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Uticaj elektromagnetnog polja (0,5 mT, 50 Hz) na motorno ponašanje, 

parametre oksidativnog stresa i morfološke karakteristike mozga nakon 

eksperimentalno izazvane moždane ishemije na modelu pustinjskog miša 

 

                                                              Rezime 

 

U današnje vreme, jedna od najčešćih bolesti koja pogaña celokupno 

društvo je moždani udar, koji može biti uzrokovan moždanom ishemijom. 

Osim što u velikom procentu dovodi do smrti, posledice moždanog udara su 

najčešće trajne i za njih ne postoji efikasna terapija. Još jedna karakteristika 

modernog doba je razvitak elektronske industrije i primena sve raznovrsnijih 

električnih ureñaja, a samim tim i povećanje stepena zagañenja 

“elektromagnetnim smogom”. Povećano prisustvo niskofrekventnih 

elektromagnetnih polja (EMP) je privuklo interesovanje velikog broja naučnika 

te su ispitivani njegovi efekti, izmeñu ostalog i na funkcionalne karakteristike 

centralnog nervnog sistema. Na osnovu poznatih činjenica o njegovom dejstvu 

možemo pretpostaviti da ovo polje utiče i na razvoj patofizioloških dogañaja i 

oporavak u uslovima moždane ishemije.  

Cilj naše studije je bio da ispitamo da li elektromagnetno polje (0,5 mT, 

50 Hz, u trajanju od 7 dana) utiče na hipermotorno ponašanje pustinjskih 

miševa izazvano 10-min globalnom moždanom ishemijom i to 1., 2., 4. i 7. dana 

(neposredan efekat EMP), kao i 14. dana nakon reperfuzije (odloženi efekat 

EMP). Takoñe, na modelu moždane ishemije smo ispitali da li primenjeno EMP 

utiče na parametre oksidativnog stresa, koji su inače povišeni nakon moždane 

ishemije, u pojedinim regionima mozga 7. i 14. dana nakon reperfuzije. Praćen 

je i uticaj EMP na morfološke promene u najosetljivijim strukturama mozga 

(hipokampus, striatum i kora velikog mozga) izazvane ishemijom 7. i 14. dana 



 

 

nakon reperfuzije i morfometrijskom analizom su kvantifikovane promene na 

neuronima i glijalnim ćelijama. 

Ponašanje eksperimentalnih životinja je registrovano u trajanju od 60 

minuta u testu otvorenog polja - “open field”-u. Pokazano je da 10-min ishemija 

indukuje značajno povećanje motorne aktivnosti (lokomocija, stereotipija i 

rotacije) do 4. dana nakon reperfuzije. Izlaganje eksperimentalnih životinja EMP 

je inhibiralo razvitak hipermotorne aktivnosti izazvane ishemijom i to značajno 

u prva dva dana nakon reperfuzije kada je i postishemijska hiperaktivnost 

najuočljivija. Motorna aktivnost ovih pustinjskih miševa je bila značajno 

povećana u poreñenju sa kontrolnom grupom samo prvog dana nakon 

reperfuzije. 

Biohemijski su odreñeni parametri oksidativnog stresa (NO, O2-, SOD, 

ILP) u hipokampusu, striatumu i kori prednjeg mozga. Ishemija  dovodi do 

povećanja oksidativnog stresa u svim ispitivanim strukturama mozga i to kako 

7. tako i 14. dana nakon reperfuzije, a vrednosti za SOD ostaju na kontrolnom 

nivou. EMP takoñe povećava produkciju slobodnoradikalskih vrsta 7. dana 

(neposredni efekat EMP) ali u značajno većoj meri nego ishemija, kao i 

aktivnost SOD. Sedam dana nakon završetka izlaganja (odloženi efekat EMP) 

izmerene vrednosti parametara oksidativnog stresa su na nivou kontrolnih. 

Ishemični pustinjski miševi izloženi EMP imaju povećane vrednosti merenih 

parametara oksidativnog stresa 7. dana nakon reperfuzije (neposredni efekat 

EMP), ali u znatno manjoj meri nego jedinke ishemične grupe ili grupe izložene 

EMP. Parametri oksidativnog stresa u mozgu ishemičnih pustinjskih miševa 

izloženih EMP su na nivou kontrolnih 14. dana nakon reperfuzije. 

Primenom stereoloških metoda, utvrñeni su volumeni striatuma i 

hipokampusa, volumenska gustina oštećenih neurona i astrocita, kao i broj 

mikroglijalnih ćelija po jedinici površine u hipokampusu. Izlaganje EMP nije 

dovelo do morfoloških promena u ispitivanim strukturama, dok je 10-min 

globalna moždana ishemija dovela do ćelijske smrti u najvećoj meri u CA1 

regionu hipokampusa. Ishemični pustinjski miševi izloženi EMP su imali 



 

 

znatno niži stepen propalih ćelija i veći odgovor astrocita i mikroglijalnih ćelija 

nego postishemijski pustinjski miševi bez izlaganja 7. dana nakon reperfuzije 

(neposredni efekat EMP). Sličan odgovor je zapažen i 14. dana nakon 

reperfuzije (odloženi efekat EMP).  

Rezultati ovih istraživanja su pokazali da primenjeno EMP (0,5 mT, 50 

Hz) smanjuje motornu hiperaktivnost izazvanu 10-min globalnom moždanom 

ishemijom modulacijom procesa koji leže u osnovi ovakvog ponašanja. Takoñe, 

EMP smanjuje oksidativni stres izazvan globalnom moždanom ishemijom i na 

taj način smanjuje moguće negativne posledice koje slobodnoradikalske vrste 

imaju u mozgu. EMP pokazuje i neuroprotektivnu ulogu u hipokampusu, 

najosetljivijoj strukturi na ishemijsko oštećenje, redukujući broj oštećenih 

neurona i aktivirajući astrocite i mikroglijalne ćelije.  
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Influence of electromagnetic field (0,5 mT, 50 Hz) on motor behaviour, 

parameters of oxidative stress and morphological characteristics of brain after 

global cerebral ischemia in Mongolian gerbils 

 

Summary 

 

Nowadays, one of the most common diseases, which affect the whole 

society, is brain stroke, which can be caused by cerebral ischemia. Beside high 

mortality rate, consequences of brain stroke are often permanent without 

appropriate treatment. Another hallmark of modern society is development of 

electronic industry and usage of diverse electron devices, therefore increasing 

degree of pollution with “electromagnetic smog”. The increased presence of 

extremely low frequency magnetic fields (ELF-MF) has attracted the interest of 

many scientists to explore its effects, among others, on functional properties of 

central nervous system. Based on the known facts of its action, we can propose 

that this field affects development of pathophysiological events and recovery in 

conditions like cerebral ischemia.  

The purpose of this study was to determine whether ELF-MF (0.5 mT, 50 

Hz, continuous exposue during 7 days) affects hypermotor activity of gerbils, 

induced by 10-min global cerebral ischemia on the 1st, 2nd, 4th and 7th day 

(immediate effect) as well as on the 14th day after reperfusion (delayed effect). 

Also, on this model we examined whether applied ELF-MF affect oxidative 

stress parameters, otherwise increased after cerebral ischemia, in some brain 

regions on the 7th and 14th reperfusion day. Also, we examined effect of ELF-MF 

on morphological changes in the most vulnerable structures of brain 

(hippocampus, striatum and forebrain cortex) induced by ischemia on the 7th 

and 14th reperfusion day, as well as performed quantification of this changes in 

neurons and glial cells.  

Animal behaviour was monitored for 60 min in the open field. It was 

shown that the 10-min global cerebral ischemia per se induced a significant 



 

 

motor activity increase (locomotion, stereotypy and rotations), and 

consequently immobility decrease until day 4 after reperfusion, compared to 

control gerbils. Exposure to ELF-MF inhibited development of ischemia-

induced motor hyperactivity during the whole period of registration, but 

significantly in the first 2 days after reperfusion, when the postischemic 

hyperactivity was most evident. Motor activity of these gerbils was still 

significantly increased compared to control ones, but only on the 1st day after 

reperfusion. 

Parameters of oxidative stress (NO, O2-, SOD, ILP) were determined in 

hippocampus, striatum and forebrain cortex applying biochemical assays. 

Ischemia per se caused increasing of oxidative stress in all examined structures 

on the 7th and also 14th reperfusion day with SOD values on the control level. 

ELF-MF also increased production of free radical species on the 7th day 

(immediate effect of ELF-MF) but in higher degree then ischemia, as well as, 

activity of SOD. 7 days after cessation of exposure (delayed effect of ELF-MF) 

measured values for all parameters were at the control levels. Ischemic gerbils 

exposed to ELF-MF had increased values of parameters of oxidative stress on 

the 7th reperfusion day (immediate effect of ELF-MF) but to a lesser extent than 

ischemic animals or animals exposed to ELF-MF. On the 14th reperfusion day, 

parameters of oxidative stress in the brain of ischemic gerbils exposed to ELF-

MF were at the control levels. 

Applying stereological methods, histological evaluation of changes in the 

hippocampus was done determining its volume, volume density of 

degenerating neurons and astrocytes, as well as the number of microglial cells 

per unit area. ELF-MF per se did not induce any morphological changes in the 

examined brain structures, while 10-min global cerebral ischemia led to 

neuronal death, especially in CA1 region of the hippocampus, as expected. 

