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1. uvoD

1.1. Izvantjelesna membranska oksigenacija (engl. Extra Corporeal Membrane
Oxygenation, ECMO)

Izvantjelesna membranska oksigenacija (engl. Extra Corporeal Membrane Oxygenation, dalje u
tekstu ECMO) je postupak koji omogucuje privremenu mehanicku cirkulaciju i osigurava
bolesnicima s neadekvatnim radom pluca 1/ili srca respiratornu potporu. Njime se spasavaju Zivoti
u kriti¢noj fazi kada konvencionalno lijecenje visSe nema rezultata. Glavna svrha primjene ECMO-
a je potpora u odrzavanju hemodinamske i respiracijske stabilnosti pacijenta. Indikacije za
uvodenje ECMO potpore su najé¢es¢e kod visokorizi¢nih zahvata na sr¢anim krvnim zilama, nakon
kardiopulmonalne reanimacije te kao potpora do ugradnje mehanickih cirkulacijskih uredaja ili
transplantacije organa. ECMO sustavom se ne lijei osnovna bolest, ve¢ se omogucava
osiguravanje zadovoljavajuce opskrbe tkiva kisikom i uklanjanje ugljikovog dioksida kao
produkta metabolizma.

1.1.1. Povijesni razvoj ECMO potpore

Godine 1971. zabiljezena je prva uspjeSno primijenjena ECMO potpora, a postavljena je pacijentu
s traumatskim ARDS-om. Samo cetiri godine kasnije torakalni kirurg dr. Barlett u Americi
uspjesno primjenjuje ECMO postupak na novorodencetu u sluCaju postporodajne aspiracije

mekonija (1).

Godine 1979. Kolobow i Gattinoni prvi puta opisuju upotrebu ECMO sustava u svrhu uklanjanja
ugljicnog dioksida iz krvi. Nacionalni institut za srce, pluca i krv (National Heart, Lung and Blood
Institute) u Sjedinjenim Americkim Drzavama 1979. godine objavljuje prvu studiju o u¢inkovitosti
izvantjelesne potpore kod pacijenata s respiratornim zatajenjem. Rezultati su bili takvi da se desio
privremeni prestanak primjene ECMO podrske u klini¢koj praksi ve¢ine bolnica jer 90% ispitanika
nije imalo pozitivan ishod. Vrlo malen broj kliniara se odlu¢ivao za provodenje ove metode
lijecenja kod odraslih, dok je kod djecje populacije ostao u primjeni kod lije€enja respiratornih

smetnji (2).



Do pojave pandemije gripe HIN1 2009. godine vrlo je malen broj ljudi lije¢en ECMO potporom,
a nakon objave rezultata CESAR ponovno raste interes (3).

Godine 1989. osniva se ELSO udruZenje (Extracorporeal Life Support Organizations) koje djeluje
do danas s vise od 5000 bolnickih centara uklju¢enih u primjenu ECMO lijecenja (4).

1.1.2. Osnovni dijelovi ECMO sustava

Osnovni dijelovi ECMO sustava su membranski oksigenator koji vrSi izmjenu plinova,
centrifugalna pumpa koja pokrece ekstrakorporalni protok, cijevi i kanile pomocu kojih se pacijent

spaja na izvantjelesnu cirkulaciju, mjesac plinova 1 grijaca jedinica.

Izmjena plinova koja ovisi o protoku krvi, brzini protoka zraka i koncentraciji kisika odvija se u
oksigenatoru i ne ovisi o bolesnikovoj nativnoj sr¢anoj i pluénoj funkciji niti o postavkama na
mehanickom ventilatoru. Brzina protoka krvi i koncentracija kisika koji ulazi u oksigenator
dominantno odreduje razinu kisika koji se isporucuje iz oksigenatora, a brzina protoka kisika
odreduje razinu uglji¢nog dioksida. U pocetku su membrane oksigenatora bile napravljene od
polietilena, dok su danasnje silikonske. Membrana sadrzi milijune mikropora koje su izgradene od
vlakana hidrofobnih polimera kroz ¢iji lumen tece kisik, dok oko njih protjece krv. Ovim nac¢inom
se krv ne mijesa s plinovima. Difuzija i prijenos plinova kroz membranu oksigenatora oVisi 0
povrsini membrane 1 karakteristikama hidrofobnih vlakana, kao i o visini protoka krvi koja ulazi
u oksigenator te brzini protoka kisika kroz oksigenator. U novije vrijeme membrane se izraduju
od polimetilpentenskih Supljih vlakana koja pruzaju mogucnost bolje oksigenacije krvi na manjoj
povrSini. Glavni cilj u izradi dijelova ECMO sustava je proizvesti dijelove sa §to manjom
povrSinom i velikom ucinkovito$¢u i1 ujedno omoguciti visoku kompatibilnost s krvlju kako bi se
izbjegle komplikacije koagulacijskog i imunoloskog odgovora. Iskustva s polimetilpentenskim
oksigenatorima ustanovili su efikasnost u oksigenaciji s ogranicenim upalnim procesima 1

smanjenim potrebama za transfuzijom (5).

Ispod oksigenatora smjestena je centrifugalna pumpa pomocu koje se krv dovodnim linijama
usmjerava u oksigenator. Novije pumpe imaju nisku razinu stvaranja hemolize i male su

zapremine. Kod duzeg koristenja, zbog velike turbulencije krvi tijekom protoka kroz pumpu,
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moguci je nastanak hemolize. Prema istrazivanjima, do hemolize moze do¢i i zbog stvaranja mikro
mjehurica zraka razvojem visokog negativnog tlaka u dovodnoj liniji (6). Stagnacija i zagrijavanje
krviu centrifugalnoj pumpi mogu dovesti do nastanka tromba. Uzroci stagnacije krvi su najcesce

nizak protok ili zacepljenje odvodne linije (6, 7).

