58 + 7,23 114,42+ 4,79 63,24+ 4,55 51,18 4,54
K6d 91,21 + 11,07 132,68 + 14,53 135,78 +11,74 71,46 + 9,64 64,32+ 7,34
P48h 90,56 £ 6,18 165,75 + 8,74 103,36 + 8,71 50,29 + 8,44 53,07 +3,04
P6d 120,50 + 20,49 140,27 13,15 98,90 + 11,17 48,88 + 8,26 50,02 = 6,05
Srednji broj epizoda/6h + SEM
Budnost NREM REM REM1 REM?2
Kontrola
Pre 302,50 + 30,93 535,40 + 31,89 478,70 + 37,83 319,90 + 25,02 263,20 + 37,42
K 48h 397,00 = 59,20 741,71 + 33,56 625,71 + 39,92 427,29 £29,92 300,57 + 39,06
Ké6d 443,50 + 91,08 794,75 + 30,25 688,50 = 37,01 505,00 + 53,41 344,00 + 30,14
P48h 337,83 £34,75 627,50 + 48,09 645,50 + 34,09 413,67 23,25 380,00 + 44,09
P6d 442,33 £ 71,04 668,50 + 24,71 595,00 + 53,24 323,50 + 22,74 392,33 + 55,28
Lezija
Pre 241,89 + 15,28 706,33 + 36,98 643,22 + 45,73 432,11 + 38,40 319,00 £ 33,71
K 48h 373,50 + 44,54 794,83 + 60,96 684,67 + 35,00 494,67 20,71 323,33 +27,38
Ké6d 462,83 £ 60,50 775,17 £ 58,27 739,00 + 26,50 482,50 + 33,74 406,67 + 40,88
P48h 367,29 + 68,83 684,29 + 59,50 521,57 + 67,34 382,71 + 57,42 238,43 + 28,45
P6d 449,80 + 99,22 738,60 + 47,96 563,00 + 73,47 376,20 + 60,42 298,20 + 42,24
Srednje trajanje epizoda/6h = SEM (min)
Budnost NREM REM REM1 REM?2
Kontrola
Pre 0,35+0,04 0,33 +0,03 0,20 0,01 0,11+ 0,00 0,24 £ 0,03
K48h 0,24+ 0,03 0,22 + 0,02 0,17 +0,01 0,12+ 0,00 0,20 £ 0,03
Ké6d 0,25 + 0,02 0,16 = 0,02 0,18 £ 0,00 0,15 £ 0,01 0,14 = 0,01
P48h 0,25 + 0,03 0,26 + 0,03 0,18 0,01 0,12 £ 0,01 0,17 0,01
P6d 0,24 + 0,04 0,23 + 0,02 0,18+ 0,01 0,12£0,01 0,18 0,02
Lezija
Pre 0,31+0,02 0,24 + 0,02 0,19 £ 0,01 0,14 £ 0,01 0,19 0,01
K48h 0,26 + 0,06 0,21 £ 0,02 0,17 +0,01 0,13 +0,01 0,16 £ 0,01
Ké6d 0,20 + 0,01 0,17 0,01 0,18 0,01 0,15+ 0,01 0,16 £ 0,01
P48h 0,28 + 0,03 0,26 £ 0,04 0,21 0,02 0,13+0,01 0,24 £ 0,03
P6d 0,30 £ 0,05 0,19 £ 0,02 0,18 0,01 0,13+0,01 0,17 £ 0,01
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Slika 4.14. Dinamika epizoda REM/REM1/REM2 spavanja u motornoj kori pre i nakon
anestezije operativnhog nivoa. Grupna distribucija srednjeg broja REM/REM1/REM2 epizoda i
njihovog trajanja (min) pre, 48 h i 6 dana nakon ketamin/diazepam (A; Pre, 48 h Ki 6 d K, n = 14)
ili pentobarbital (B; Pre, 48 h P i 6 d P, n = 10) anestezije kod fizioloskih kontrola. U ovim log-log
distribucijama svaki ,,horizontalni stepenik” postavljen je iznad njegovog trajanja (npr. grupni
srednji broj epizoda/6 h od 5 s postavljen je iznad 5/60=0,0833 min itd.), a na gornjim panelima
oznacene su epizode od 5, 10, 15 s. Prekide u distribucijama uzrokuju srednje vrednosti broja
epizoda koje su jednake nuli, a ¢ije logaritmovane vrednosti nisu brojevi.
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Ketamin/diazepam anestezija od samog pocetka dovodi do povecéanja broja svih
prelaza (y 2> 12,42; p < 10™*), a zajednicki i dugotrajni efekat oba anestetika iskazao se
kao porast broja budnost/NREM/budnost i budnost/REM/budnost prelaza (Tabela 2; y 2

> 12,42; p < 10™) u toku spavanja nakon anestezije kod fiziologkih kontrola.

68



Tabela 2. Uticaj ketamin/diazepam i pentobarbital anestezije operativnog nivoa na strukturu prelaznih stanja u motornoj kori u toku spavanja

nakon anestezije. Uticaj ketamin/diazepam i pentobarbital anestezije na strukturu prelaznih stanja u toku 6 h spavanja pre, 48 h i 6 dana (6 d) nakon

anestezije u kontrolnih pacova (Kontrola) i pacova sa bilateralnom lezijom PPT jedra (Lezija). Grupna srednja vrednost broja budnost/NREM/REM

prelaza merenih na sat vremena u toku 6 h spavanja + SEM. K — ketamin/diazepam; P — pentobarbital anestezija.

Statisti¢ki znacajne srednje vrednosti p < 0,02 oznacene su crvenom bojom.

Budnost/NREM  NREM/Budnost ~ Budnost/REM REM/Budnost NREM/ REM REM /INREM
Kontrola
Pre 31,42+196 31,08+ 1,84 14,17 £ 0,92 13,88+0,93  63,43+229  63,90+2,29
K48 h 43,83 +£3,16 41,62+3,05 2231+1,60 2450+1,72 81,93+3,25 79,71 +£3,30
K6 d 56,47 +4,36 53,86 +4,42 31,57+2,62 3427+252 68,08+645 64,50+6,16
P48h 31,58+246 30,22+2,36 25,03+1,98 2572+1,94 76,45+2,99 75,83 +291
P6d 49,10 + 4,15 48,80+3,84 30,44+239 31,00+2,33 68,72+3,42 68,14 +3,53
Lezija
Pre 2898 +1,92 26,56+1,74 13,44+0,86 1491 +£0,88 91,95+2,92 90,38 +3,01
K48 h 4353+2,12 4142+191 2222+155 23,89+159 9433+291 92,79 +£2,83
K6 d 43,79 +£2,67 42,75+2,59 2622+1,44 2733+152 84,00+3,85 82,94 +3,81
P48h 3947+340 36,90+3,20 13,53 +0,88 15,64 £0,93 71,07 £4,25 68,67 +£4,26
P6d 60,63 £5,70 57,54+ 6,03 1846 +1,95 21,92+196  72,60+5,57 69,37 +5,25
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4.4.2. Uticaj ketamin/diazepam 1 pentobarbital anestezije operativnog nivoa na
EEG mikrostrukturu REM faze spavanja nakon anestezije u motornoj kori