Ischemic gerbils exposed to ELF-MF had significantly lower degree of cell loss 

in the examined structure and greater response of astrocytes and microglial 

cells than postischemic gerbils without exposure on the 7th day after reperfusion 



 

 

(immediate effect of ELF-MF). Similar response was observed on the 14th day 

after reperfusion (delayed effect of ELF-MF), however differences in measured 

parameters were not significant. 

Results of this study revealed that the applied ELF-MF (0.5 mT, 50 Hz) 

decreased motor hyperactivity induced by the 10-min global cerebral ischemia, 

via modulation of the processes that underlie this behavioural response. Also, 

ELF-MF decreased oxidative stress induced by global cerebral ischemia thus 

decreasing possible negative consequences which free radical species have in 

the brain. Applied ELF-MF has possible neuroprotective function in the 

hippocampus, the most sensitive brain structure in the model of global cerebral 

ischemia, through reduction of neuronal death and activation of astrocytes and 

microglial cells.  
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1. UVOD 

 

Moždani udar predstavlja treći vodeći uzrok smrtnosti u svetu odmah 

nakon srčanih bolesti i malignih oboljenja. Osobe koje su doživele moždani 

udar ispoljavaju različite neurofiziološke ali i neuropsihološke poremećaje kao 

što su afazija (poremećaj jezičkih sposobnosti), smanjena intelektualna 

sposobnost, oštećena prostorna orijentacija i radna memorija (Bokura i 

Robinson, 1997; Bradvik i sar., 1989; Godefroy i sar., 1994). Ovi neuropsihološki 

poremećaji mogu u velikoj meri oštetiti reintegraciju pacijenta i usporiti proces 

rehabilitacije. Danas postoji svega nekoliko uspešnih terapija za prevazilaženje 

posledica moždanog udara, tako da je razvoj novih jedan od glavnih ciljeva 

istraživanja u ovoj oblasti. 

Moždani udar može biti podeljen na dve kategorije - ishemični (smanjen 

ili prekinut dotok krvi u mozak) i hemoragični (akumulacija krvi u mozgu). 

Ishemični moždani udar je češći i čini oko 87 % svih slučajeva (Rosamond i sar., 

2007). Tromboza, embolizam ili sistemska hipoperfuzija smanjuju protok krvi u 

mozgu što izaziva ishemični udar usled nedovoljnog dotoka kiseonika i 

glukoze neophodnih za održavanje ćelijske homeostaze. Svi ovi dogañaji 

pokreću više procesa uključujući ekscitotoksičnost, acidotoksičnost i jonski 

disbalans, periinfarktne depolarizacije, inflamaciju, oksidativni i nitrativni stres, 

koji dovode do ćelijske smrti ili apoptoze (Gonzalez i sar., 2006). Svaki od ovih 

patofizioloških procesa ima odreñeni vremenski okvir - neki se javljaju u roku 

od nekoliko sati nakon moždanog udara i/ili traju danima uzrokujući oštećenje 

neurona, glije i endotelijalnih ćelija, a u zavisnosti od jačine moždanog udara. 

Sve je više potvrda da je osetljivost na oštećenje nakon moždanog udara 

zavisno od pola (Hurn i sar., 2005). Žene su manje osetljive na ishemijsko 

oštećenje i rizik od moždanog udara je manji kod premenopauzalnih žena u 

odnosu na muškarce istih godina (Thorvaldesen i sar., 1997). 
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Iako ljudski mozak čini svega 2 % telesne mase, za normalno 

funkcionisanje koristi 20 % ukupnog kiseonika (Edvinsson i Krause, 2002). 

Mozak zahteva veliku količinu kiseonika kako bi stvorio neophodan ATP (u 

procesu oksidativne fosforilacije) i time, izmeñu ostalog, održao jonski 

gradijent. Poznato je da Na+/K+-ATPaze na plazma membrani neurona troše 70 

% energije prisutne u mozgu (Edvinsson i Krause, 2002). Ova jonska pumpa 

održava visoku unutarćelijsku koncentraciju K+ i nisku unutarćelijsku 

koncentraciju Na+ neophodnu za prostiranje akcionih potencijala. Nakon 

globalne moždane ishemije, mitohondrijalna inhibicija sinteze ATP dovodi do 

toga da se ATP potroši u roku od 2 min što uzrokuje depolarizaciju membrane 

neurona, oslobañanje K+ u vanćelijski prostor i ulazak Na+ u ćelije (Caplan, 

2000). Nedostatak energije, takoñe, sprečava membranske Ca2+-ATPaze da 

održavaju nisku koncentraciju Ca2+ u ćelijama. 

Normalni protok krvi u mozgu čoveka iznosi 50 ml/100 g/min (Kety i 

Schmidt, 1948). Uobičajen način definisanja moždane ishemije je upotrebom 

pojma „prag moždane ishemije“. Prag ispod koga dolazi do oštećenja funkcije 

neurona je 15-18 ml/100 g/min. To je minimalni protok neophodan za 

održavanje električnih karakteristika neurona i karakteriše se kao izoelektrični 

EEG (Siesjo, 1984). U ovom slučaju postoji dovoljno kiseonika za održavanje 

ćelijske funkcije, ali nedovoljno za podržavanje sinaptičke transmisije. Prag za 

održavanje jonskog gradijenta je približno 10 ml/100 g/min i pretpostavlja se 

da je to prag za pojavu ireverzibilnih neuroloških promena u mozgu (Astrup i 

sar. 1981). 

U slučaju da je do ishemijske povrede došlo u odreñenom regionu 

mozga govorimo o fokalnoj ishemiji, a ako je do takve povrede tj. smanjenja 

protoka krvi došlo u celom mozgu govorimo o globalnoj moždanoj ishemiji 

(Harukuni i Bhardwaj, 2006). Kada se zna da u fokalnoj ishemiji 65 % moždanih 

udara je rezultat vaskularne okluzije na području srednje moždane artertije, 2 % 
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u anteriornoj i 9 % u posteriornoj moždanoj arteriji, 15 % u moždanom stablu i 

cerebelumu, jasno je zašto se u eksperimentalnim istraživanjima najčešće koriste 

modeli sa okluzijom srednje moždane arterije. Najčešći animalni modeli za 

globalnu ishemiju su glodari čija je prednost to što nisu skupi, imaju mogućnost 

reprodukcije povrede i homogenost unutar sojeva. Eksperimantalni modeli 

globalne ishemije su: srčani zastoj, selektivni prekid moždane cirkulacije, in 

vitro ishemija i ex vivo oživljavanje (Hossmann, 2008). Selektivni prekid 

moždane cirkulacije se dalje deli na kompletnu i nekompletnu ishemiju. U 

modelu globalne moždane ishemije najčešće se vrši: okluzija 4 krvna suda 

(permanentna okluzija vertebralnih arterija, a karotidnih u trajanju 10-30 min 

kod pacova; Pulsinelli i sar., 1983), okluzija 2 krvna suda sa hipotenzijom 

(prolazna okluzija obe karotidne arterije sa istovremenom arterijskom 

hipotenzijom kod pacova; Pulsinelli i sar., 1983) i prolazna okluzija obe 

karotidne arterije kod pustinjskog miša (Meriones unguiculatus) koja je kod ovih 

životinja dovoljna da dovede do globalne moždane ishemije usled toga što oni 

poseduju nekompletan Vilisov krug (Kirino, 1982). 

 

1.1. Patofiziološki aspekti moždane ishemije 

 

Moždana ishemija rezultuje u brojnim hemodinamskim, biohemijskim i 

neurofiziološkim promenama koje mogu biti klinički povezane sa promenama 

u ponašanju (slika 1.). Smanjenje protoka krvi u mozgu prvo pogaña funkciju 

neurona, a kako ishemija napreduje smanjuje se i metabolička aktivnost koja je 

neophodna za održavanje strukturnog integriteta ćelija (Hossmann, 1998), što 

aktivira nekoliko puteva koji mogu biti pogubni ili neuroprotektivni za mozak. 

Ovi dogañaji se preklapaju i zavise od inteziteta i trajanja ishemijskog oštećenja.  
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1.1.1. Ekscitotoksičnost – uloga glutamata i Ca2+ 

 

Glutamat je glavni ekscitatorni neurotransmiter u mozgu sisara i ključni 

medijator unutarćelijske komunikacije, plastičnosti, rasta i diferencijacije ćelija 

centralnog nervnog sistema. U fiziološkim uslovima glutamat je odgovoran za 

inicijaciju postsinaptičkih signala kroz odvojene jonotropne i metabotropne 

receptore i njegova vanćelijska koncentracija se održava u µM, a citosolna u mM 

(oko 10 mM) opsegu (Hsu, 1998). Nakon ishemije dolazi do masovnog 

oslobañanja glutamata (Budd, 1998) što rezultuje u nemogućnosti preuzimanja 

glutamata od strane astrocita (Mori i sar., 2004; Giffard i Swanson, 2005). Veliki 

gradijent koncentracije glutamata se održava kroz plazma membranu uz pomoć 

Na+ zavisnog glutamatnog transportera lociranog na pre- i postsinaptičkim 

membranama. Membranska depolarizacija i akumulacija Na+ u nervnoj ćeliji 

Slika 1. Shema  dogañaja koji dovode do ishemijske povrede mozga. Preuzeto i 
modifikovano iz Harukuni i Bhardwaj (2006). 
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tokom ishemije indukuju reverziju glutamatnog transportera i dozvoljavaju 

glutamatu da izlazi iz ćelije duž koncentracionog gradijenta. 