Drenaza ili odvodna linija odvodi oksigeniranu krv iz oksigenatora, a spaja se na arterijsku

(odvodnu) kanilu koja izlazi iz izabrane arterije ili ascendentne aorte, ovisno 0 ECMO potpori.

Elektronski mjesa¢ plinova je uredaj koji daje odredeni postotak u oksigenator i1 Zeljenu brzinu
protoka kisika. Cijevima je spojen na regulator kisika i komprimiranog zraka u konzoli te je s cijevi
takoder spojen na oksigenator. Interna baterija, kada je potpuno puna, omogucava rad mjeSaca
plinova do 5 sati. Grijaca jedinica kontrolira bolesnikovu temperaturu grijuéi ili hlade¢i krv koja

prolazi kroz oksigenator.
1.1.3. Oblici ECMO potpore
ECMO potpora moze biti konfigurirana na dva nacina:

e veno- arterijska (VA),

e veno-venska (VV).

VA ECMO dizajniran je tako da uzima vensku krv preko centralne vene, izmjenjuju se plinovi
putem oksigenatora i krv se vraca u tijelo kroz kanilu u arterijski sustav. Uz respiratornu, pacijentu
pruza i hemodinamsku potporu. VA ECMO se primjenjuje kod zatajenja srca /ili srca i plu¢a. VA
ECMO je oblik privremene mehanicke cirkulacijske potpore i istovremene oksigenacije kod

akutnih kardiorespiratornih zatajenja (8).

VV ECMO obavlja izmjenu plinova i povratak krvi u venski sustav bez hemodinamske podrske.

Koristi se kod bolesnika s izoliranim plué¢nim zatajenjem, ali s o¢uvanom sréanom funkcijom (9).

1.1.4. Komplikacije ECMO sustava

S obzirom na invazivnost i brojne nefizioloske karakteristike kao §to su nepulzativni krvotok,
hemodilucija, dilucija faktora koagulacije, hemoliza i aktivacija sistemskog upalnog odgovora,

ECMO potpora ima niz komplikacija koje mogu utjecati na tijek lijecenja i potencijalno uzrokovati



smrt. Unaprjedenjem tehnike, uvodenjem novih materijala i sve veCom edukacijom osoblja brojne
komplikacije se svode na minimum. Hemoragic¢ne i tromboembolicke komplikacije ostaju glavna

prijetnja lije¢enja ECMO potporom i naj¢es¢i su uzrocnici smrti.

1.2. Miorelaksatori

Misi¢ni relaksatori su grupa lijekova koja se koristi u anestezioloskom lijeCenju. Prilikom
izvodenja anestezije, osim Sto pacijent treba biti bez svijesti, ne smije osjecati bolove, ne smije se
pomicati i ne smije se sjecati zahvata. Tek kombinacijom anestetika mogu se zadovoljiti ovi uvjeti.

Misiéni relaksatori djeluju tako da blokiraju prijenos Ziv€anih impulsa 1 uzrokuju misi¢nu paralizu.

1.2.1. Povijest anestezije

Povijest anestezije seze u daleku proslost, jos u vrijeme kada su Indijanci namakali strelice u otrove
amazonskih biljaka i time ubijali svoje neprijatelje. Smrt bi nastupila zbog otrova kurarea koji je
djelovao na nikotinske acetilkolinske receptore Sto bi posljedicno vodilo prestanku disanja uz
ocuvanu svijest. Godine 1932. kurarea se primjenjuje u medicinske svrhe za lijeCenje tetanusa, a
1942. godine kanadski anesteziolozi Harold Randall Griffith i Enid Johnson prvi puta koriste
relaksans d-tubokuranin za op¢u anesteziju. Od tada kre¢u promjene u anestezioloSkoj praksi. Uz
lak$u intubaciju, lakSe je i izvodenje kirurskih zahvata na relaksiranom trbuhu. Godine 1952. prvi
se puta upotrebljava sukcinil-kolin koji ima brzi nastup i kratko trajanje, a pripada skupini
depolariziranih relaksansa. U praksu se postepeno uvode pankuronij (1967.), atrakurij i vekuronij
(1980.). Rokuronij se uvodi 1990. godine 1 prvi je nedepolarizirajuci relaksans koji se pokazao kao

zamjena sukcinil-kolinu za brzu indukciju i prevenciju aspiracije (10).

1.2.2. Mehanizam djelovanja relaksansa

Akson motornog zivca i neuromisi¢na spojnica su klju¢na mjesta djelovanja relaksansa. Svi enzimi
i proteini, komponente membrane i makromolekule potrebne za sintezu, oslobadanje acetil-kolina

(ACh) 1 skladistenje se sintetiziraju u aksonu. Iz acetil CoA i kolina u citoplazmi, posredstvom



kolin-acetil transferaze (CAT), nastaje ACh koji se pohranjuje u mjehuri¢e. Spoj misica i ziv€anog
zavrsetka zove se neuromisi¢na spojnica. Na njezinoj postsinaptickoj membrani se nalaze nabori
s nikotinskim receptorima i Na-kanalima. Kada dode do akcijskog potencijala zivca, aktiviraju se
Ca-kanali 1 kalcij odlazi u ziv¢ani zavrsetak. Fosforilacijskim reakcijama iz mjehurica se otpusta
ACh koji reagira s nikotinskim receptorima, otvarajuci pritom ionske kanale u srediStu receptora
(ioni Na, Ca prema unutra, K van) izazivajuci depolarizaciju ili kontrakciju. U isto vrijeme ACh —
esteraza razgraduje otpusteni ACh na kolin i octenu kiselinu u sinaptickoj pukotini (10).
Nedepolarizirani relaksatori vezu se na ista mjesta, ali ne depolariziraju motoricku plocu. Oni
interferiraju sa neuromuskularnim prijenosom na tri nacina: sprjecavaju vezanje ACh na motoricku
plocu, blokiraju kanale fizickom blokadom, sprjeavaju kretanje ACh s mjesta sinteze prema
mjestu oslobadanja blokiraju¢i Na kanale (11). Takoder, kompetitivnom inhibicijom s ACh djeluju
na prijenos ziv¢anih impulsa (11, 12). Rasti ¢e koncentracija acetil kolina, a padati koncentracija
nedepolariziraju¢ih relaksatora. Inhalacijski anestetici pojacavaju intenzitet djelovanja miSi¢ne
relaksacije, dok stanje hipotermije produzuje u¢inak zbog smanjenog izlu¢ivanja putem bubrega
(11). Da bi ubrzali postupak oporavka od relaksatora, koriste se antagonisti. Oni djeluju tako da
povecéavaju koncentraciju acetil-kolina inhibicijom kolinesteraze na zavr$noj plo¢i. U njih spadaju
neostigmin, edrofij i piridostigmin. Preporuka je koristiti ih nakon $§to se spontano vrati miSi¢na
aktivnost (11).