fiziolo$kih kontrola

Analiza EEG mikrostrukture REM faze spavanja je obuhvatila sva diferencirana
REM stanja, celokupno REM, REM1 i REM2 stanje, koja su pracena u periodu od 6
dana nakon ketamin/diazepam anestezije kod fizioloskih kontrola (Slike 4.15. i 4.17.
A). Ketamin/diazepam anestezija je povecala delta i smanjila beta relativnu amplitudu 6
dana nakon anestezije u toku celokupnog REM stanja (Slike 4.15. i 4.17. A gornji red; z
> —2,61; p <0,03). Mada se EEG mikrostruktura REM1 stanja nije menjala, REM2
delta amplituda se povecala 6 dana nakon anestezije (Slike 4.15. i 4.17. A donji red; z =
—2,28; p =0,02) i tako doprinela povecanju delta relativne amplitude celokupnog REM
spavanja (Slike 4.15. i 4.17. A gornji red). U toku celokupnog REM stanja, teta
amplituda opada, dok sigma relativna amplituda raste samo 48 h nakon anestezije (z > —
3,32; p < 0,03; rezultati za sigmu nisu prikazani), ali se njihove vrednosti nakon 6 dana
izjednacavaju sa vrednostima koje su imale pre anestezije (za tetu Slika 4.15. gornji red;

z>-1,13; p > 0,26; podaci za sigmu nisu prikazani).

Pentobarbital anestezija je takode izmenila EEG mikrostrukturu motorne kore
tokom REM faze spavanja (Slike 4.16. i 4.17. B). Ova anestezija je kod fizioloskih
kontrola povecala delta, dok je smanjila beta relativnhu amplitudu 6 dana nakon
anestezije (Slika 4.16. i Slika 4.17. B gornji red; z > — 2,02; p < 0,05). Mada do porasta
delta amplitude dolazi usled povecanja delta amplitude tokom REM2 stanja (Slika 4.16.
donji red; z = — 2,20; p = 0,03), beta amplituda opada usled pada beta amplitude u toku
REML1 stanja (Slika 4.16. srednji red; z = — 2,40; p = 0,02). Najkonzistentniji i
najdugotrajniji efekat pentobarbital anestezije je bio povecanje teta amplitude tokom
REML1 faze spavanja (Slika 4.16. i Slika 4.17. B srednji red; y* = 8,43; p = 0,02; z > —
2,31; p <0,05).
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Slika 4.15. REM/REM1/REM2 EEG mikrostrukture motorne kore pre i nakon ketamin/diazepam anestezije. Grupna raspodela gustine
verovatnoce relativnih amplituda/6 h pre, 48 h i 6 dana nakon ketamin/diazepam anestezije (Pre, K 48 h, K 6 d; n=14) kod fizioloskih kontrola. Desno
izmeStena distribucija prikazuje statisticki zna¢ajno povecanje EEG delta relativne amplitude (REM/REM?2), dok levo izmestena distribucija prikazuje
statisti¢ki znac¢ajno smanjenje (REM teta i beta) EEG relativne amplitude. p - vrednosti za Mann-Whitney U kontrastni test.
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Slika 4.16. REM/REM1/REM2 EEG mikrostrukture motorne kore pre i nakon pentobarbital anestezije. Grupna raspodela gustine verovatnoce
relativnih amplituda/6 h pre, 48 h i 6 dana nakon pentobarbital anestezije (Pre, P 48 h, P 6 d; n=10) kod fizioloskih kontrola. Desno izmestena
distribucija prikazuje statisticki znacajno poveéanje EEG relativne amplitude (REM/REM2 delta i REM1 teta), dok levo izmestena distribucija
prikazuje statisticki znacajno smanjenje (REM/REMI1 beta) EEG relativne amplitude. p - vrednosti za Mann-Whitney U kontrastni test.
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Slika 4.17. Individualni primeri REM/REM1/REM2 spektrograma motorne kore pre i 6 dana nakon ketamin/diazepam (A; Pre, K 6 d) ili
pentobarbital anestezije (B; Pre, P 6 d) operativnog nivoa u fizioloskih kontrola, koji predstavljaju grupni rezultat dobijen sa REM/REM1/REM2

grupnom raspodelom gustine verovatnoce relativnih amplituda/6 h svih konvencionalnih frekventnih opsega prikazanih na slikama 4.15. i 4.16.
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4.4.3. Uticaj ketamin/diazepam i pentobarbital anestezije operativnog nivoa na
arhitekturu spavanja, dinamiku budnost/NREM/REM/REM1/REM2 epizoda
spavanja, strukturu prelaznih stanja u toku spavanja i EEG mikrostrukturu svih
REM faza spavanja u motornoj kori nakon anestezije kod pacova sa lezijom PPT

jedra

Pre bilo kakve anestezije bilateralna lezija PPT jedra je dovela do produzenja
celokupne REM faze motorne kore (Tabela 1; z = —2,98; p = 0,003), usled produzenja
REM1 faze (z = — 3,02; p = 0,002), narocito zbog povecanja broja i trajanja REM1
epizoda (z > — 3,09; p < 0,03). Takode, bilateralna lezija PPT jedra je skratila trajanje
budnosti (Tabela 1; z = — 2,08; p = 0,04), iako se broj i trajanje epizoda budnosti nisu
promenili (z>-1,10; p > 0,27). Pored toga PPT lezija je povecala broj (z=—2,86; p =
0,004) skracenih NREM epizoda (Tabela 1; z = — 2,58; p = 0,01), bez promene u
trajanju same NREM faze spavanja (z = - 1,39; p = 0,17).

Oba anestetika su ve¢ nakon 48 h dugotrajno ponistila produzeno REM/REM1
spavanje motorne kore prouzrokovano bilateralnom lezijom PPT jedra (Tabela 1; z> —
1,43; p > 0,15). Bilateralna PPT lezija je izazvala povecanje broja NREM/REM/NREM
prelaza (Tabela 2; z > — 6,53; p < 0,02), dok se efekat ketamin/diazepam anestezije u
PPT leziji ispoljio kao pad broja budnost/NREM/ budnost prelaza (z > —2,70; p < 0,02)
6 dana nakon anestezije. Sa druge strane, pentobarbital anestezija je ve¢ nakon 48 h
dugotrajno ponistila efekte PPT lezije (poniStavanje porasta broja NREM/REM/NREM
prelaza; z > - 0,94; p > 0,35) i smanjila broj budnost/REM/budnost prelaza (Tabela 2; z
> 4,62, p<0,01).