Efekat povećane koncentracije glutamata na sinapsama je aktivacija N-

metil-D-aspartat (NMDA) i α-amino-3-hidroksil-5-metil-4-izoksazol-propionska 

kiselina (AMPA) receptora (Doyle, 2008). Otvaranjem ovih receptora (naročito 

NMDA) dolazi do daljeg ulaska Ca2+ i membranske depolarizacije doprinoseći 

„preopterećenju ćelija Ca2+“ tj. ekscitotoksičnosti (Doyle, 2008).   

Joni Ca2+ su regulatori brojnih ćelijskih procesa uključujući funkciju 

enzima, ćelijskog rasta i diferencijacije. Pored toga, Ca2+ je odgovoran za 

oslobañanje neurotransmitera, modulaciju membranske ekscitabilnosti i 

regulaciju sinaptičke plastičnosti u nervnom sistemu. Vanćelijski Ca2+ ulazi u 

ćelije kroz voltažno zavisne Ca2+ kanale, kanale za transmitere permeabilne za 

Ca2+ ili kroz izmenjivače jona. Fiziološka koncentracija slobodnog 

unutarćelijskog Ca2+ se održava u granicama do 100 nM, u poreñenju sa 

približno 1 mM u vanćelijskom prostoru, kroz regulaciju influksa, skladištenja i 

oslobañanja Ca2+. 

NMDA receptori su glavni put ulaska Ca2+ tokom glutamatergičke 

transmisije. Pored jonotropnih receptora, glutamat takoñe stimuliše familiju 

metabotropnih receptora koji aktiviraju put sekundarnih glasnika što rezultuje 

u oslobañanju unutarćelijskog Ca2+. Povećanje unutarćelijskog Ca2+ pokreće 

kaskadu patobiohemijskih procesa koji dovode do neuronske degeneracije 

posredstvom aktivacije proteaza, lipaza i endonukleaza, što posledično dovodi 

do oštećenja ćelijske membrane, citoskeleta i genomske DNK (slika 2.). Joni Ca2+ 

aktiviraju i fosfolipaze A i C koje hidrolizuju membranske fosfolipide, što 

rezultuje u akumulaciji slobodnih masnih kiselina, naročito arahidonske što ima 

za posledicu pokretanje inflamatornih procesa i dalje oštećenje ćelijskih 

membrana (Murdoch i Hall, 1990). 
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Prekomerni influks Ca2+ može dovesti do aktivacije neuronske azot oksid 

sintaze (nNOS) i oslobañanja azot oksida (NO). Osloboñeni NO dalje vodi do 

formiranja reaktivnih kiseoničnih vrsta (ROS) u koje spadaju: superoksid (O2-), 

peroksinitrit (ONOO-) i hidroksil (OH.) radikali (Beckman i sar., 1990). Važna 

meta ONOO- su mitohondrije. Mitohondrijalna disfunkcija tokom 

hipoksije/ishemije ima za posledicu  povećanu produkciju kiseoničnih radikala 

što vodi do dalje disfunkcije membrane neurona i nekroze (Mehta, 2007). 

Povećana produkcija slobodnih radikala tokom reperfuzije dovodi do aktivacije 

matriksnih metaloproteinaza koje dalje degradiraju kolagen i laminin u 

bazalnoj lamini, narušavaju integritet zidova krvnih sudova, povećavaju 

propustljivost krvnomoždane barijere (KMB) a što za posledicu može imati 

stvaranje edema u mozgu (Crack i Taylor, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Slika 2. Progresija metaboličkih dogañaja iniciranih u ćelijama osetljivim na 
ograničeno snabdevanje kiseonikom. Preuzeto iz Messick i Milde (1987).  
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1.1.2. Periinfarktne depolarizacije i pH 

 

Tokom hipoksije dolazi do opadanja sinaptičke inhibicije, nakon čega 

dolazi do smanjenja sinaptičke ekscitacije, dovodeći do perioda 

hiperekscitabilnosti (Krnjević i sar., 1991). Postsinaptička hiperpolarizacija je 

posredovana pojačanom provodljivošću za jone K+.  

Većina istraživanja, uglavnom na neuronima ili nervno-mišićnim 

preparatima, je pokazala da nedostatak kiseonika u početku dovodi do porasta 

ekscitacije koju prati supresija funkcije. Kada je uočena zavisnost Na+/K+ 

pumpe od ATP bilo je lako zaključiti da hipoksična depolarizacija nastaje usled 

nedostatka ATP. 

Moždana ishemija selektivno smanjuje električnu aktivnost prvo u 

hipokampusu i cerebelumu, a onda i u ostalim regionima mozga kod mačke 

(Rossen i sar., 1943). U CA1 regionu hipokampusa odgovor na ishemiju je 

sledeći: prolazna mala depolarizacija i povećanje ekscitabilnosti neposredno 

praćeno naknadnim hiperpolarizacijama i značajnim padom membranskog 

otpora; nakon reoksigenacije dolazi do dalje prolazne depolarizacije pre 

vraćanja na kontrolne nivoe (Krnjević, 2008). 

Tokom ishemije metabolizam glukoze je prebačen sa puta aerobne 

fosforilacije na anaerobni glikolitički put što rezultuje u akumulaciji ćelijskog 

laktata i smanjenju pH (Doyle i sar., 2008). Mehanizmi neuronske povrede 

usled akumulacije laktata tokom moždane ishemije su nekroza endotelijalnih 

ćelija sa oticanjem i rupturom astrocita što dovodi do redukcije kolateralnog 

krvotoka, denaturacije i inaktivacije proteina uključujući i enzime, supresije 

regeneracije nikotinamid adenin dinukleotida (NAD+) i produkcije ROS.  
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1.1.3. Oksidativni stres 

 

Masivno stvaranje slobodnih radikala može da ima odlučujući efekat na 

celokupne fiziološke funkcije važne za preživljavanje. Koncentracija slobodnih 

radikala i reaktivnih neradikalskih vrsta je odreñena balansom izmeñu procesa 

stvaranja i uklanjanja raznim jedinjenjima i enzimima antioksidativne zaštite 

(slika 3.). Halliwell i Gutteridge (1995) su definisali antioksidante kao supstance 

sposobne da, u relativno niskim koncentracijama u odnosu na koncentraciju 

supstrata koji može da se oksiduje, značajno odlože ili inhibiraju oksidaciju ovih 

supstrata. Sistem antioksidativne zaštite uključuje enzime superoksid 

dismutazu (SOD), glutation peroksidazu (GPx) i katalazu (CAT), kao i 

neenzimatska jedinjenja kao što su α-tokoferol (vitamin E), β-karoten, askorbat 

(vitamin C) i glutation (Droge, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Moždana ishemija i reperfuzija su odgovorni za oksidativni stres tj. 

stvaranje slobodnih radikala (Nita i sar., 2001) što kulminira u razarajućim 

efektima tokom patogeneze (Lewen i sar., 2000; Chan, 2001). Mozak je posebno 

Slika 3. A. Putevi produkcije i uklanjanja ROS. GSH, glutation; GSSG, glutation disulfid. 
Preuzeto iz Dröge (2002). B. Sinteza reaktivnih azotnih vrsta. NO, azot oksid; NO3-, 
nitrat; NO2-, nitrit; HbO2, oksihemoglobin; Hb3+, methemoglobin; ONOOH, 
peroksinitritna kiselina; MPO, mijeloperoksidaza; HOCl, hipohlorna kiselina; SNO: S-
nitrozotiol; NOS II, azot oksid sintaza II.  
http://ajplung.physiology.org/content/283/2/L246/F1.expansion.html 
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osetljiv na prisustvo slobodnih radikala zbog izuzetno visokog sadržaja lipida i 

relativno malog sadržaja endogenih antioksidanata (Sugawara i Chan, 2003). 

Tokom oksidativnog stresa, brza i velika produkcija slobodnih radikala 

prevazilazi mogućnost njihovog uklanjanja enzimima antioksidativne zaštite i 

neenzimatskim antioksidantima, što ima za posledicu teška i brza oštećenja 

ćelijskih proteina, DNK i lipida (Sies, 1993; Chan, 2001; slika 4.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Iako je stvaranje slobodnih radikala u mitohondrijama iz molekularnog 

kiseonika fiziološka reakcija, prevelika aktivacija NMDA receptora nakon 

moždane ishemije (ekscitotoksičnost) rezultuje u povećanoj produkciji ROS, 

naročito NO. Štaviše, oksidacija ksantina u hipoksantin uz pomoć enzima 

ksantin oksidaze je praćena stvaranjem O2- i H2O2 što dalje doprinosi oštećenju 

neurona tokom reperfuzije (Beetsch i sar., 1998; Nishino i Tamura, 1991). 