1.2.3. Rokuronij

Rokuronij pripada nedepolariziranim misi¢nim relaksansima. Kompetitivnom inhibicijom acetil-
kolina djeluju na neuromuskularnu spojnicu. Dijelimo ih na prirodne alkaloide i njihove derivate,
aminosteroide i benzilizokinolone. Prema duzini djelovanja, dijele se na kratko, srednje i dugo
djelujuce (11, 12). Prema ovim podjelama, rokuronij je srednje dugo djeluju¢i aminosteroid.
Djelovanje pocinje 60-90 sekundi nakon aplikacije, a klinicki u¢inak traje 30-60 minuta. Vec¢
nakon 45-90 minuta viSe od 95% lijeka se razgradi (11, 12). Koristi se kod trahealne intubacije.
Nakon njegove primjene, doza lijeka se iz centralnog odjeljka plazme pomice ka periferiji u razna
tkiva. Kako su to polarne molekule, ne prolaze stani¢nu membranu pa je volumen distribucije

podjednak volumenu ekstracelularne teku¢ine (11). U fazi eliminacije koncentracija lijeka u
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plazmi pada i postaje niza nego u tkivima pa, prema koncentracijskom gradijentu, lijek se iz
periferije pomice ka centralnom odjeljku. Rokuronij ima krace trajanje zbog dvostrukog puta
izlu¢ivanja, a to su jetra i bubrezi. Kod bubreznih bolesti u¢inak lijeka je produljen, a time i

eliminacija lijeka (11, 12).

1.3. Kromatografija

Kromatografija je metoda pomocu koje se razdvaja smjesa tvari na skupine ili pojedinacne
komponente (13). Tek tada se moze raditi kvantifikacija razdvojenih tvari. Separacija se obavlja
na osnovu nekog fizikalno kemijskog svojstva (topivost u mastima, ionski naboj, veli¢ina
molekula). Prema tehnici izvodenja kromatografija moze biti: tankoslojna, tekuc¢inska 1 plinska.
Kromatografski se sustav dijeli na dvije faze, stacionarne - polarnije i mobilne - manje polarne
Stacionarna faza je kruta, tekuca ili gel. Mobilna moZe biti tekuca ili plinovita. Kroz stacionarnu
fazu prolazi mobilna faza preko kromatografske kolone (13). Sile djeluju na tvar tako da jedna sila
zadrZava tvar u stacionarnoj fazi, a druga sila djeluje na tvar iz mobilne faze. Tvar se djelovanjem
sile veZze na stacionarnu fazu, ali isto tako uslijed djelovanja sile iz mobilne faze, prelazi na
mobilnu fazu (13). Taj prelazak se stalno izmjenjuje za vrijeme kromatografskog postupka,
odrzavaju¢i tako ravnotezu izmedu dvije faze, tj. teoretski tavan (13). Kod tankoslojne
kromatografije o medudjelovanju obje sile govori nam faktor zadrzavanja, a kod tekucinske 1
plinske kromatografije medudjelovanje nazivamo vremenom zadrzavanja. To obja$njavamo
vremenom izmedu pocetka procesa razdvajanja i izlaska iz kolone (13). Porastom temperature
slabe sile u stacionarnoj fazi i skracuje se vrijeme zadrzavanja. Brzina protoka mobilne faze utjece
na brzinu razdvajanja tvari na stacionarnoj fazi. Na pocetku rada potrebno je izolirati ciljani spoj
kako bi povecali osjetljivost 1 sprijecili kontaminaciju kolone (13). Uzorke pripremamo razli¢itim
tehnikama kao §to su: precipitacija proteina, ekstrakcija tekuée-tekuce, ekstrakcija na ¢vrstoj fazi,
derivacija, hidroliza (13). Nedostatak kromatografije je njena dugotrajnost izvodenja. Najcesce se

koristi u toksikologiji i farmakokinetici (13).