Pre uvodenja u anesteziju, EEG mikrostruktura motorne kore u toku celokupne
REM kao i REM2 (REM sa atonijom) faze se razlikovala u pacova sa lezijom PPT jedra
u odnosu na kontrolne pacove. Naime, teta relativna amplituda je bila smanjena u PPT
leziji u toku celokupne REM kao i REM2 faze (Slika 4.18. red Pre; z > — 2,81; p <
0,01). Oba anestetika su ponistila ove promene teta amplitude u toku celokupne REM
kao i REM2 faze, koje su nastale kao posledica holinergicke denervacije iz PPT jedra (z
>—0,96; p > 0,34). Izmenjenu teta amplitudu ketamin/diazepam anestezija operativnog
nivoa je trajno uklonila ve¢ nakon 48 h (Slika 4.18. redovi K 48 h i K 6 d), dok je
pentobarbital anestezija ovaj efekat imala tek nakon 6 dana (Slika 4.18. redovi P 48 h i
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P 6 d). Zapravo, 48 h nakon pentobarbital anestezije, celokupna REM kao i REM1 faza
su imale manju teta amplitudu (Slika 4.18. red P 48 h; z > —2,66; p < 0,03).
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Slika 4.18. Efekti ketamin/diazepam i pentobarbital anestezije na REM/REM1/REM2 teta amplitudu motorne kore u bilateralnoj leziji PPT
jedra. Ketamin/diazepam (n = 14 za kontrolu i n = 12 za leziju) je ve¢ 48 h nakon anestezije dugotrajno ponistio efekat lezije, dok je pentobarbital
anestezija (n = 10 za kontrolu i n = 9 za leziju) takode ponistila efekat lezije, ali tek 6 dana nakon anestezije. Izmestanje distribucije u desnu stranu
prikazuje statisticki znacajno povecanje teta relativne amplitude, dok izmestanje distribucije u levu stranu prikazuje statisticki znacajano smanjenje teta
relativne amplitude. p - vrednosti za Mann-Whitney U kontrastni test.
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5. Diskusija

7



5.1. Respiratorni obrazac i EEG mikrostruktura za vreme opste ketamin/diazepam

i pentobarbital anestezije operativnog nivoa

Analiza EEG mikrostrukture senzomotorne kore u toku stabilnog stanja opSte
anestezije operativnog nivoa je pokazala da je ketamin/diazepam anestezija izazvala
viSe promena u pacova sa bilateralnom lezijom PPT jedra nego pentobarbital anestezija
(Slike 4.6. 1 4.7.). Uticaj ketamin/diazepam anestezije u ovih pacova se iskazao kao
povecanje relativnih amplituda nizih (delta i teta) i smanjenje relativnih amplituda visih
(sigma i beta) frekventih opsega (Slika 4.6.). Istovremeno, ketamin/diazepam anestezija
je daleko vise uticala na respiratorni obrazac u odnosu na pentobarbital anesteziju u
pacova sa bilateralnom lezijom PPT jedra. Naime, opsta ketamin/diazepam anestezija je
u ovih pacova izazvala ozbiljan poremecaj respiratornog obrasca (Slike 4.2. i 4.3.) koji
se iskazao pre svega kao porast broja apneustickih bradipneja/apneja BB intervala
kraceg trajanja (Slika 4.4. Ba-c). Pored toga, ketamin/diazepam anestezija je izazvala i
pojavu uzdaha u respiratornom obrascu ¢iji su respiratorni ciklusi takode bili znacajno
kraceg trajanja (Slike 4.3. i 4.4. Ca-c).

U toku opste pentobarbital anestezije, analiza EEG mikrostrukture senzomotorne
kore pokazala je samo smanjenje gama relativne amplitude u pacova sa bilateralnom
lezijom PPT jedra u poredenju sa fizioloskim kontrolama (Slika 4.7.). Ova promena
EEG mikrostrukture je bila pracena eupneji¢nim respiratornim obrascem, bez prisustva
uzdaha. Naime, obrazac disanja tokom ove anestezije kod pacova sa bilateralnom
lezijom PPT jedra je karakterisa0 manji broj stabilno produzenih eupneji¢nih BB
intervala, nastalih usled produzenja vremena trajanja ekspiratorne faze respiratornog
ciklusa (Slika 4.5. a-c).

Efekti opSte ketamin/diazepam 1 pentobarbital anestezije operativnog nivoa Su se
razlikovali i kod fizioloskih kontrola. Pentobarbital anestezija je dovela do porasta delta
I teta relativnih amplituda, i pada beta i gama relativnih amplituda (Slika 4.8.).

Nakon lezije PPT jedra ketamin/diazepam anestezija je znacajno izmenila i EEG
mikrostrukturu motorne kore (Slika 4.9.) tako §to je povecala delta i smanjila beta
relativnu amplitudu, dok se EEG mikrostruktura motorne kore u toku pentobarbital
anestezije nije razlikovala od fizioloskih kontrola.

lako je za eksperimentalne potrebe ove doktorske disertacije koris¢en

ketamin/diazepam, a nije paralelno registrovana aktivnost genioglosnih misi¢a (misici
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gornjeg respiratornog puta koji nisu u atoniji za vreme opSte anestezije), dobijeni
rezultati su u skladu sa rezultatima studije koja je pokazala da ketamin istovremeno
dovodi do povecanja aktivnosti genioglosnog miSica, ali i prekida veze izmedu gubitka
svesti i aktivnosti dilatatornih misi¢a gornjeg disajnog puta, ¢ime je potvrdena moguca
upotreba ketamina kao respiratornog stimulansa (Eikermann i sar., 2012).

Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali razliku u efektivnom
inspiratornom vremenu, kao ustanovljene mere stabilnosti gornjeg disajnog puta, tokom
eupnejicnog obrasca disanja izmedu ketamin/diazepam i pentobarbital anestezije u
pacova sa bilateralnom lezijom PPT jedra. lako je ketamin/diazepam anestezija kod
ovih pacova povecala EEG delta i teta amplitudu, a smanjila sigma i beta amplitudu
(Slika 4.6. B), povecano prisustvo uzadaha u respiratornom obrascu, kao i povecano
efektivno inspiratorno vreme ukazuju na kompenzatorni odgovor na parcijalnu
opstrukciju u ketamin/diazepam u odnosu na pentobarbital anesteziju, najverovatnije
kao posledicu ketaminskog antagonizma prema NMDA receptorima. Ipak,
ketamin/diazepam anestezija dovodi do ozbiljnog poremecaja respiratornog obrasca u
pacova sa bilateralnom lezijom PPT jedra (Slika 4.2.).

Postoje eksperimentalni dokazi koji ukazuju na poveéanu aktivnost
genioglosnog misi¢a i miSica vrata (misi¢a koji nisu respiratorni misi¢i) u disanju, u
toku ketaminske u odnosu na propofol anesteziju, kao i za vreme sporotalasnog i REM
spavanja, kako u dozi od 60 mg/kg, tako i u dozi od 125 mg/kg (Eikermann i sar.,
2012). Pored toga, ketamin dovodi do dozno-zavisnog porasta u efektivnom
inspiratornom vremenu, frekvenciji disanja, disajnom volumenu, minutnom volumenu
ventilacije, §to za posledicu ima smanjenje vrednosti parcijalnog pritiska ugljen
dioksida, odnosno maksimalne koncentracije ugljen dioksida na kraju ekspiratorne faze
respiratornog ciklusa (Eikermann i sar., 2012).