Slika 4. Formiranje reaktivnih kiseoničnih i azotnih vrsta kao posledica 
ishemije/reperfuzije koje dovodi do oštećenja tkiva. 1. Inhibicija lipidne peroksidacije, 
2. Inhibicija ksantin oksidaze, 3. Superoksid dismutaza (SOD), 4. Katalaza i glutation 
peroksidaza (GSHPx), 5. Glutation (GSH), 6. Inhibicija azot monoksid sintaze (NOS), 7. 
Metalni helatori, 8. Inhibitori poli(ADP-riboza) polimeraze (PARP), 9. Inhibitori 
tranzicije kroz mitohondrijalnu membranu, 10. „čistači“ peroksinitrita. O2-, superoksid; 

CO3-, karbonatni radikal; H2O2, vodonik peroksid; GSSG, glutation disulfid; OH., 

hidroksil radikal; NO2
., azot dioksid; NO., azot monoksid; ONOO-, peroksinitrit; NAD, 

nikotinamid adenin dinukleotid. Preuzeto i modifikovano iz Warner  i sar. (2004). 
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Peroksidacija lipidnih membrana od strane ROS stvara toksične aldehide kao 

što je 4-hidroksinonenal (4-HNE) koji oštećuje razne jonske kanale, transportere 

i citoskeletne proteine. Aktivacija fosfolipaze A2 (PLA2) nakon moždane 

ishemije oslobaña arahidonsku kiselinu iz membranskih fosfolipida. 

Oksidativni metabolizam i arahidonska kiselina predstavljaju značajan izvor 

ROS (Katsuki i Okuda, 1995). Slobodni radikali, takoñe, aktiviraju specifične 

signalne puteve kao što su mitogen-aktivirane protein kinaze (MAPK) koje 

dalje doprinose ćelijskom oštećenju (Namura i sar., 2001). Produkcija NO i 

oksidativni stres su, takoñe, povezani sa prevelikom aktivacijom poli(ADP-

riboze)polimeraze-1 (PARP-1), DNK reparirajućeg enzima. Kao odgovor na 

prekide u DNK, PARP-1 katalizuje transformaciju β-NAD+ u nikotin amid i 

duge polimere poliADP-riboze. Kada je PARP-1 previše aktiviran, iscrpljuje 

ćelijski NAD+, ometajući NAD+ zavisne procese kao što su anaerobna glikoliza 

i mitohondrijalna respiracija, što dovodi do daljeg smanjenja ATP, nestašice 

energije i ćelijske smrti (Gonzales i sar., 2006). 

Reoksigenacija tokom reperfuzije obezbeñuje supstrat za brojne 

enzimske reakcije oksidacije. Reperfuzija nakon ishemije uzrokuje veliku 

produkciju ROS u mitohondrijama i konzumiranje endogenih antioksidanata 

od strane ovih ROS može dovesti do dramatičnog povećanja unutarćelijskog 

ROS. Povećana koncentracija ROS uzrokuje oslobañanje mitohondrijalnog 

citohroma c, perifernog membranskog proteina mitohondrija rastvorljivog u 

vodi i važne komponente mitohondrijalnog respiratornog lanca. Citohrom c se 

translocira iz mitohondrije u citosol nakon prolazne fokalne ishemije kod 

pacova, kao i nakon globalne moždane ishemije u osetljivim CA1 neuronima 

(Selaković i sar., 2005; Sugawara i sar., 1999). U radu Selaković i sar. (2005) je 

pokazano da kod pacijenata koji su doživeli moždani udar, aktivnost citohrom c 

oksidaze je smanjena u cerebrospinalnoj tečnosti naročito u prva dva dana 

nakon ishemije i da se postepeno povećava do 7. dana nakon reperfuzije 
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Mitohondrije su uključene i u apoptozu i nekrozu što zavisi od jačine oštećenja i 

prirode signalnih puteva (Saito i sar., 2005). 

 

1.1.4. Ćelijska smrt 

 

Karakterizacija puteva ćelijske smrti u uslovima moždane ishemije je od 

velike važnosti za razvoj efektivne terapije. Tradicionalno, ćelijska smrt nakon 

moždane ishemije je razmatrana kao nekrotična po prirodi, ali su istraživači u 

protekloj deceniji otkrili da to shvatanje nije striktno (Mehta, 2007). 

U poslednje dve decenije ćelijska smrt se konvencionalno deli na 

apoptozu i nekrozu koje se razlikuju morfološki i biohemijski (Gerschenson i 

Rotello, 1992; Martin i sar., 1998; tabela 1.). Fiziološka ili programirana ćelijska 

smrt (apoptoza) je indukovana unutrašnjim ćelijskim faktorima, ali postoji 

mogućnost i egzogene modulacije. Nasuprot tome, patološka ćelijska smrt 

(nekroza) je rezultat spoljašnjih „napada“ na ćeliju (trauma, osmotski, termički i 

toksični šok). Proces ćelijske nekroze uključuje narušavanje funkcionalnog i 

strukturalnog integriteta membrane, brzi ulazak Ca2+ i vode. Stoga, ćelijska 

nekroza nije indukovana unutrašnjim ćelijskim faktorima, kao što je slučaj u 

apoptozi, već snažnim narušavanjem sredine i fizioloških uslova. Ćelijska 

nekroza nastaje usled narušavanja ćelijske homeostaze, lize membrane, 

inflamacije, vaskularnog oštećenja i formiranja edema u uslovima izlaganja 

toksinima, hipoksiji/ishemiji i traumi. Dogañaji koji vode ka ćelijskoj nekrozi su 

promene u homeostazi ćelijskog volumena, mitohondrijalne funkcije i 

membranske propustljivosti, oštećenja u proteinima jonskog transporta, otežana 

oksidativna fosforilacija i gubitak visokoenergetskih fosfata. Održavanje 

funkcije mitohondrija je verovatno kritičan faktor koji odreñuje stepen i 

progresiju neuronske povrede koja nastaje usled ekscitotoksičnosti. 
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Nedostatak ovakve binarne podele leži u teškoćama klasifikovanja 

ćelijske smrti koja nije potpuno ni apoptotska ni nekrotična već pre hibridna 

forma ćelijske smrti koja se nalazi izmeñu ova dva ekstrema. Ove moguće 

prelazne forme ćelijske smrti se mogu javiti u slučaju degenerišućih neurona 

gde striktne razlike izmeñu apoptoze i nekroze postaju manje jasne. Koncept 

apoptoza-nekroza kontinuuma ćelijske smrti je formulisan na osnovu otkrića da 

morfološki fenotip ekscitotoksične ćelijske smrti postoji kao gradijent izmeñu 

dva osnovna oblika nezavisno od karakteristika fragmentacije DNK. 

 

 

 
 

In vivo morfološke karakteristike ekscitotoksičnosti, za koju se zna da je 

karakteristika moždane ischemije, u mnogim neuronima uključuju 

Karakteristike  Apoptoza Nekroza Nekroptoza 

Morfološke 

Ćelija Skupljanje Oticanje/bubrenje 

Izmešane 
karakteristike 
nekroze i 
apoptoze 

Ćelijska 
fragmentacija 

Da (apoptotska tela) Ne (liza) 
 

Jedro 
Marginacija 
hromatina 

Piknoza Kondenzacija 

Integritet 
membrane 

Očuvan 
Rano 

kompromitovan 
Gubitak 
integriteta 

Mitohondrije 
Ultrastrukturno 

normalne 
Oticanje Oticanje 

Biohemijske 
DNK 

Internukleozomalno 
isecanje 

Nasumična 
degradacija 

? 

Fosfatidil serin 
(FS) 

Okrenut ka 
spoljašnjoj membrani 

Eksternalizacija 
fosfatidil serina 

? 

Reakcija ćelije 
Inflamacija 

Nema je (FS privlače 
makrofage) 

Da Autofagno 
čišćenje 
ćelijskih 
ostataka Obrazac 

Pogoñene 
individualne ćelije 

Više ćelija 
pogoñeno 

Tabela 1. Karakteristike apoptoze, nekroze i nekroptoze. Preuzeto iz Mehta (2007). 
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somatodendritsko oticanje, kondenzaciju hromatina u nepravilna klupka i 

oštećenje organela tj. promene karakteristične za nekrozu. U drugim neuronima 

ekscitotoksičnost uzrokuje citološke promene koje više podsećaju na apoptozu. 

Ekscitotoksična neurodegeneracija in vivo može biti i osetljiva i neosetljiva na 

inhibiciju sinteze proteina, tako da uloga de novo sinteze proteina u ekspresiji 

kaskade odložene ćelijske smrti u ekscitotoksičnosti nije sasvim sigurna. 