1.3.1. Plinska kromatografija

Martin i Signer su 1952. godine uveli plinsku kromatografiju kao tehniku razdvajanja supstanci.
Sastoji se od dva dijela. Prvi dio je mobilna faza koja je plin i stacionarna faza koja moze biti
tekuca ili kruta (13). Plinskom kromatografijom mogu se ispitivati spojevi koji, preneseni u plinsko
stanje, dosezu temperaturu nizu od 400°C. Uzorak koji se upari injektira se na pocetku kolone i,
nosen plinom, prolazi kroz kolonu u kojoj se razdvajaju tvari zbog razli€itih svojstava i razlicitom
brzinom dolaze do detektora. Osnovni dijelovi plinskog kromatografa su: rezervoar za plin,
nositelj injektora, kolone s pe¢nicom, detektor 1 pisa¢ te raunalo koje analizira sve podatke.
Najcesce se koriste dusik, helij, vodik ili argon (13). Protok plina mora biti konstantan i imati
visoku ¢istocu. Pomocu injektora se unosi uzorak u kromatograf. On moze biti automatski i ru¢ni.
Na temperaturi od 30-50°C prevodi lako hlapljive komponente u plinovito stanje. Koja vrsta
injektora se koristi ovisi o viSe ¢imbenika. Najvazniji su vrsta uzorka, koli¢ina i osobine analita,
vrsta kolone 1 stacionarne faze. Vrste injektora su: bez septuma, s hladenjem, na ventiliranje, s
mogu¢énoscéu zaobilazenja septuma, injektor kapilarne kolone, za automatsko nanosenje. Kolone
mogu biti punjene i kapilarne i one su najvazniji dio kromatografije. Punjene su duzine od 1,5 do
3 metara s promjerom od 2-8 milimetra i mogu biti od ¢elika, bakra, stakla, aluminija i plastike.
Pecnica sluzi za temperiranje kolone, a ovisi o vreliStu uzorka. Izotermni, prirodni i linearni su
naj¢es¢i programi temperiranja (13). Nakon razdvajanja uzorka, detektor mjeri promjene u plinu
koji izlazi iz kolone. On mora biti selektivan, osjetljiv, mora imati linearno radno podrucje i malu
varijaciju za niske koncentracije. Minimalna koli¢ina koja se mozZe detektirati daje signal. Kada
se stacionarna faza otopi u nekom organskom otapalu (eter, aceton, kloroform), dodaje se krutom
nosacu. Tada se otapalo do kraja upari u rotavaporu. S tako pripremljenom stacionarnom fazom
puni se kolona i zagrijavanjem stabilizira. Nosaci stacionarne faze gradeni su od silikagela.
Povr§ina je prekrivena silanolnim (Si-OH) i silkosan (Si-O-Si) skupinama koje reagiraju s
otopinom ili otapalom (14). Da bi se smanjila povrSinska napetost, potrebno je izvesti kemijsku
derivatizaciju s dimetil diklorsilanom ili heksametildisilanom. Efektom razvlaéenja, tzv. tailling
faktor se mjeri inertnost nosaca. Sto su sitnije Gestice nosaca to su bolje rasporedene pa je brzina
putovanja uzorka kroz kolonu smanjena i posljedi¢no je sposobnost odjeljivanja kolone brza (14).
Veli¢ina zrna nosaca je u rasponu od 80-100 ili 100-120 mesha. Da bi stacionarna faza bila $to
djelotvornija prema uzorku bitno je da je nehlapljiva, toplinski stabilna i da je kemijski inertna

prema uzorku koji se ispituje. Kako bi odabrali $to bolju stacionarnu fazu treba znati sastav
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odabranog uzorka. Preporuka su one faze koje imaju $to slicniju polarnost kao uzorak (14). Pisaci
mogu biti jednokanalni ili dvokanalni, ako se istovremeno radi s dva detektora i dvije kolone.

Mjere¢i visinu ili povrSinu vr$ka na kromatogramu kvantificiramo koncentraciju (13).

1.3.2. Masena spektrometrija (MS)

Masenom spektrometrijom analiziramo molekule na temelju njihove mase 1 naboja. Pomocu
ionizatora se ioniziraju plinovite molekule nastale udarom elektrona. Masena analiza razdvaja
ionske Cestice na osnovi razlike mase i naboja. Sve te signale detektira detektor koji ih
fotomultiplicira.

1.3.3. Plinska kromatografija s masenom spektrometrijom (GC/MS)

GC/MS je objedinjeni sustav mjerenja. Pomocu plinske kromatografije se razdvajaju dijelovi
uzorka, a masena spektrometrija ih detektira. Kao metoda se najvise koristi u toksikologiji,
identifikaciji droga, lijekova, sredstava ovisnosti. GC/MS se koristi i kao potvrdna metoda
tekucinske kromatografije (13). Kao postupak izvodenja ta je metoda dugotrajna sto joj je

nedostatak za rutinsku upotrebu u hitnim laboratorijima.



2. HIPOTEZA

Kod bolesnika lije¢enih uz potporu uredaja izvantjelesne membranske oksigenacije ECMO sustav

znacajno smanjuje koncentraciju lijeka rokuronij bromid u arterijskom uzorku.



3. CILJEVI
Ciljevi ovog diplomskog rada bili su:

e pomocu GC/MS metode odrediti koncentraciju rokuronij bromida u venskom i arterijskom
uzorku,

e usporediti venske i arterijske koncentracije lijeka rokuronij bromid.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ustroj studije

IstraZivanje je ustrojeno po nacelu presjecne studije (15). Analizirani su podatci dobiveni u
odredenom trenutku, te je naglasak na povezanosti mjerenih obiljeZja do kojih je doslo u ovom

radu koriste¢t GC/MS metodu.

4.2. Ispitanici

Nakon odobrenja etickog povjerenstva KBC Rijeka i Medicinskog fakulteta Sveucilista Josipa
Jurja Strossmayera u Osijeku u ovo je istrazivanje ukljuceno 5 odraslih bolesnika. Istrazivanje je
provedeno na pacijentima lijeCenim u Jedinici intenzivnog lijeCenja KBC-a Rijeka koji su zbog
komplikacija lije¢enja priklju¢eni na izvantjelesnu membransku oksigenaciju. ldentitet pacijenata,
kao 1 njithova zdravstvena dokumentacija zastiCene su i nece se objavljivati. Svakome je pacijentu
u istome intervalu uzorkovan venski i arterijski uzorak i to u razmacima 8, 16, 24, 32 i 40 sati
nakon postavljanja ECMO uredaja. Koristeno je 5 uzoraka od pojedinog pacijenta. Istrazivanje je
provedeno od lipnja do rujna 2020. Za istraZzivanje je uzimana venska i arterijska krv vadena u
standardizirani vacutainer s litij-heparinom kao antikoagulansom. Istovremeno su uzimani uzorci
venske i arterijske krvi istoga pacijenta, a koja se i uobi¢ajeno uzima u dijagnosticko-terapijske
svrhe. Svim se pacijentima na lije¢enju s ECMO sustavom u svrhu doziranja kisika uzimaju venski
i arterijski uzorci za odredivanje acidobaznog statusa (ABS). Uzorkuju se u pravilnim intervalima

od 8 sati, §to je bila i dinamika uzoraka potrebnih za ovaj diplomski rad.