U ovoj doktorskoj disertaciji nisu poredeni Cisti efekti GABA anestetika i
NMDA anestetika ve¢ je poredenje vrSeno izmedu pentobarbitala i meSavine
ketamin/diazepama. Medutim, rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da je
vreme potrebno za uspostavljanje stabilne ketamin/diazepam opSte anestezije
operativnog nivoa bilo jednako u fizioloSkih kontrola i u pacova sa bilateralnom lezijom
PPT jedra. Nasuprot tome, vreme za uspostavljanje stabilne pentobarbital anestezije

operativnog nivoa je bilo znacajno produzeno kod pacova sa lezijom PPT jedra. Na
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osnovu vremena potrebnog za ulazak u anesteziju, u ovoj doktorskoj disertaciji je
dokazano da je mesSavina ketamin/diazepam mnogo povoljnija u uslovima postojanja
neurodegeneracije holinergickih neurona PPT jedra.

Medutim, pored glavnog mehanizma, dejstvo ketamina i pentobarbitala je
daleko kompleksnije. Dobro je poznato da je ketamin antagonist NMDA receptora
preko kojih i ostvaruje generalnu supresiju ekscitacije, dok se glavni mehanizam dejstva
pentobarbitala zasniva na potenciranju inhibitornih signala putem GABAAa receptora
(Garcia i sar., 2010). Sa druge strane, suprotni efekti ketamina i pentobarbitala pokazani
su kroz oslobadanje acetilholina u mozgu pacova. Nasuprot ketaminu, koji poveéava
osobadanje acetilholina u hipokampusu i frontalnoj kori ali nema efekta na oslobadanje
acetilholina u strijatumu, pentobarbital smanjuje oslobadanje acetilholina u svim
mozdanim strukturama (Sato i sar., 1996). Pored toga, vazna uloga ketamina u
oslobadanju acetilholina u hipokampusu objasnjava se Cinjenicom da je U pacova
najveca gustina NMDA receptora upravo u hipokampusu (Brockmeyer i Kendig, 1995).
Ketamin je jedinstveni anestetik koji interaguje sa NMDA, opioidnim, monoaminskim i
muskarinskim receptorima, kao i sa voltazno — senzitivnim Ca*™ kanalima, ali ne i sa
GABAA receptorima (Kubota i sar., 1999a; Nelson i sar., 2002). Sa druge strane, non-
NMDA mehanizam ketamina se ostvaruje kroz povec¢ano oslobadanje noradrenalina i
acetilholina, dok pentobarbital nema taj efekat (Sato i sar., 1996; Kubota i sar., 1999a,
1999b). Karakteristicno povecano oslobadanje noradrenalina nakon ketaminske
anestezije moze takode doprineti pojavi psthomimetskih efekata kao Sto su Zivi snovi,
agitacija i iluzije (Kubota i sar., 1999b). Generalno, antagonizam NMDA ili aktivacija
GABAA receptora su mesta delovanja kada je re¢ o ulasku u op$tu anesteziju (Bovil,
1997). Dok kora velikog mozga predstavlja mesto delovanja opste anestezije (Spasic i
sar., 2011a, 2011b), medijalna prefrontalna kora predstavlja najvazniju strukturu za
manifestaciju emocionalnog ponaSanja (Korf'i sar., 1973).

Sa druge strane, postoje eksperimentalni dokazi koji ukazuju da opsti anestetici
koji aktiviraju GABAA receptore, poput propofola i pentobarbitala, ne izazivaju sedaciju
putem generalizovane inhibicije, ve¢ putem aktiviranja endogenog puta za regulaciju
spavanja, posebno u hipotalamusu, tac¢nije u tuberomamilarnom jedru (Nelson 1 sar.,

2002). Eksperimentalna studija u kojoj je poreden efekat dva GABAg agonista na
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ponasanje, EEG i spavanje dokazala je da jedino baklofen konsoliduje spavanje i dovodi

do pojave delta talasa u EEG-u (Hodor i sar., 2015).

5.2. Uticaj ketamin/diazepam i pentobarbital opste anestezije operativnog nivoa na
arhitekturu spavanja i EEG mikrostrukturu senzomotorne kore u pacova sa

bilateralnom lezijom PPT jedra

Opsta anestezija operativnog nivoa indukovana 1 ketamin/diazepamom i
pentobarbitalom je imala dugotrajan supresivan efekat na poreme¢aj NREM EEG
mikrostrukture senzomotorne kore, koji je uzrokovan samom lezijom PPT jedra (Slika
4.10.). Naime, oba anestetika su ponistila povecanje teta amplitude izazvano PPT
lezijom. Pored toga, ketamin/diazepam anestezija je smanjila PPT lezijom povecéanu
EEG beta (Slike 4.10. i 4.12.), dok je pentobarbital anestezija smanjila PPT lezijom
povecanu EEG sigma relativnu amplitudu (Slika 4.10.). Nasuprot izmenama u NREM
EEG mikrostrukturi nakon anestezije, oba anestetika su povecala REM teta amplitudu u
pacova sa PPT lezijom 6 dana nakon anestezije (Slike 4.11. 1 4.12.).

Prethodne studije su dokazale da bilateralna lezija PPT jedra (eksperimentalni
model tezeg oblika holinergicke neuropatologije PB) nije promenila arhitekturu
spavanja, ali je izmenila strukturu prelaznih stanja i EEG mikrostrukturu svih faza
spavanja (Petrovic i sar. 2013a). Bilateralna PPT lezija je u periodu od 5 nedelja
izazvala povecanje broja budnost/REM i REM/budnost prelaza, koji je bio pracen
smanjenjem broja NREM/REM i REM/NREM prelaza od 28 dana. Takode bilateralna
lezija PPT jedra je izazvala povecéanje beta relativne amplitude u toku budnosti, NREM
i REM faze spavanja, kao i povecanje gama amplitude u toku REM spavanja, koje je
bilo istovremeno pra¢eno smanjenjem delta relativne amplitude u toku budnosti i
NREM stanja (Petrovic 1 sar., 2013a). Pored povecane kortikalne aktivacije tokom svih
faza spavanja, bilateralna PPT lezija je dodatno uslovila izdvajanje dva razli¢ita REM
stanja i promenila kontrolu dorzalne vratne muskulature (Petrovic i sar., 2014). Svi ovi
poremecaji spavanja bili su izazvani holinergickim deficitom PPT jedra ve¢im od 23,33
+ 10,03% sa svake strane mozga kroz njegovu celokupnu rostro-kaudalnu dimenziju
(Petrovic i sar., 2013a, 2013b, 2014).

Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da je deficit holinergi¢kih

neurona u pacova koji su anestezirani pentobarbitalom bio ve¢i od 20,76 + 2,39%, dok
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je u pacova koji su anestezirani ketamin/diazepamom bio ve¢i od 22,25 + 2,89% sa
svake strane mozga i u celoj rostro-kaudalnoj dimenziji PPT jedra (Slika 4.1.). Treba
napomenuti da u ovoj studiji holinergicki deficit nije pracen kroz medio-lateralnu ve¢
samo kroz rostro-kaudalnu dimenziju.

Istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji su po prvi put pokazala da oba
anestetika dugotrajno smanjuju NREM teta amplitudu, ali poveéavaju REM teta
amplitudu nakon anestezije u pacova sa deficitom holinergi¢kih neurona PPT jedra
(eksperimentalni model tezeg oblika holinergi¢ke neuropatologije PB).

Ovi rezultati su ukazali na klju¢nu ulogu neurohemijske osnove regulacije
NREM i REM spavanja u holinergickoj kontroli EEG teta amplitude. Naime, ove
inverzne promene teta amplitude, zavisne od faze spavanja, nastaju verovatno zbog
prirodnog smanjenja aktivnosti monoaminergickih neurona od budnosti ka NREM
spavanju, sve do REM faze spavanja kada su ovi neuroni skoro neaktivni (Aston—Jones
i Bloom, 1981; Leonard i Llinas, 1994). U toku REM spavanja, odnosno u toku
,monoaminske tisine”, oslabljena holinergicka kontrola iz PPT jedra je kljuéni
mehanizam odlozenog povecanja teta relativne amplitude 6 dana nakon obe opste
anestezije. U toku NREM spavanja (kada je prirodno prisutna visoka aktivnost
monoaminergi¢kih neurona, dok je nivo aktivnosti holinergickih neurona PPT jedra
nizak), gubitak holinergickih neurona PPT jedra dovodi do trenutnog i dugotrajnog pada
teta amplitude nakon obe anestezije. Pored toga, nasuprot pentobarbital anesteziji, koja
je neodlozno 1 dugotrajno dovela do smanjenja NREM sigma relativne amplitude,
ketamin/diazepam anestezija je neodlozno i dugotrajno dovela do smanjenja NREM

beta relativne amplitude u PPT leziji.

5.3. Poremecaj REM spavanja u motornoj kori nakon op$te ketamin/diazepam i
pentobarbital anestezije operativnog nivoa kod fizioloSkih kontrola i bilateralne

lezije PPT jedra

Pored razli¢ite EEG mikrostrukture motorne kore fizioloSkih kontrola u toku
stabilne ketamin/diazepam i pentobarbital anestezije, rezultati ove doktorske disertacije
su ukazali na razli¢it uticaj ovih anestetika na REM spavanje nakon anestezije. U
odnosu na pentobarbital anesteziju, ketamin/diazepam anestezija je prouzrokovala

dugotrajno REM1 stanje, odnosno REM stanje sa visim tonusom misi¢a (Slika 4.13. B,
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C). lako su obe anestezije produzile trajanje REM spavanja nakon anestezije, jedino je
ketamin/diazepam anestezija konzistentno produzila REM1 stanje (Tabela 1). Do
produzenja REMI1 stanja najpre je doSlo na racun povecanja broja REMI1 epizoda
(nakon 48 sati), a zatim zbog povecanja broja produzenih REMI1 epizoda (nakon 6
dana) (Tabela 1; Slika 4.14. A). Sve ove dugotrajne promene REM spavanja kod
fizioloskih kontrola nakon ketamin/diazepam anestezije istovremeno su pracene
povecanjem broja skracenih NREM epizoda. Pored toga, broj REM2 epizoda se nije
menjao, ali se njihovo trajanje skratilo 6 dana nakon ketamin/diazepam anestezije
(Tabelal; Slika 4.14. A).

Mnoge studije su pokazale da se u prvoj nedelji, odnosno u periodu od dva do
Cetiri dana nakon operativnog zahvata, celokupno no¢no spavanje znacajno skracuje.
Ovo skracenje nastaje kao posledica skoro potpune eliminacije REM spavanja, koje je
pra¢eno znacajnim skrac¢enjem sporotalasnog NREM spavanja i poveéanjem drugog
stadijuma NREM spavanja (Knill i sar., 1990; Rosenberg i sar., 1994; Rosenberg,
2001). Nakon toga, REM spavanje se ponovo javlja, i to vece gustine i duzeg trajanja
kod vecine pacijenata (Rosenberg i sar., 1994). Ovako izmenjeno REM spavanje
prvenstveno nastaje kao posledica produzenja pojedinacnih epizoda pre nego povecanja
broja REM epizoda (Knill i1 sar., 1990). Postoperativni poremec¢aj REM spavanja
(,,LREM rebound”), koji generalno predstavlja stanje poja¢ane simpati¢ke aktivacije, je
takode izvor fizioloskog stresa, koji doprinosi pojavi odredenih kasnih postoperativnih
komplikacija, koje su od izuzetne klinicke vaznosti (Knill i sar., 1990; Rosenberg,
2001).

Obzirom da su i ketamin/diazepam i pentobarbital anestezija ve¢ nakon 48 sati
produzile trajanje REM faze spavanja u motornoj kori, i to usled povecanja broja REM1
epizoda (Tabela 1; Slika 4.14.), ovu izmenu dinamike REM epizoda mozemo pripisati
GABAA efektu obe anestezije. Sa druge strane, dugotrajno produzenje REM1 stanja
nakon ketamin/diazepam anestezije, najpre usled porasta broja REM1 epizoda, a kasnije
zbog porasta broja REM1 epizoda duzeg trajanja, praceno skracenjem REM2 epizoda
(Tabela 1; Slika 4.14.), moglo bi se pripisati NMDA efektu ketamina.

Dugotrajne promene u EEG mikrostrukturi celokupnog REM stanja, kao i
REM2 stanja (REM sa atonijom) fizioloskih kontrola, su bile istovetne nakon obe

anestezije: u toku celokupnog REM stanja doslo je do povecanja delta i pada beta
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relativnih amplituda 6 dana nakon anestezije, istovremeno sa povecanjem delta
amplitude u REM2 stanju (Slike 4.15, 4.16. i 4.17.). Stabilno produzenje REM1 stanja
nakon ketamin/diazepam anestezije (Tabela 1.) nisu pratile izmene u REM1 EEG
mikrostrukturi motorne kore fizioloskih kontrola u narednih 6 dana posle anestezije
(Slike 4.15. i 4.17. A). Nasuprot tome, privremeno produzeno REMI1 stanje nakon
pentobarbital anestezije bilo je praéeno dugotrajnim promenama u REM1 EEG
mikrostrukturi motorne kore. Promene u REM1 EEG mikrostrukturi su se dominantno
iskazale kao povecanje teta amplitude praceno padom beta amplitude, 6 dana nakon
anestezije (Slike 4.16. 1 4.17. B).

lako su inverzne promene teta amplitude u senzomotornoj kori nakon obe
anestezije, koje su zavisne od faze spavanja, ukazale na klju¢nu ulogu neurohemijske
regulacije NREM i REM spavanja u holinergickoj kontroli EEG teta amplitude (Slike
4.10. i 4.11.), prvenstveno zbog prirodne, stanjem-zavisne razlike u aktivnosti
monoaminergickih neurona (Lazic i sar., 2015), analiza EEG mikrostrukture motorne
kore kod fizioloskih kontrola je pokazala da je jedino pentobarbital anestezija povecala
teta amplitudu nakon anestezije, i to samo u toku REM1 faze spavanja (Slika 4.16.).
Ovi rezultati su u skladu sa eksperimentalnim dokazima koji govore o topografski
specifiénim promenama u arhitekturi spavanja, EEG mikrostrukturi svih faza spavanja i
strukturi prelaznih stanja u poredenju senzomotorne i motorne kore, kako kod
fizioloskih kontrola, tako i u funkcionalno razli¢itim poremecajima holinergicke
inervacije (Petrovic i sar., 2013a, 2013b; Saponjic i sar., 2013). Naime, permanentno
veca teta amplituda je dokazana poredenjem motorne i senzomotorne kore kod pacova,
kako u fizioloSkim tako 1 u patoloskim stanjima mozga, kroz sve faze spavanja
(Saponjic i sar., 2013).