Mehanizmi kojima prolazna moždana ishemija dovodi do ireverzibilne smrti 

neurona nisu potpuno razjašnjeni i sve su veći napori za objašnjenje doprinosa 

odložene ćelijske smrti neurodegeneraciji u ishemiji. U prilog ovome je i otkriće 

da je degeneracija CA1 piramidalnih neurona u hipokampusu odložena nakon 

globalne moždane ishemije (Sugawara  i sar., 1999). Osnovna pretpostavka je da 

su neki aktivni mehanizmi ćelijske smrti uključeni tokom vremenskog kašnjenja 

izmeñu početnog oštećenja i krajnje degeneracije CA1 neurona. Izraz odložena 

ćelijska smrt, u postishemijskoj degeneraciji CA1 neurona, je relativan i zavisi 

od jačine moždane ishemije. Oštećenje citoskeleta se javlja rano nakon ishemije 

naročito u dendritima i to pre degeneracije ćelijskih tela. Apoptoza je uočena u 

nekim grupama neurona za koje se obično ne smatra da su selektivno osetljivi 

na ishemiju, kao što su granularne ćelije u dentatnom girusu, podgrupa 

granularnih ćelija u kori velikog mozga i odreñeni neuroni u talamičkim 

jedrima. Perivaskularne i parenhimalne neneuronske ćelije takoñe umiru 

apoptozom. Ove neneuronske ćelije su najverovatnije inflamatorne ćelije, kao 

što su leukociti i makrofagi, koje krvotokom dospevaju u područja sa 

neuronskim oštećenjem. Uočene razlike izmeñu morfoloških karakteristika 

nekroze i DNK fragmentacije karakteristične za apoptozu tokom ishemijske 

neurodegeneracije mogu imati par objašnjenja. Internukleozomalna DNK 

fragmentacija se može javiti u in vitro modelima ćelijske smrti izazvane Ca2+ sa 

ultrastrukturalnim karakteristikama nekroze i usled ekscitotoksičnosti izazvane 

aktivacijom NMDA receptora. Ovo je sve u skladu sa poznatom funkcijom Ca2+ 
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u aktivaciji nekih endonukleaza odgovornih za fragmentisanje DNK. (Martin i 

sar., 1998). 

 

1.1.5. Inflamacija 

 

Inflamatorni dogañaji koji su započeti na krvnim sudovima se javljaju 

par sati nakon ishemije i leže u osnovi prelaska ishemične u inflamacijsku 

povredu. Glavni učesnici u inflamatornoj povredi su citokini (interleukin 1 (IL-

1), interleukin 6 (IL-6), faktor nekroze tumora („tumor necrosis factor“ α (TNF-

α)) i faktor rasta tumora („tumor growth factor“ β (TGF-β)), adhezioni molekuli 

(selektini, integrini i imunoglobulini), eikozanoidi i iNOS, koji se proizvode 

neposredno nakon ishemije i doprinose ireverzibilnom oštećenju. Ove molekule 

proizvode endotelijalne ćelije, astrociti, mikroglijalne ćelije i leukociti 

(granulociti, monociti-magrofagi, limfociti). Moždana ishemija dovodi do 

infiltracije inflamatornih ćelija iz nespecifične imunološke reakcije, migracije 

perifernih leukocita u mozak i aktivacije mikroglije (Zheng  i sar., 2003; Šekeljić 

i sar., 2011). Oslobañanje inflamatornih citokina od strane ishemičnih neurona i 

glije dovodi do stvaranja adhezionih molekula (selektina, integrina, 

intercelularni adhezioni molekul 1) (Selaković i sar., 2009) u moždanoj 

vaskulaturi što rezultuje narušavanjem KMB kulminirajući u formiranju edema 

(Han i Yenari, 2003). Pojačana sekrecija citokina i proteaza, kao što su matriksne 

metaloproteinaze, uzrokuje dalji poremećaj u vanćelijskom matriksu i KMB 

(Harukuni, 2006). 

Makrofagi i monociti, nakon neutrofila migriraju u ishemični deo mozga 

i postaju predominantne ćelije 5-7 dana nakon ishemije (Stoll i sar., 1998). 

Hemokini, npr. IL-8, monocit hemoatraktant protein 1, proizvedeni u 

ishemičnom mozgu stimulišu migraciju inflamatornih ćelija iz krvi na mesto 

lezije. Rezidentne ćelije su takoñe uključene u inflamatorni odgovor. Astrociti 
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postaju hipertrofirani, dok mikroglijalne ćelije povlače svoje nastavke i 

zadobijaju ameboidnu morfologiju 4-6 h nakon moždane ishemije. Broj 

granulocita dostiže maksimum 24 h nakon ishemijske povrede, zatim naglo 

pada i 7. dana se tek ponegde pojavljuju. Postoje dokazi da intravaskularna 

akulmulacija granulocita redukuje protok krvi tokom reperfuzije i tako 

doprinosi veličini povrede (Wen, 2006). 

Iako inflamacija doprinosi ishemijskoj povredi, efekat individulanih 

komponenti inflamatorne kaskade može biti koristan u zavisnosti od stepena 

povrede tkiva, jačine odgovora i da li inflamatorne komponente aktiviraju 

neuroprotektivne puteve (Bruce i sar., 1996; Yhang i sar., 2000). 

Jedan od najranijih inflamatornih odgovora na moždani udar 

identifikovan kod pacijenata je povećanje broja perifernih limfocita (Selaković i 

sar., 2009). Neutrofili su prvi limfociti koji odgovaraju na povredu i njihov broj 

koreliše sa volumenom infarkta (Emsley i sar, 2003). Povećanje nivoa 

cirkulišućih monocita je takoñe opaženo, ali se dešava posle odgovora 

neutrofila, obično 3 dana nakon moždanog udara (Kochanek i Hallenbeck, 

1992). 

 

1.1.6. Neurovaskularne promene 

 

Neurovaskularna jedinica koju formira mikrovaskularni endotelijum 

(astrociti, neuroni i ekstraćelijski matriks) je esencijalna za normalno 

funkcionisanje mozga. Kompleksna i dinamična interakcija izmeñu ovih 

komponenti na mestu gde se sustiču krv-sudovi-parenhim nakon moždane 

ishemije odreñuju veličinu krajnjeg neuronskog oštećenja. Metabolizam nervne 

ćelije je pod uticajem okružujućih ćelija (glijalnih i endotelijalnih) kroz dve 

anatomske i funkcionalne barijere - KMB i bazalne lamine za transmigraciju 

cirkulišućih krvnih ćelija, koje predstavljaju selektivni filter za njihov transport. 
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Moždana ishemija ima za posledicu razaranje KMB, dovodeći do 

narušavanja endotelijalnih tesnih veza (Mark i Davis, 2002) i degradacije 

bazalne lamine (Gidday i sar., 2005). Moguće je da degradacija zavisi od 

matriksnih metaloproteinaza. U moždanoj ishemiji, MMP2 i MMP9 su 

uključene u ovaj proces što rezultuje u gubljenju kontakta izmeñu astrocita i 

endotelijalnih ćelija i hemoragične transformacije (Fukuda i sar., 2004). Nivo 

ovih MMP se podiže u roku od nekoliko sati nakon moždane ishemije i 

hemoragičnog udara kako u eksperimentalnim modelima tako i u mozgu 

čoveka (Machado i sar., 2006; Rosell i sar., 2006). Promene u integritetu KMB 

izazvane moždanom ishemijom iniciraju infiltraciju i akumulaciju leukocita, 

adheziju i transmigraciju, dok integrini strukturno modifikuju bazalnu laminu i 

vanćelijski matriks. Sve ovo dalje dovodi do aktivacije inflamatorne kaskade 

koja vodi daljem oštećenju mozga (Huang i sar., 2006). 

 

1.1.7. Aktivacija glijalnih ćelija 

 

1.1.7.1. Astrociti 

 

Astrociti su najbrojnije neneuronske ćelije u centralnom nervnom 

sistemu (CNS) i čine oko 50 % volumena ljudskog mozga (Tower i Young, 

1973). Astrociti imaju nekoliko funkcija koje su esencijalne za funkcionisanje 

nervne ćelije, uključujući izrastanje neurita, preuzimanje i otpuštanje glutamata, 

odstranjivanje viška K+, održavanje stalne pH vrednosti (puferski sistem) i 

transport vode. Astrociti se dele na 3 glavna tipa ćelija na osnovu morfologije i 

prostorne organizacije: radijalne koji okružuju komore, protoplazmatične u 

sivoj masi i fibrozne u beloj masi (Privat i sar., 1995). Radijalni astrociti su 

orijentisani perpendikularno na površinu komora i imaju duge negranate 

nastavke. Protoplazmatični astrociti imaju žbunastu morfologiju sa brojnim 
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visokogranatim kratkim nastavcima. Fibrozni astrociti pokazuju više zvezdasti 

oblik sa glatkim, dugim nastavcima koji su manje granati. Glijalni fibrilarni 

kiseli protein (GFAP) i S-100beta (citosolni Ca2+ vezujući protein) se često 

koriste kao markeri astrocita. GFAP je za astrocite specifični intermedijerni 

filamentni protein čija eksperesija je neophodna za funkciju fibroznih astrocita, 

uključujući održavanje integriteta bele mase u CNS i KMB. Većina 

protoplazmatičnih astrocita ne eksprimira dovoljno GFAP kako bi se pozitivno 

obojili rutinskim imunohistohemijskim metodama (Walz, 2000). 

Astrociti su vrlo bitni za preživljavanje neurona u uslovima moždane 

ishemije i kod drugih povreda mozga. Nakon par sati, prilikom bilo koje 

povrede mozga, preživeli astrociti u pogoñenom regionu postaju hipertrofirani 

i proliferišu. Ovaj proces se naziva reaktivna astroglioza (Ridet i sar., 1997). 