4.2.1. Priprema uzoraka

Uzorci su dostavljeni u Klini¢ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku (KZLD) gdje su zakiseljeni
s 1M NaH2PO4 zbog ocuvanja stabilnosti lijeka. Centrifugirani su na 3000 RPM/10 min, a

odvojena plazma pohranjena je na -18°C do analiti¢kog dijela.
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4.2.2. Kemikalije

Kemikalije koje su koristene: 1. i.v. otopina rokuronij bromid (ESMERON, 10 mg/ml, otopina za
infuziju-lijek, N.V.Orgon, Nizozemska); 2. etanol; 3. diklormetan; 4. natrijev dihidrogen fosfat;
5. kalijev jodid; 6. voda: 7. aceton GC/MS uredaj koji se koristi u radu GC/MS-QP2010 Plusa,
Shimadzu, softerske verzije 4.20.

4.3. Metode

Metoda koja je primijenjena za odredivanje koncentracije lijeka rokuronijev bromid je plinska
kromatografija s masenom spektrometrijom (GC/MS). GC se sastoji od dvije faze: mobilna i
stacionarna. Mobilna faza je plin helij koji je nositelj uzorka, a stacionarna faza je kolona kroz
koju prolazi uzorak voden mobilnom fazom do detektora koji je maseni spektometar. Uzorak se
zaledi i prethodno zakiseli te se otopi na sobnoj temperaturi. Dodaje se 1,5 ml kalijeva jodida, 0,2
ml 1M otopine natrij dihidrogen fosfata i 7 ml diklor metana za ekstrakciju uzorka. Nakon toga se
30 minuta ekstrahira na mjesalici i potom centrifugira na 300 okretaja kroz 15 minuta. Gornji sloj
se prebaci u staklenu tubu u kojoj se nalazi ekstrahirani rokuronij bromid koji se ukoncentrira u
rotavaporu kako bi otapalo isparilo i ukoncentriralo uzorak koji se tada otopi sa 1 ml acetona.
Pripremljeni uzorak je prebacen u vialu koja se putem autosamplera injektira u injektor GC/MS
uredaja. Prilikom uzimanja uzorka temperatura injektora je bila 280°C, a vrijeme uzimanja 30
sekundi. Uzorak je noSen inertnim plinom helijem linearnom brzinom od 46 cm/s. Kolona koja se
nalazila na uredaju je DB-5 silica capillary (15m 0,25mm, film 0,25ul), protoka 1ml kroz minutu.
Tlak kolone iznosio je 26 kPa kroz 5 minuta i1 za svaku minutu duze rastao je za 6 kPa do granice
od 69 kPa. Pe¢nica je pocetno bila na temperaturi od 120°C kroz 5 minuta, a zatim je zagrijavana
30 stupnjeva vise da bi na kraju postigla 300°C koji su zadrzani 10 minuta. Tako razdvojeni
fragmenti detektirani su MS-om. Energijom ionizacije od 70 eV uzorak je ioniziran prije nego je
krenulo razdvajanje na temelju mase i naboja. Temperatura u MS-u iznosila je 280°C, a brzina
detekcije 2000 amu/s. U rasponu od 40-600 Daltona postavljen je spektar snimanja masa iona.
Rezultati dobiveni nakon MS kvantifikacije obradeni su u Excelu. Dobiveni rezultati mjerenja
koncentracije lijeka rokuronij bromida izraZzeni u obliku kromatograma usporodeni su s
postavljenim standardom kako bi se mogli ocitati rezultati. Osjetljivost metode prikazana je

detektiranjem minimalne koncentracije lijeka u uzorku prikazane kromatografski. Medusobno su
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usporedene Vvrijednosti dobivene koncentracije venske i arterijske krvi. Nize vrijednosti u
arterijskom uzorku koji se nalazi iza oksigenatora potvrdile bi da se molekule lijeka zadrzavaju na

membrani oksigenatora, §to je vazno imati na umu kod odredivanja optimalnog doziranja.

4.3.1. Statisticke metode

Kategorijski podatci su predstavljeni apsolutnim. Normalnost raspodjele numeric¢kih varijabli
testirana je Shapiro - Wilkovim testom, a zbog malog uzorka koristile su se neparametrijske
metode. Numericki podatci su opisani medijanom i granicama interkvartilnog raspona. Razlike u
arterijske i venske krvi Mann Whitney U testom (16). Sve P vrijednosti su dvostrane. Razina
znacajnosti postavljena je na Alpha = 0,05. Za statisticku analizu koristio se statisticki program
MedCalc Statistical Software version 19.1.7 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium;
https://www.medcalc.org; 2020).
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5. REZULTATI

IstraZivanje je provedeno na 5 ispitanika, u deset mjerenja. Uzorkovani su uzorci venske i arterijske
krvi u pravilnim intervalima od 8 sati. U ovome istrazivanju mjerila se koncentracija lijeka
rokuronij bomid kod pacijenata koji se nalaze u jedinici intenzivnog lije¢enja na izvantjelesnoj
membranskoj oksigenaciji (ECMO). Nakon analiti¢kog dijela usporedene su vrijednosti dobivene
u venskom i arterijskom uzorku. Uzeto je po 10 uzoraka od 5 pacijenata i to u pravilnom
vremenskom razmaku od 8 sati. Uzorkovani su venski i arterijski uzorak po 2 ml krvi u
standardizirani vacutainer s litij heparinom. Ti uzorci se uobi¢ajeno uzimaju za odredivanje
acidobaznog statusa (ABS), tj. provjere zasiCenosti organizma kisikom (O2). Nakon mjerenja su
uzorci dostavljani u Klini¢ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku (KZLD) gdje su centrifugirani,
plazma odvojena od stanica, zakiseljeni radi ocuvanja stabilnosti lijeka do obrade i1 pohranjeni na

-180C.