Brojni eksperimentalni rezultati govore u prilog specifi¢ne topografije spavanja.
Bilateralna lezija PPT jedra dovodi do pojave dva razli¢ita REM stanja, naroCito U
motornoj kori (Petrovic i sar., 2014). Pored toga, starenje prouzrokuje promene kontrole
vratnih misica u toku spavanja iz senzomotorne i motorne kore, kako kod kontrolnih
(Ciric i sar., 2015), tako i kod pacova sa razlicitim holinergickim neuropatologijama
(Ciric i sar., 2016).

Rezultati ove doktorske disertacije pokazali su da je ketamin/diazepam

anestezija prouzrokovala viSe promena u EEG mikrostrukturi senzomotorne kore,
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zajedno sa ozbiljnim poremecajem obrasca disanja (Lazic i sar., 2015). Medutim,
jednako vreme potrebno za uspostavljanje stabilnog stanja anestezije, kao i dugotrajni
suprimirajuc¢i efekti na poremecaje spavanja nakon anestezije U eksperimentalnom
modelu holinergi¢ke neuropatologije PB ukazuju da je ovaj anestetik potencijalno
povoljniji za ulazak u anesteziju i sa povoljnijim efektom na spavanje nakon operativnih
zahvata kod starih pacijenata, kao i pacijenta obolelih od Parkinsonove i Alchajmerove
bolesti (Lazic i sar., 2015).

Takode, u ovoj doktorskoj disertaciji je pokazan suprimiraju¢i efekat
pentobarbital anestezije na povecan broj prelaza NREM/REM/NREM nakon anestezije,
uzrokovanih bilateralnom lezijom PPT jedra, nasuprot ketamin/diazepam anesteziji
(Lazic i sar., 2017).

Pored toga i ketamin/diazepam 1 pentobarbital anestezija su ponistile efekat
lezije PPT jedra na EEG mikrostrukturu u toku REM spavanja (smanjena teta
amplituda) koji je bio prisutan pre uvodenja u anesteziju (Slika 4.18.). Obe anestezije su
izazvale povecanje teta amplitude u toku REM spavanja. Ovaj efekat se javio ve¢ 48 h
nakon ketamin/diazepam anestezije i bio je dugotrajan, dok se ovaj isti efekat nakon
pentobarbital anestezije javio kasnije, odnosno tek nakon 6 dana.

Ipak, u ovu studiju nije bila ukljucena ledirana grupa sa kontrolnim tretmanom
(bez anestetika), s toga se ne moze sa apsolutnom sigurnos$cu isklju¢iti mogucnost da je
povecanje REM teta amplitude nakon anestezije posledica spontanog oporavka.
Medutim, nasa prethodna istrazivanja su pokazala da teta amplituda pada u toku REM
spavanja 21 dan nakon bilateralne lezije PPT jedra, narocito u motornoj kori (Petrovic
2013b). Takode, postoje dokazi da nema progresije holinergickog deficita u periodu od
14 do 91 dan nakon -ekscitotoksi¢ne bilateralne lezije PPT jedra izazvane
mikroinfuzijom ibotenic¢ne kiseline (Ciric i sar., 2016). Medutim, treba napomenuti da
su svi rezultati bilateralne lezije PPT jedra poredeni sa fizioloskom kontrolom, obzirom
da prethodne studije (Petrovic i sar., 2013a; Saponjic i sar., 2013) nisu pokazale razlike
izmedu laznih lezija i fizioloskih kontrola na funkcionalnom nivou (arhitektura
spavanja, EEG mikrostruktura) 14 dana nakon mikroinfuzije rastvaraca (100 nl 0,1 M
PBS). Takode, u ovoj studiji nije prac¢en uticaj mehanicke lezije na ¢elijskom nivou, kao
posledica proboda mikroinfuzione igle u PPT jedro, a mikroinfuzija rastvaraca nije

pokazala efekte na funkcionalnom nivou (Petrovic i sar., 2013a; Saponjic i sar., 2013).
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Svi navedeni dokazi, zajedno sa razultatima ove doktorske disertacije, ukazuju
da ponistavanje razlike u REM teta amplitudi 48 h (ketamin/diazepam) i 6 dana
(pentobarbital) nakon anestezije kod PPT lezije, predstavljaju uticaj anestezije.
Dokazani suprimirajuci efekat ketamin/diazepam anestezije na izmene u teta amplitudi
za vreme REM faze spavanja, koje su izazvane lezijom PPT jedra (smanjenje teta
amplitude), paralelno sa jednakim vremenom potrebnim za uspostavljanje stabilne
anestezije kod pacova sa bilateralnom lezijom PPT jedra i fizioloskih kontrola, govori u
prilog da ova anestezija moze biti anestezija izbora za uvodenje u anesteziju kao i za
postoperativno REM spavanje u odnosu na pentobarbital anesteziju u bolestima
vezanim za holinergi¢ku neuropatologiju PPT jedra kao $to je PB (Lazic i sar., 2017).

Ipak, rezultati ove doktorske disertacije su takode pokazali da pentobarbital
anestezija ima mnogo povoljnije dejstvo na REM fazu spavanja nakon anestezije u
motornoj kori, kako kod fizioloskih kontrola, tako i u eksperimentalnom modelu
holinergic¢ke neuropatologije Parkinsonove bolesti na osnovu:

- dugotrajnih poremecaja REM faze spavanja i strukture prelaznih stanja kod fizioloSkih
kontrola koje izaziva ketamin/diazepam anestezija;

- suprimiraju¢ih efekta obe anestezije operativhog nivoa na produzenu REM/REM1
fazu spavanja i poremecaj EEG mikrostrukture za vreme REM faze spavanja kod
bilateralne lezije PPT jedra;