Ovaj odgovor je pojačan migracijom mikroglije i makrofaga na oštećeno 

područje. Reaktivni astrociti povećavaju ekspresiju svojih strukturnih proteina 

tj. GFAP i vimentina. Cu,ZnSOD, glutation peroksidaze i metalotionein su 

povećani u reaktivnim astrocitima nakon moždane ishemije (Liu i sar., 1993; 

Campagne i sar., 2000) što ukazuje na veći antioksidativni potencijal. Astrociti 

mogu da eksprimiraju iNOS i citokine. Reaktivni astrociti sintetišu kolagen i 

sulfatne proteoglikane koji takoñe ometaju rast neurita. Oni proizvode i 

matriksne metaloproteinaze i njihove inhibitore koji su uključeni u 

remodelovanje vanćelijskih komponenti matriksa i promovišu obnavljanje KMB 

kroz produkciju komponenti vanćelijskog matriksa. Astrociti otpuštaju trofičke 

faktore - nervni faktor rasta (NGF), fibroblastni faktor rasta (FGF), 

transformišući faktor rasta β (TGF-β) i moždani neurotrofički faktor (BDNF). 

Odgovor astrocita može biti trenutan (neposredno utiče na ćelijsko 

preživljavanje) i dugotrajan ili odložen (utiče na kasniji oporavak i funkciju). 

Neuroni ne mogu preživeti u mozgu bez bliskog kontakta sa astrocitima. U bilo 

kom regionu mozga gde astrociti ne uspeju da prežive, nužno dolazi i do smrti 
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neurona bez mogućnosti sinaptičkog remodelovanja. U regionima gde prežive, 

postoji mogućnost sinaptičkog remodelovanja i izrastanja neurona kako bi se 

kompenzovao gubitak neurona. Usled drugačijeg metabolizma glukoze i veće 

mogućnosti antioksidativne zaštite, astrociti su generalno manje osetljivi na 

ishemiju i druge stresore nego neuroni. Glutamatna toksičnost je važan 

mehanizam neuronalne smrti u ishemiji, hipoglikemiji i traumi (Choi, 1998). 

Uklanjanje glutamata iz vanćelijskog prostora se vrši prvenstveno Na+ zavisnim 

transporterima lokalizovanim na astrocitima. Brojne studije potvrñuju 

esencijalnu ulogu astrocitnog glutamatnog transportera u održavanju 

koncentracije vanćelijskog glutamata ispod toksičnog nivoa. Astrociti sadrže 

višu količinu glutationa i enzima uključenih u metabolizam glutationa nego 

neuroni, tako da su sposobniji za uklanjanje ROS i na taj način podržavaju 

preživljavanje neurona. Povećanje vanćelijskog K+ tokom ishemije može 

doprineti oticanju ćelije, oslobañanju glutamata i anoksičnim depolarizacijama. 

Astrociti imaju i aktivan i pasivan način ograničavanja povećanja vanćelijskog 

K+ (Walz i Hertz, 1983). Primarni uzrok acidoze tokom ishemije je produkcija 

mlečne kiseline u glikolitičkoj produkciji ATP. Iako astrociti aktivno uklanjaju 

H+ raznim mehanizmima i na taj način redukuju acidifikaciju vanćelijskog 

prostora, nije poznato da li ti aktivni mehanizmi mogu funkcionisati u toku 

ishemije. 

Edem mozga može doprineti povredi nakon moždane ishemije 

sprečavajući lokalni ili globalni moždani krvotok i fizički prekidajući duge 

fibrozne puteve. Edem mozga se može klasifikovati na vazogeni usled 

transkapilarnog pomeranja vode i rastvora kroz KMB i citotoksični usled 

osmotskog oticanja ćelijskih elemenata. Astrociti imaju ulogu u oba ova 

procesa. Završeci astrocita pokrivaju veliku abluminalnu površinu kapilara i na 

taj način fizički formiraju deo KMB. 
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1.1.7.2. Mikroglija 

 

Mikroglijalne ćelije imaju kritičnu ulogu kao rezidentne 

imunokompetentne i fagocitotske ćelije u CNS i služe za uklanjanje ćelija na 

mestu infekcije, inflamacije, traume, ishemije i neurodegeneracije (Kim i Jean de 

Vellis, 2005). Na osnovu klasičnih morfoloških studija baziranih na bojenju 

srebrom, mikroglijalne ćelije su podeljene na: ameboidne, ramifikovane i 

intermedijerne (del Rio Hortega, 1932). 

Nedavno je usvojena slična klasifikacija mikroglijalnih ćelija kako bi se 

opisao stepen njihove aktivacije na: mirujuća, aktivirana i ameboidna fagocitna 

mikroglija (Streit i sar., 1989). U CNS razgranata mirujuća mikroglija čini 5-20 % 

neuroglijalne populacije, ima je više u sivoj masi i modifikuje svoju morfologiju 

i ekspresiju površinskih ćelijskih antigena na osnovu svog okruženja (Lawson i 

sar., 1992). Mikroglija je imuni efektor u CNS i kao takva odgovara na bilo 

kakve patološke uslove, uključujući aktivaciju imunog sistema. One 

eksprimiraju fenotipske markere monocit-makrofag linije i predstavljaju 

antigen prezentujuće ćelije u CNS. Mikroglije produkuju citokine, hemokine i 

neurotrofičke molekule. 

U toku razvića mozga mikroglije imaju morfologiju sličnu makrofagima 

sa relativno velikim ćelijskim telom i kratkim nastavcima i opšti naziv za takvu 

mikrogliju je ameboidna. Osnovna funkcija ameboidne mikroglije je fagocitoza 

mrtvih ili umirućih ćelija uključujući neurone koji podležu apoptozi u kasnom 

embrionskom ili ranom postnatalnom stupnju. Kako se mozak razvija broj 

ameboidnih mikroglija se smanjuje i zamenjuje povećanim brojem 

ramifikovane, sa malim telima i dugim razgranatim nastavcima. Ramifikovana 

mikroglija se smatra funkcionalno neaktivnom ili u stanju mirovanja i zove se 

mirujuća mikroglija. Kada je mozak oštećen ili kad je u pitanju neko oboljenje 

mozga, ramifikovana mikroglija se transformiše u aktiviranu mikrogliju tj. 
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reaktivnu mikrogliju koja ima skraćene nastavke, uvećano ćelijsko telo i 

proliferiše na mestu povrede. Ova transformisana mikroglija je funkcionalno 

aktivna i uključena je u mnoge patološke procese. Postoji nekoliko vrsta 

stimulusa koji mogu aktivirati mikroglijalne ćelije. Jednu kategoriju 

predstavljaju promene u naelektrisanju nastale usled povrede neurona i 

promene u jonskom miljeu oko povreñenih neurona. Druga kategorija su 

biološki aktivne supstance koje uključuju peptide i hormone male molekularne 

mase. Faktori rasta i citokini mogu takoñe aktivirati mikrogliju. Meñu 

citokinima je i faktor stimulacije kolonije (CSF), koji je neophodan za njenu 

proliferaciju. Aktivirana mikroglija stvara nekoliko potencijalno citotoksičnih 

molekula uključujući superoksidni anjon, NO i proinflamatorne citokine. Pored 

toga, eikozanoidi, vazoaktivni histamin ili ekscitotoksični glutamat nastali u 

mikrogliji mogu promovisati degenerativne procese i inflamaciju. Aktivirana 

mikroglija sintetiše neurotrofičke faktore kao što su neurotrofini (NT3, NT4), 

faktor rasta neurona (NGF), moždani neurotrofički faktor („brain derived 

neurotrophic factor“ (BDNF)), TGF-β, IL6, fibroblastni faktor rasta 2 (FGF) 

(Nakajima i Kohsaka, 2001). 

 

1.1.8. Promene u ponašanju 

 

Postoji dosta literaturnih podataka o uticaju globalne moždane ishemije 

na ponašanje glodara koji ukazuju na sličnost sa primatima uključujući ljude 

(Zola-Morgan i sar., 1986, Rempel-Clower i sar., 1996). Neposredno nakon 

ishemije, životinje ispoljavaju promene u ponašanju koje se često koriste kao 

neurološki marker efektivnosti ishemije. 
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1.1.8.1. Motorna aktivnost 

 

Procena lokomotorne aktivnosti je jedan od najčešćih testova ponašanja 

nakon moždane ishemije kod glodara. Pacovi, kao i pustinjski miševi, pokazuju 

povećanu lokomotornu aktivnost u testu otvorenog polja -„open field“ testu 

nakon ishemije što se interpretira kao poremećaj habituacije (Wang i Corbett, 

1990). Poznato je da hipokampus ima ulogu u kontroli lokomotorne aktivnosti 

kroz veze sa nucleus accumbens (Yang i Mogenson, 1985). Postoje dve faze koje 

prate bilateralnu globalnu ishemiju: period imobilnosti (1) praćen povećanjem 

aktivnosti iznad normalnih vrednosti (2). Prva faza je uočljiva nakon povratka 

svesti i refleksa, obično 30 min do par sati nakon ishemije (Kirino i sar., 1980; 

Warner i sar., 1991). Nakon neaktivne faze sledi period intenzivne lokomotorne 

aktivnosti u trajanju od nekoliko sati do nekoliko dana u zavisnosti od jačine 

moždanog udara (Corbett i Nurse, 1998; Janać i sar., 2006). 