5.1. Vrijednosti koncentracija lijeka u venskom i arterijskom uzorku

Vrijednosti koncentracija lijeka u venskom i arterijskom uzorku izrazenih u pmol/l iz

pripremljenih uzoraka uzorkovanih u 8, 16, 24, 32 i 40 sati su prikazani u Tablici 1.

Pacijent 1 je u vremenu od 8, 32 i 40 sati dobio terapiju rokuronij bromidom viSe od tri sata prije
uzorkovanja, $to je 1 prikazano dobivenim vrijednostima. Vrijednosti su ispod granice
kvantifikacije od 5.0 umol/l, ali su u rasponu granice detekcije koje su opisane u radovima i iznose
0.0553 pumol/l (21). U uzorcima 16 sati nakon ukljuéenja pacijent je dobio lijek 15 minuta prije

uzorkovanja 1 to je njegova najvise dobivena vrijednost i u arterijskom i u venskom uzorku.

Pacijent 2 je u uzorcima od 16, 24 i 40 sati nakon ukljuenja pokazao vrijednosti koje su u
granicama kvantifikacije jer je lijek primio u sva tri sluaja 15-25 minuta prije uzorkovanja. U
uzorcima 8 132 sata nakon ukljucenja lijek se razgradio i dobivene vrijednosti venskog i arterijskog

uzorka nisu u granicama kvantifikacije, ali su u rasponu detekcije (21).
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Pacijent 3 je primio dozu lijeka 15-30 minuta prije uzimanja svih uzoraka osim od 16 sati gdje su

vrijednosti u granicama detekcije (21).

Pacijent 4 je u uzorcima 32 i 40 sata dobio rezultate unutar granice detekcije, dok su uzorci 8, 16

I 24 sata u granicama kvantifikacije, $to i odgovara vremenu dobivene terapije koja je bila 15-30

minuta prije uzorkovanja (21).

Pacijent 5 u dobivenim mjerenjima, osim uzorka od 32 sata, pokazuje vrijednosti lijeka u

granicama kvantifikacije §to i odgovara vremenu dobivanja terapije od 15-30 minuta prije

uzorkovanja. Uzorak u 32 sata je u rasponu detekcije (21).

Tablica 1. Vrijednosti koncentracija lijeka u venskom i arterijskom uzorku izrazenih u pmol/I

Vena /Arterija ~ Vena /Arterija  Vena/Arterija  Vena/Arterija  Vena/Arterija
8h 16h 24h 32h 40h
Pacijent 1 0.1522 14.1242 9.7844 1.2391 0.1833
0.0466 11.1352 6.9621 0.1049 0.1038
Pacijent 2 1.1665 8.6637 10.351 0.5863 5.8740
0.5806 7.4417 8.935 0.5816 3.5214
Pacijent 3 6.6689 1.3250 10.3510 6.3185 12.3514
4.6245 1.1092 8,7341 5.2141 10.9732
Pacijent 4 12.2883 9.9473 6.5103 1.2584 0.5312
11.0966 0.6278 5.1352 1.0315 0.1325
Pacijent 5 10.0400 12.1200 8.3457 1.3457 8.3571
9.3299 11.1000 6.9214 1.1097 7.9180
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5.2. Vrijednosti koncentracija lijeka u venskoj krvi

lako je koncentracija lijeka nakon 16 i 24 sata u venskoj krvi nesto viSa, ona se ne razlikuje

znacajno u odnosu na ostala mjerenja (Tablica 2).

Tablica 2. Vrijednosti koncentracije lijeka u venskoj krvi po mjerenjima

Venska krv Medijan p*
Minimum —
(interkvartilni raspon)
maksimum
koncentracije lijeka
mjerenje nakon 8 sati 6,669 (0,913 —10,602) 0,152 — 12,288
mjerenje nakon 16 sati 9,947 (6,829 — 12,621) 1,325 14,124
mjerenje nakon 24 sati 9,784 (7,887 — 10,351) 6,510 - 10,351 0,27
mjerenje nakon 32 sati 1,258 (1,076 — 2,589) 0,586 — 6,318
mjerenje nakon 40 sati 0,587 (0,444 — 9,356) 0,183 - 12,351

*Friedmanov test

5.3. Vrijednosti koncentracija lijeka u arterijskoj krvi

Koncentracija lijeka u arterijskoj krvi nakon 16 sati ima neSto nize vrijednosti, no one se ne

razlikuju zna¢ajno u odnosu na ostala mjerenja (Tablica 3).
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Tablica 3. Vrijednosti koncentracije lijeka u arterijskoj krvi po mjerenjima

Arterijska krv Medijan p*
Minimum —
(interkvartilni raspon)
maksimum
koncentracije lijeka
mjerenje nakon 8 sati 4,624 (0,447 —9,772) 0,047 — 11,098
mjerenje nakon 16 sati 9,628 (5,859 —11,109) 1,109 - 11,135
mjerenje nakon 24 sati 6,962 (6,475 — 8,784) 5135-8,935 0,49
mjerenje nakon 32 sati 1,031 (0,462 — 2,136) 0,105-5,214
mjerenje nakon 40 sati 3,521 (0,125 - 8,682) 0,104 — 10,973

*Friedmanov test

5.4. Razlike u vrijednosti koncentracija lijeka u venskoj i arterijskoj krvi

te razlike, iako prisutne, nisu znacajne (Tablica 4).
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Medijan

(interkvartilni raspon)

koncentracije lijeka

Hodger —
Lehmann 95% raspon
: p*
razlika pouzdanosti
medijana

Mjerenje nakon 8 sati
Venska krv

Arterijska krv

6,669 (0,913 — 10,602)