- suprimirajuceg efekta pentobarbital anestezije na povecani broj NREM/REM/NREM

prelaza, uzrokovanih lezijom PPT jedra.
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6. Zakljucci
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Na osnovu zadatih ciljeva i dobijenih rezultata ove doktorske disertacije
mozemo izvuéi sledece zakljucke o uticaju ketamin/diazepam i pentobarbital opste
anestezije operativnog nivoa na EEG mikrostrukturu i obrazac disanja u toku same
anestezije, kao 1 na promene spavanja nakon anestezije, kako kod fizioloskih kontrola
tako i u eksperimentalnom modelu holinergicke neuropatologije PB (pacovi sa

bilateralnom lezijom PPT jedra):

o Vreme neophodno za uspostavljanje stabilne pentobarbital anestezije
operativnog nivoa bilo je znacajno produzeno u pacova sa bilateralnom lezijom PPT
jedra;

o Pentobarbital anestezija nije izmenila EEG mikrostrukturu motorne kore ali je
dovela do smanjenja gama relativne amplitude u senzomotornoj kori kod pacova sa

bilateralnom lezijom PPT jedra;

o Stabilnu pentobarbital anesteziju operativnog nivoa karakterisao je iskljucivo
eupneji¢ni respiratorni obrazac. Ova anestezija je smanjila broj stabilno produzenih
eupneji¢nih respiratornih ciklusa, usled produzenja trajanja ekspiratorne faze

respiratornog ciklusa, kod pacova sa bilateralnom lezijom PPT jedra;

o Stabilna ketamin/diazepam anestezija operativnog nivoa je izazvala ozbiljan
poremeéaj EEG mikrostrukture i motorne i senzomotorne kore u toku anestezije.
Naime, ova anestezija je povecala relativne amplitude niskih (delta i teta u
senzomotornoj kori, odn. samo delta relativna amplituda u motornoj kori) i smanjila
relativne amplitude visih (sigma i beta u senzomotornoj kori, odn. samo beta relativna
amplituda u motornoj kori) frekventnih opsega u eksperimentalnom modelu

holinergicke neuropatologije PB;

o Ketamin/diazepam anestezija je daleko vise uticala na respiratorni obrazac u
odnosu na pentobarbital anesteziju kod pacova sa bilateralnom lezijom PPT jedra.
Stabilna ketamin/diazepam anestezija operativnog nivoa je izazvala veoma ozbiljan
poremecaj respiratornog obrasca koji se karakterisao povecanim brojem apneustickih
bradipneja/apneja respiratornih ciklusa kraceg trajanja, usled skracivanja obe faze
respiratornog ciklusa (inspirijum i ekspirijum). Pored toga, ova anestezija je uslovila

pojavu uzdaha u respiratornom obrascu, kako kod kontrolnih, tako i kod pacova sa
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lezijom PPT jedra. Respiratorni ciklusi uzdaha su takode bili skracenog trajanja, usled

skracenja i inspirijuma i ekspirijuma, kod pacova sa lezijom PPT jedra;

o Oba rezima opSte anestezije su imala dugotrajne suprimirajuce efekte (od 48 h
do 6 dana nakon anestezije) na poremec¢aj EEG mikrostrukture senzomotorne kore za
vreme NREM faze spavanja, koji je bio uzrokovan lezijom PPT jedra. Dok je
ketamin/diazepam anestezija suprimirala povecane EEG beta i teta, pentobarbital
anestezija je suprimirala pove¢ane EEG sigma i teta relativne amplitude, prouzrokovane

lezijom PPT jedra;

o Iako su oba rezima opste anestezije smanjila EEG teta amplitudu senzomotorne
kore u toku NREM faze spavanja nakon anestezije, njihov efekat na teta amplitudu je
bio inverzan u toku REM faze spavanja, 6 dana nakon anestezije (povecanje EEG teta

amplitude), u modelu holinergic¢ke neuropatologije PB;

o Ketamin/diazepam opsta anestezija je nakon anestezije dugotrajno produzila
REM stanje sa veé¢im tonusom misi¢a U motornoj kori fizioloskih kontrola, usled

povecéanja broja duzih REM1 epizoda;

o Ketamin/diazepam opsta anestezija je nakon anestezije povecala broj svih
prelaznih stanja u motornoj kori kod fizioloskih kontrola. Pored toga, zajednicki i
dugotrajni efekat oba rezima opSte anestezije u fizioloskih kontrola se iskazao kao
porast broja budnost/NREM/budnost i budnost/REM/budnost prelaza;

o lako je pentobarbital anestezija samo privremeno produzila REM1 fazu spavanja
u motornoj kori fizioloskih kontrola (48 h nakon anestezije), EEG mikrostruktura ove
faze spavanja je bila dugotrajno izmenjena, i ogledala se u povecéanju teta i smanjenju

beta amplitude;

o Oba rezima opS$te anestezije su U motornoj kori kod fizioloskih kontrola
dugotrajno izmenile EEG mikrostrukturu (povecanje delta i smanjenje beta relativnih
amplituda) celokupnog REM stanja, kao i REM stanja sa atonijom (povecanje delta

relativne amplitude);
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. Oba rezima opste anestezije su ve¢ nakon 48 h dugotrajno ponistila Sve promene
arhitekture spavanja kao i dinamike epizoda svih faza spavanja u motornoj kori, koje su

bile prouzrokovane lezijom PPT jedra;

o Pentobarbital anestezija je pored suprimiranja efekata lezije PPT jedra na
strukturu prelaznih stanja u motornoj kori (smanjenje broja NREM/REM/NREM
prelaza) smanjila i broj budnost/REM/budnost prelaza;

o Oba rezima opSte anestezije Su poniStila efekat lezije PPT jedra na EEG
mikrostrukturu motorne kore u toku REM faze spavanja, nakon anestezije, tj. povecala

su lezijom smanjenu teta amplitudu.

Rezultati ove doktorske disertacije pokazali su da je ketamin/diazepam
anestezija operativnog nivoa izazvala ozbiljan poremecaj respiratornog obrasca i EEG
mikrostrukture tokom anestezije. Medutim, jednako vreme potrebno za uspostavljanje
stabilne anestezije operativnog nivoa u pacova sa bilateralnom lezijom PPT jedra, kao i
dugotrajni suprimiraju¢i efekti na povecanu NREM beta i teta amplitudu
(elektrofizioloski markeri deficita holinergickih neurona PPT jedra) nakon anestezije,
ukazuju da je ova anestezija povoljniji izbor za uvod u anesteziju kao i za
postoperativnu NREM fazu spavanja kod gerijatrijskih pacijenata, i pacijenata obolelih

od Parkinsonove i Alchajmerove bolesti.