  

1.1.9.  Strukture uključene u kontrolu motorne aktivnosti 

 

Strukture CNS uključene u kontrolu motorne aktivnosti su motorne zone 

kore velikog mozga, moždano stablo (produžena moždina, pons i srednji 

mozak), bazalne ganglije, cerebelum i kičmena moždina (slika 5.). Od pojedinih 

zona kore velikog mozga, uključujući primarnu motornu zonu (4. Brodmanovo 

polje, neposredno ispred centralne brazde), premotornu i suplementarnu 

motornu zonu, zavisi voljno, naučeno kretanje. Posteriorni parijetalni korteks 

(polja 5 i 7) takoñe ima uticaja na voljne pokrete (slika 6.). 
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1.1.9.1. Bazalne ganglije 

 

Postoji nekoliko jedara koji grade bazalne ganglije (BG). Većina se 

projektuje na druga jedra unutar BG stvarajući veliku subkortikalnu mrežu 

unutar prednjeg mozga. Dva izlazna jedra BG su globus palidus (globus pallidus) 

internalni segment (GPi) i supstancija nigra pars retikulata (substantia nigra pars 

reticulata (SNr)) dok glavni ulaz u jedra predstavlja striatum (striatum) koga čine 

Slika 5. Primarni motorni korteks i premotorna oblast kod ljudi (predstavljeni lateralno 
(A) i medijalno (B)). Primarni motorni korteks je lociran u precentralnom girusu; 
premotorna oblast je više rostralno. 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK10962/figure/A1163/?report=objectonly 

               Slika 6. Strukture CNS uključene u kontrolu motorne aktivnosti  
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repato jedro (nucleus caudatus) i putamen (putamen). Subtalamička jedra (STN) 

se mogu takoñe smatrati kao ulazna jedra zato što, kao i striatum, STN primaju 

direktne ulaze iz kore velikog mozga (Kitai, 1981; Nambu i sar., 2002). Kroz dva 

izlazna jedra BG inervišu samo tri strukture – talamus (thalamus), superior 

kolikulus (superior colliculus) i pedunkulopontinsko jedro (pedunculopontine 

nucleus) (PPN). Iako je njihov uticaj posredovan kroz samo 3 ciljne strukture, 

uticaj BG je daleko veći. Kroz talamus utiče na obradu motornih, senzornih i 

kognitivnih informacija u kori velikog mozga (Hoover i Strick, 1999). Kroz 

superior kolikulus utiču na pokrete glave i očiju (Hikosaka i sar., 2000). Kroz 

PPN utiču na procese u kičmenoj moždini i aspekte lokomocije i posturalne 

kontrole (Takakusaki i sar., 2003). Za razliku od malog broja eferentnih 

projekcija, aferentne projekcije u BG dolaze praktično iz svih oblasti kore 

velikog mozga tako da BG imaju veliki uticaj na mnoge nervne puteve i sisteme 

za prenos informacija. 

Striatum je glavna ulazna struktura BG i sastoji se od dva funkcionalno 

slična jedra - kaudatusa i putamena. Striatum prima ekscitatorne projekcije iz 

različitih oblasti kore velikog mozga (Kemp i Powell, 1970) i talamičkih jedara 

(Smith i sar., 2004). Kao rezultat  interakcija kora velikog mozga - BG može se 

identifikovati pet paralelnih puteva za prenos informacija - motorni put, 

okulomotorni, dorzolateralnoprefrontalni, lateralno orbitofrontalni i prednji 

cingulatni put (Alexander i sar., 1986). Osnovni tip neurona u striatumu su 

srednji trnoliki projekcioni neuroni (Bishop i sar., 1982; Wilson i Groves, 1980), 

koji čine 95 % populacije neurona i na koje stižu glavne aferentne projekcije iz 

kore velikog mozga. Preostali neuroni su interneuroni i njihovi aksoni se jako 

retko projektuju van striatuma. Meñu njima se mogu razlikovati jasno 

morfološki i neurohemijski definisani tipovi. Veliki netrnoliki neuroni koji 

koriste acetilholin (Bolam i sar., 1984) i srednji netrnoliki neuroni koji koriste 

GABA kao neurotransmiter (Kita i Kitai,1988). 



 

 

Uvod 

 

24 
 

Na striatum se projektuju i dopaminergički neuroni locirani u 

ventralnom srednjem mozgu. Dopaminergička inervacija striatuma potiče iz 

dva jedra, substantia nigra-pars compacta (SNc) i ventralne tegmentalne oblasti 

(VTA). Dopamin (DA) koji stiže iz VTA inerviše caudatus, putamen i ventralni 

striatum (takoñe poznat kao nucleus accumbens). Postoje dva tipa DA receptora 

(D1 i D2) na glavnim striatalnim projekcionim neuronima (srednji trnoliki 

projekcioni neuroni). Striatalni neuroni koji se projektuju direktno na izlazna 

jedra BG imaju D1 receptore, dok striatalni neuroni koji se projektuju indirektno 

kroz druga jedra BG na izlazna jedra imaju D2 receptore na dendritima. Ova 

dihotomija ukazuje na indirektni put koji inhibira pokrete i direktni koji ih 

olakšava (slika 7., Gerfen i sar., 1990). U striatumu postoji i dosta vrsta 

interneurona koji se dele na holinergičke velike negranate neurone poznate kao 

tonično aktivne neurone zbog svog fiziološkog fenotipa (Bolam i sar., 1984), 

parvalbumin/GABAergični srednji netrnoliki neuroni (Kita i Kitai, 1988) i 

somatostatin, neuropeptid Y i NADPH-diaforaze sadržavajući netrnoliki 

neuroni (Gerfen i Wilson, 1996). Kao i striatum, globus palidus (GP) je podeljen 

na dva jedra. Više lateralno smešteno jedro predstavlja spoljašnji segment 

(GPe), dok je medijalno smešteno jedro unutrašnji segment (GPi). Oba segmenta 

GP primaju GABAergične ulaze iz striatalnih srednje trnolikih projekcionih 

neurona. Direktni striatalni-GPi put čine srednji trnoliki GABAergični neuroni 

koji sadrže i supstancu P, dok indirektni striatalno-GPe-STN-GPi put čine 

srednji trnoliki GABAergični neuroni koji sadrže enkefalin (Gerfen i Wilson, 

1996; slika 7.). STN leži ventralno od talamusa. Tradicionalno, anatomska 

pozicija STN u BG je u okviru indirektnog puta. Projekcije od STN su jedine 

ekscitatorne projekcije u BG (Kitai i Deniau, 1981).  

Striatum sadrži dva jasno odvojena kompartmana - matriks i „patch“ 

(striozomi) koji se mogu definisati na osnovi brojnih neurohemijskih markera, a 

morfološka osnova razlika su ulazne i izlazne projekcije. Matriksni i „patch“ 
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neuroni su fizički odvojeni, tako recimo dendriti „patch“ i matriks neurona 

ostaju u okviru svojih kompartmana. „Patch“ i matriksni odeljci obezbeñuju 

odvojene puteve iz različitih populacija kortikostriatalnih neurona kroz 

striatum koji različito pogañaju izlazne neurone bazalnih ganglija i nigrostriatni 

dopaminski povratni sistem (Gerfen, 2004).  

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 

1.1.9.2. Hipokampus 

  

Hipokampus se sastoji od dva seta kortikalnih struktura, hipokampalne 

formacije i parahipokampalnog regiona (Witter i Amaral, 1991). Glavne razlike 

su broj kortikalnih slojeva i opšti principi povezanosti. Hipokampalnu 

formaciju čine tri citoarhitektonski različita regiona: dentatni girus (DG), 

hipokampus (ili hipokampus proper) koji je podeljen na tri polja (CA3, CA2 i 

CA1) i subikulum (slika 8.). Sva tri hipokampalna regiona dele karakterističnu 

troslojnost koja se naziva alokorteks. Njihova povezanost je uglavnom 

unidirekcionalna (slika 9.). Granularne ćelije DG se projektuju preko odvojenih 

mahovinastih vlakana na CA3 polja hipokampusa. Iako neke CA3 ćelije šalju 

svoje aksonske kolaterale na polimorfne slojeve DG, one ne inervišu granularne 

Slika 7. Direktni i indirektni put bazalnih ganglija. Sagitalni pogled na mišiji mozak 
Plavo - direktni put; crveno - indirektni put. GPm-medialni globus pallidus, SNr- 
substantia nigra pars reticulata, GP-globus pallidus, STN- subtalamičko jedro. Gerfen, 
2006. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2724179/figure/F1/ 
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ćelije. Slični unidirekcioni obrasci postoje i za ostale glavne unutrašnje (CA3 do 

CA1; CA1 do subikuluma) hipokampalne formacije. Aksoni entorinalnog 

korteksa se projektuju na DG kroz tzv. perforantni put. Entorinalni korteks 

uključujući peririnalni i postrinalni korteks čine parahipokampalni region. 