4,624 (0,447 —9,772)

-0,71 -9,99 do 9,18 0,69

Mjerenje nakon 16 sati
Venska krv

Arterijska krv

9,947 (6,829 — 12,621)
9,628 (5,859 — 11,109)

-1,02 -8,84 do 8,30 0,55

Mijerenje nakon 24 sati
Venska krv

Arterijska krv

9,784 (7,887 — 10,351)
6,962 (6,475 — 8,784)

-1,42 -4,65 do 0,59 0,17

Mijerenje nakon 32 sati
Venska krv

Arterijska krv

1,258 (1,076 — 2,589)
1,031 (0,462 — 2,136)

-0,31 -5,29 do 3,96 0,22

Mijerenje nakon 40 sati
Venska krv

Arterijska krv

0,587 (0,444 — 9,356)
3,521 (0,125 — 8,682)

-0,39 -8,83 do 10,9 0,69

*Mann Whitney U test
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6. RASPRAVA

Glavna funkcija ECMO sustava je izvantjelesna oksigenacija tj. metoda lije¢enja koja posebnim
sustavom cijevi i kanila vensku krv iz organizma odvodi iz tjelesne cirkulacije, oksigenira i kao
arterijsku vra¢a u organizam. Osim pumpe koja omogucuje izvantjelesno kolanje krvi, sastoji se i
od filtera oksigenatora. Mjereci koncentracije lijeka u venskom i arterijskom uzorku, tj. ispred i
iza pumpe oksigenatora, zeljeli smo vidjeti postoji li razlika u dobivenim vrijednostima i zaostaju

li molekule lijeka na membrani oksigenatora.

Prvim dijelom istraZzivanja obuhva¢ano je mjerenje koncentracije lijeka rokuronij bromida na
GC/MS-u. Tekuc¢inska kromatografija visoke ucinkovitosti (HPLC, engl. High-Performance
Liquid Chromatography) je metoda opisana u dosada$njim radovima (17, 18). GC/MS je
osjetljivija metoda jer se koli¢ine manje od 10~2 grama mogu detektirati (19). Uzorci su u ovom
radu sakupljani svakih osam sati kako bi imali kontinuitet u terapijskom doziranju lijeka. Paralelno
su uzimani uzorci venske i arterijske krvi. Naime, rokuronij bromid kao miorelaksans je sastavna
terapija pacijenata na ECMO podrsci, ali nije kontinuirana. Pacijenti su, u kombinaciji s drugim
lijekovima, sukladno potrebnim smjernicama lijeCenja tijekom potpore. Terapija je u dnevnoj
upotrebi, ali nepravilnog vremenskog razmaka. Poluvijek rokuronij bromida iznosi 30-60 minuta,

a potpuna eliminacija se javlja oko 97 minuta nakon uzimanja (12, 20).

Dobiveni rezultati mogu se usporediti sa dostupnim radovima kojih nema puno (18-24) jer jos
uvijek nije uvedena standardna metoda odredivanja koncentracije rokuronij bromida na ovaj na¢in
(20). Kod svih pacijenata u ovom radu, neovisno o vremenu kada je primijenjen rokuronij bromid
vrijednosti su u rasponu detekcije koje su opisane u radovima i iznose 0.0553 pumol/l (20), sto
ukazuje na osjetljivost i vrijednost ove metode. Takoder, kod svih pacijenata vrijednosti su iznad
granice kvantifikacije od 5.0 umol/l, kada je uzorkovanje obavljeno unutar 30 minuta od primjene
rokuronij bromida. Najvisa dobivena vrijednost i u arterijskom i u venskom uzorku ostvarena je

kod pacijenta koji je dobio lijek 15 minuta prije uzorkovanja .

Vrijednosti koncentracija lijeka u venskoj krvi je obradena Friedmanovim testom i pokazala je
nesto viSu koncentraciju (pogotovo u uzorcima od 16 i 24 sata) i ne razlikuje se zna¢ajno u odnosu
na ostala mjerenja (p=0.27). Koncentracija lijeka u arterijskim uzorcima je poprimila nesto nize

vrijednosti, ali se znac¢ajno ne razlikuje (p=0.49). Takoder je obradena Friedmanovim testom. Iako
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je u nekim uzorcima razlika venskog i arterijskog uzorka bila veca, te razlike, iako prisutne, nisu

statisticki znacajne (p=(0.17-0.69)).

Za ovu raspravu dobivenih rezultata vazno je uzeti u obzir da i sam ECMO sustav cirkulacije koji
osim cijevi, oksigenatora i pumpe povecava povrsinu koja lijekove moze zarobiti i adsorbirati (21).
To dovodi do smanjenja vrijednosti koncentracije u plazmi i do povecanja volumena distribucije
(Vd). Ucinak adsorbcije moze se i Smanjivati tijekom vremena zbog zasi¢enja veznog mjesta (21).
Zbog toga je nuzno primijenjivati veée doze lijekova kako bi se prevladao fenomen adsorbcije koji
moze dovesti do toksi¢nosti lijeka (21). Isto tako, cirkulacija unutar ECMO-a moze posluziti kao
rezervoar i dovoditi lijek u pacijenta i nakon prestanka primjene lijeka (22). Na uklanjanju lijeka
moze utjecati i materijal za oksigenaciju, vrste cijevi, starost oksigenatora, sastav otopine za
premaz cijevi (21). 1z svega navedenog potvrduje se opravdanost mjerenja koncentracije lijeka
rokuronij bromida kod pacijenata kod kojih je zbog ugroZenih vitalnih funkcija neophodna
primjena ECMO sustava kako bi doziranje bilo optimalno obzirom na ve¢ ionako znacajno

narusene kardiorespiratorne funkcije takvih pacijenata.