Takode, rezultati ove doktorske disertacije pokazali su da je pentobarbital
anestezija povoljniji izbor za postoperativnhu REM fazu spavanja, kako kod fizioloskih
kontrola, tako i u eksperimentalnom modelu holinergicke neuropatologije Parkinsonove
bolesti na osnovu: dugotrajnih poremecaja REM faze spavanja i strukture prelaznih
stanja kod fizioloskih kontrola, koje izaziva ketamin/diazepam anestezija;
suprimirajucih efekata obe anestezije operativnog nivoa na produzenu REM/REM1 fazu
spavanja i poremec¢aj EEG mikrostrukture za vreme REM faze spavanja kod bilateralne
lezije PPT jedra; suprimiraju¢eg efekata pentobarbital anestezije na povecani broj
NREM/REM/NREM prelaza, uzrokovanih lezijom PPT jedra; kao i na osnovu EEG
mikrostrukture tokom stabilne pentobarbital anestezije, koja se ne razlikuje izmedu

fizioloskih kontrola i pacova sa lezijom PPT jedra.
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UsjaBa o ayTopcTBY

Vme n npesume aytopa KatapuHa b. Jlasuh

bpoj nHaekca 53034/2011

UsjaBrbyjem
[a je JOKTOpCKa AucepTaumja noa HacrnosoMm

YTuuaj onwite aHecTesvje Ha cnaBake Yy eKCnepuMEHTANHOM MOAENY XONUHEPruyke
HeyponaTonoruje [MapkMHcoHoBe 6onectn — Moryhnv  pusuuUm  NocTonepaTuBHOr
onopaBka

e pe3ynTtaTt CONCTBEHOr UCTpaXXmnBadkor pana,

e [a aucepTauuja y UENvHM HU Y AenoBMMa Huje buna npeanoxeHa 3a cTuuame
Apyre avnsiioMe npema CTyAujCKMM nporpaMmuma ApYrnx BUCOKOLLKOSCKMX
yCTaHOBa;

e [a cy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBeAEHU U

e [la HMCaM KpLiMo/rna ayTopcka npaBa W KOPUCTWUO/Ma WHTENeKTyanHy CBOjUHY
ApYyrux nuua.

MoTtnuc aytopa

Y Beorpagy, _16.05.2017.
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U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Vme n npesume aytopa KatapuHa b. Jlasuh

bpoj nHaekca 53034/2011

Cryavjcku nporpam _ Buonoruja

Hacnos paga __YTuuaj onwite aHecTesunje Ha cnaBake Y eKCnepuMeHTanHoM mogeny
XONIMHeprmyke Heyponartonorvje [lapknHcoHoBe 6onectn — Moryhu  pusnum
nocrtonepaTMBHOI onopaskKa

MeHTOp ap JacHa Wanowwuh, npod. Maene AHRyc

W3jaBrbyjem ga je wramnaHa Beps3vja MO LOKTOPCKOr pada MCTOBETHA €fEKTPOHCKO)
BEpP3ujU KOjy cam npefao/na pagun noxpaweHa y OurutanHom penosnTopujymy
YHuBep3uTteTa y Beorpangy.

[o3sBorbaBam ga ce objaBe MOjM NMYHM nodaunm BesaHu 3a gobujarbe akagemckor
Ha3nBa 4OKTOpa Hayka, Kao LTO Cy UMe 1 npe3nme, roguHa n Mecto pohewa un gatym
ogbpaHe paga.

OBM nUYHM nodauM Mory ce o006jaBUTM Ha MPEXHUMM CTpaHuuama aAurutanHe
H6nbnunoTeke, y €NEKTPOHCKOM KaTarnory 1y nybnvkauvjama YHuepauteta y beorpaay.

MNMoTtnuc aytopa

Y Beorpagy, 16.05.2017.
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UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBepauTeTcky 6ubnunoteky ,CBeTto3ap MapkoBuh® ga y OurutanHu
peno3uTopujym YHuBepsuTeTa y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AucepTtauujy nopg
HacrnoBomMm:

YTunuaj onwte aHecTtesnje Ha crnaBaw€ Y eKCrnepuMeHTanHOM MoAdeny XOJIMHEepruyke
Heyponatonornje [lapkuHcoHoBe 6Gonect — Moryhn pusvum  nocronepaTuBHOr
onopaska

Koja je Moje ayTopcKo geno.

IuncepTaumjy ca cBuM npunosmma npegao/na cam y enekTpoHckoM dopmarty norogHom
3a TpajHO apxuBMpat-e.

Mojy AOOKTOpCKY AucepTauujy noxpaweHy y [OurutanHom  peno3ntopujymy
YHuBepauTeTa y beorpagy v JOCTynHY Y OTBOPEHOM MPUCTYNYy MOry Aa KOpUCTe CBU
Koju nowTyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeaTtusHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4duno/na.

1. AytopctBo (CC BY)

2. AytopcTtBO — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
@AyTopCTBo — HekoMepuumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMeEpUUjarnHo — agenutn nog uctum ycrnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AytopctBo — aenutu nog uctum ycnosmma (CC BY-SA)

(Monumo ga 3aoKpyxXute camo jefqHy o WeCT NoHyHeHnX nuueHum.
KpaTak onuc nuueHum je cactaBHu 4e0 OBe 13jaBe).

MoTnuc aytopa

Y Beorpagay, 16.05.2017.
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1. AytopcTtBOo. [l0o3BO/baBaTe yMHOXaBake, OUCTPUOYLMjy M jaBHO caomniluTaBawe
jena, n npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauyuH ofdpeheH of cTpaHe aytopa
unu gaesaoua nuueHue, Yak 1y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuja og CBUX
nuueHUMW.

2. AyTopcTBO — HeKoMepuujanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUbyuujy u
jaBHO caonwTaBawe Aena, v npepage, ako ce HaBeae UMe ayTopa Ha HauuH oapeheH
o[ CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nueHua He [03BobaBa koMepLuujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTOpCcTBO — HeKomepuujanHo — 6e3 npepapga. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBahe,
ANCTpnbyunjy M jaBHO caonwTaBawe paena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa WNn
ynoTpebe gena y cBOM geny, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HavvH ogpeheH of
CcTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He 003BOSbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby Aena. Y ogHOCy Ha cBe ocTane nuueHue, OBOM MULEHLOM ce orpaHuvaBa
Hajsehun o61M npaBa kopuwwhewa gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepuMjanHo — A4enuTu nog UCTUM ycrnoBuma. [lo3sorbaBaTe
YMHOXaBak-€e, AUCTpunbyLMjy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBeae
MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH oA CTpaHe ayTopa Wnu daBaoua fuUeHLe M ako ce
npepaga AuCTpuOyupa nog WCTOM UMM CiMYHOM nvueHuom. OBa nuueHua He
[103BOSbaBa komepuujanHy ynotpeby aena u npepaga.

5. AytopcTBo — 6e3 npepapa. [Jo3BosbaBate YMHOXaBakwe, OUCTpUOyuunjy 1 jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara unu ynotpebe genay cBom geny,
aKo ce HaBege VMMe ayTopa Ha HauvH ogpefheH of CTpaHe ayTopa unu gaeaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BorbaBa kKoMepuumjanHiy ynotpedy aena.

6. AyTOpCTBO — pOenutM noa MUCTUM ycroBuma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBahe,
ANcTpnbyumjy 1 jaBHO caoniwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce Hasee MMme aytopa Ha
HauuH oapefeH o4 cTpaHe ayTopa WnvM JaBaoua NuUuUeHue U ako ce npepaga
anctpnbympa nog WMCTOM UM cnuyHOM nuvueHuom. OBa nuvueHua [03BOrbaBa
koMmepuujanHy ynotpeby gena v npepaga. CnuyHa je codpTBEpCKMM nuueHuama,
O[HOCHO NunLeHuamMa OTBOPEeHOr Koaa.