Prema tome, u ovom radu su ostvareni postavljeni ciljevi, pomo¢u GC/MS metode uspjesno je
odredena koncentraciju rokuronij bromida u venskom i arterijskom uzorku, sto pokazuje vrijednost
ove metode, pri ¢emu je usporedba venske i arterijske koncentracije lijeka rokuronij bromid
pokazala ovisnost 0 ECMO sustavu. Ipak, unato¢ razlikama koje su uoCene u arterijskom i
venskom uzorku, te razlike nisu statisticki znacajne, pa postavljena hipoteza da kod bolesnika
lijeCenih uz potporu uredaja izvantjelesne membranske oksigenacije ECMO sustav znacajno

smanjuje koncentraciju lijeka rokuronij bromid u arterijskom uzorku nije potvrdena.

Za kona¢ne zakljuCke mora se naglasiti ograniCenje ovog istrazivanja. Glavni nedostatak
istrazivanja je malen uzorak §to ograni¢ava snagu zakljucaka, ali nedvojbeno GC/MS metoda ima
prakti¢nu vrijednost u terapiji i farmakoloskim istrazivanjima kada se primjenjuje rokuronij
bromid. Obzirom na sve navedeno namece se i potreba dodatnog istrazivanja sa uklju¢ivanjem

veceg broja pacijenata.
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7. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se proizvesti sljedec¢i zakljucci:

GC/MS je metoda koja je primjenjena za analiticko odredivanje koncentracije rokuronij
bromida u plazmi pacijenta i kao takva moze detektirati i vrlo niske vrijednosti kada
istrazivani analit pokazuje visok stupanj eliminacije, te ima prakti¢nu vrijednost u lijecenju
i farmakoloskim istrazivanjima

na uéinjenim uzorcima i u svim mjerenjima vrijednosti rokuronij bromida su bile vise u
venskom nego u arterijskom uzorku, ali zbog malog broja uzoraka i velike varijabilnosti u
koncentraciji nije postignuta zna¢ajna razlika, te je potrebno provesti dodatna istrazivanja
s ve¢im uzorkom za kona¢nu potvrdu utjecaja ECMO sustava na koncentraciju lijeka

rokuronij bromid u arterijskom uzorku
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8. SAZETAK

Uvod: Mjerenjem koncentracija lijeka rokuronij bromid prije i poslije oksigenatora ECMO
potpore mozemo vidjeti utjeCu li okolnosti i uvjeti izvantjelesne cirkulacije na promjenu

koncentracije lijekova. Kao metodu izbora uzimamo GC/MS zbog osjetljivosti i selektivnosti.

Ciljevi istrazivanja: Ciljevi ovog diplomskog rada su: pomocu GC/MS metode odrediti
koncentraciju rokuronij bromida u venskom i arterijskom uzorku i usporediti venske i arterijske

koncentracije lijeka rokuronij bromid.

Materijali i metode: Materijali koristeni u ovom istrazivanju su plazme venskih i arterijskih
uzoraka 5 pacijenata (po deset uzorka) lijecenih rokuronij bromidom, natrij dihidrogen fosfat, kalij

jodid, etanol, diklormetan, aceton te GC/MS kao analiticka metoda.

Rezultati: Rezultati dobiveni GC/MS analizom mjerenja koncentracije lijeka rokuronij bromid
jesu: ako je koncentracija lijeka nakon 16 i 24 sata u venskoj krvi nesto visa, ona se ne razlikuje

znacajno u odnosu na ostala mjerenja (p=0.27).

Koncentracija lijeka u arterijskoj krvi nakon 16 sati poprima nesto niZe vrijednosti, ona se ne

razlikuje znacajno u odnosu na ostala mjerenja (p=0.49).

te razlike, iako prisutne, nisu znacajne (p=(0.17-0.69)).

Zakljucak: Analitickom metodom plinske kromatografije s masenom spektrometrijom moze se

mjeriti koncentracija lijeka rokuronij bromid zbog svoje specifi¢nosti, osjetljivosti i selektivnosti.

Razlike izmedu venskih i arterijskih uzoraka, usprkos nizim i o¢ekivanim vrijednosti u arterijskom
uzorku, nemaju statisticki znacaj zbog malenog broja uzoraka i velike varijabilnosti u izmjerenim

koncentracijama.

Klju¢ne rijec¢i: rokuronij, rokuronij bromid, ECMO, GCMS
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9. SUMMARY

Introduction: By measuring the concentration of Rocuronium bromide before and after the
ECMO support oxygenator, we can observe whether the circumstances and conditions of
extracorporeal circulation have effect on changes of the concentration of the drug. The method of
selection is GC/MS, due to its sensitivity and selectivity.

Research Objective: Objectives of this thesis are the following: determine the concentration of
Rocuronium bromide in venous and arterial samples by using the GC/MS method and compare

venous and arterial concentrations of the Rocuronium bromide

Materials and Methods: The materials used in this study are plasmas of venous and arterial
samples of 5 patients with 10 samples treated with Rocuronium bromide, monosodium phosphate,
potassium iodide, ethanol, dichloromethane, acetone, and GC/MS as the analytical method.

Results: The GC/MS analysis of the Rocuronium bromide concentration showed the following: if
the drug concentration is somewhat higher after 16 and 24 hours in venous blood, it does not differ

significantly from other measurements p=0.27.

The concentration of the drug in arterial blood takes somewhat lower values after 16 hours, which

does not differ significantly compared to other measurements p=0.49.

Even though the first three measurements showed greater differences in the concentration of drug
in terms of arterial and venous blood, those differences, even if present, are not significant p=0.17-
0.69.

Conclusion: By analytical method of gas chromatography with mass spectrometry it is possible
to measure the concentration of Rocuronium bromide due to the method’s specificity, sensitivity,

and selectivity.

The differences between venous and arterial samples have no statistical significance, despite lower
and expected values in the arterial sample, due to a small number of samples and high variability

in measured concentrations.

Keywords: rocuronium, rocuronium bromide, ECMO, GCMS
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