Parahipokampalni region uključuje i presubikulum i parasubikulum. DG čini 

sloj relativno bez ćelija koji se zove molekularni sloj; granularni ćelijski sloj koji 

leži duboko ispod molekularnog sloja i grañen je primarno od gusto pakovanih 

granularnih ćelija koje se nalaze u kolumnama i polimorfnog ćelijskog sloja 

(termin hilus se često upotrebljava kao sinonim za ovaj sloj). Od granularnih 

ćelija polaze nemijelizovani aksoni koje je Ramony Cajal nazvao mahovinasta 

vlakna i svako vlakno se grana na otprilike 7 tanjih kolaterala u okviru 

polimorfnog sloja pre ulaska u CA3 polje hipokampusa. Postoje razne basketne 

(košaraste) ćelije locirane blizu granularnog sloja. Krajevi u ovom košarastom 

sloju su GABAergični i formiraju inhibitorne kontakte sa ćelijskim telima i 

apikalnim dendritima granularnih ćelija. Glavni ulaz u DG je iz entorinalnog 

korteksa i DG ne prima više nikakve direktne veze iz drugih kortikalnih 

struktura, a subkortikalni ulazi su iz septalnih jedara, supramamilarnog regiona 

posteriornog hipotalamusa i iz nekoliko monoaminergičnih jedara moždanog 

stabla naročito lokus ceruleusa (locus coeruleus) i nukleus rafe (nucleus raphe) 

(Witter i Amaral, 1991).  

Hipokampus proper se deli na CA1, CA2 i CA3. Osnovni ćelijski sloj je 

piramidalni sloj. Uzan sloj, relativno bez ćelija je lociran duboko u odnosu na 

piramidalni sloj i zove se stratum orens i duboko u odnosu na to su alveusi koji 

sadrže vlakna. U CA3 regionu ali ne i CA2 i CA1, uzana acelularna zona 

locirana upravo iznad piramidalnog ćelijskog sloja je okupirana aksonima 

mahovinastih vlakana koji polaze iz DG. Ovaj uzan sloj se zove stratum 

lucidum. Iznad stratum luciduma u CA3 i odmah ispod piramidalnog sloja u 

CA2 i CA1 regionima je stratum radiatum. Deo hipokampusa koji se nalazi na 
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Slika 8. Osnovna graña hipokampalnog regiona. CA1, CA3-hipokampus 
proper (Amonov rog); DG-dentatni girus; SU-subikulum; PR-presubikulum; 
PA-parasubikulum; EC-entorinalni korteks; NC-neokorteks. 
http://neurondevelopment.org/hippocampal-development 
 

površini hipokampusa se zove stratum lacunosum-moleculare (Witter i Amaral, 

1991).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hipokampus kao i druge zone korteksa sadrži dva tipa neurona. Većinu 

hipokampalnih neurona čine ekscitatorni neuroni (80 - 90 %). Njihovo telo je 

locirano u okviru osnovnih ćelijskih slojeva: stratum pyramidale i stratum 

granulosum. Od osnovnih ćelija polaze lokalne i duge veze koje se projektuju na 

druge hipokampalne ili kortikalne zone. Inhibitorni (interneuroni) čine 10 – 20 

% svih neurona. Mogu se naći u svim slojevima i oblastima hipokampusa i 

često imaju samo lokalne aksonske kolaterale koje formiraju simetrične sinapse 

(Gulyas i sar., 1998).  
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1.2. ELEKTROMAGNETNA POLJA - EKOLOŠKI FAKTOR I TERAPIJSKO 

SREDSTVO 

 

1.2.1. Poreklo i karakteristike 

 

Poslednjih decenija intenzivno se razvija oblast biologije koja se naziva 

magnetobiologija, čiji je zadatak ispitivanje efekata elektromagnetnih polja 

(EMP) na žive sisteme i razumevanje mehanizama na kojima se oni zasnivaju. 

Slika 9. Neuronalni putevi u hipokampusu glodara. a | Ilustracija hipokampalnog 
kruga. b | Dijagram hipokampalne mreže neurona. Klasični ekscitatorni trisinaptički 
put (entorinalni korteks (EC)–dentatni girus (DG)–CA3–CA1–EC) je označen punim 
strelicama; perforatni put (PP), lateralni perforantni put (LPP), medijalni perforantni put 
(MPP), temporoamonični put (TA).  
http://www.nature.com/jcbfm/journal/v31/n5/fig_tab/jcbfm201124f1.html 
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Uzrok sve veće zainteresovanosti za istraživanja ovog tipa je povećano 

prisustvo veštačkih izvora EMP i njihovo stalno dejstvo na žive sisteme. Dakle, 

pored geomagnetnog polja ili magnetnog polja Zemlje (jačine od 20 do 70 µT), 

postoje i EMP koja stvaraju veštački izvori kao što su električni vodovi i ureñaji 

kojima smo okruženi u domaćinstvu i na poslu. Električni ureñaji u 

domaćinstvu generišu EMP jačine od 0,1 do 100 µT, ali zbog karakteristika EMP 

da njihova jačina naglo slabi sa udaljavanjem od izvora, ona se gotovo ne mogu 

ni detektovati ako smo od izvora udaljeni 1 metar. Bez obzira na ovu njihovu 

osobinu dejstva EMP na žive sisteme nisu zanemarljiva. Sve je više podataka 

kako o štetnom tako i o korisnom dejstvu ovih polja. 

EMP je oblik energije emitovan od strane naelektrisane čestice i ima 

karakteristike talasa. EMP ima i električnu i magnetnu komponentu koje 

osciliraju u fazama normalno jedna na drugu i normalno na pravac prostiranja 

talasa (slika 11). U vakuumu EMP se prostire brzinom svetlosti. 

U klasičnoj fizici, EMP se posmatra kao talas koji nastaje kada se 

naelektrisane čestice ubrzaju uz pomoć sila koje deluju na njih. Elektroni su 

odgovorni za emisiju većine EMP zbog toga što su male mase i stoga se lako 

ubrzavaju raznim mehanizmima. EMP se klasifikuju na osnovu frekvencije, 

odnosno talasne dužine (slika 10). Živi svet je u mogućnosti da vizuelno 

detektuje samo mali deo spektra (400-700 nm) koji se naziva vidljiva svetlost. 

Efekti EMP na biološke sisteme zavise od emitovane energije, koja je direktno 

proporcionalna frekvenciji. EMP niske frekvencije imaju malu energiju i stoga, 

osim efekta povećanja temperature ne oštećuju ćelije, tkiva i materijale. EMP 

visoke frekvencije se nazivaju i jonizujuća jer osim zagrevanja mogu i da oštete 

individualne molekule tj da ih jonizuju. 
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U delu spektra ispod 100 kHz električno i magnetno polje se posmatraju 

kao zasebne komponente tj odvojena i spora, vremenski varirajuća polja (Deno i 

Carpenter, 1994). Magnetna polja mogu biti konstantna i promenljiva u 

zavisnosti da li nastaju pod dejstvom jednosmerne ili struje promenljivog 

smera. Pored frekvencije, veličine koje opisuju magnetno polje su magnetna 

indukcija (B) i intenzitet magnetnog polja (H). SI jedinica magnetne indukcije je 

Tesla (T), a u upotrebi je i Gaus (1 T = 104 G). Jedinica intenziteta magnetnog 

polja je amper/metar (A/m) ili Ersted (Oe).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                     Slika 10.  Elektromagnetni spektar 
http://electronics.howstuffworks.com/cell-phone-radiation1.htm 

Slika 11. Prostiranje elektromagnetnog talasa. Elektromagnetni talas se može 
predstaviti kao samopropagirajući transferzalno oscilujući talas električnog i 
magnetnog polja. Ovaj dijagram pokazuje ravan linearno polarizovanog talasa koji se 
prostire sa leva na desno. Električno polje je u vertikalnoj ravni, a magnetno polje u 
horizontalnoj ravni. http://www.srh.noaa.gov/jetstream/remote/remote_intro.htm 
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1.2.2. Interakcija sa biološkim sistemima 

 

Stalno povećanje upotrebe električne energije u svim industrijalizovanim 

društvima je značajno povećalo prisustvo EMP, uključujući i ekstremno 

niskofrekventna (ENF, <300 Hz) koja su bila predmet naših istraživanja, u 

životnoj sredini. Električna i magnetna polja merena ispod električnih 

dalekovoda (50 Hz) se nalaze obično u opsegu 1-10 kV/m i 1-10 µT (ali mogu 

dostići i vrednosti 11 kV/m i 100 µT) i pored ovoga sve prisutnija EMP u 

domaćinstvima i radnom okruženju (Lacy-Hulbert i sar., 1998). 

U ranijim studijama, uočene su sličnosti u odreñenim odgovorima tkiva, 

ćelija i subćelijskih frakcija na sredinska ENF polja. Za ova polja predloženi su 

modeli bazirani na spojenim statičkim i oscilirajućim magnetnim poljima. Oni 

uključuju jonsku ciklotronsku rezonancu (Liboff, 1992) gde mono- i bivalentni 

katjoni, kao što su Na+ i Ca2+, preovlañujući joni u ćelijskoj sredini, mogu 

ispoljiiti ciklotronsku rezonancu na ENF u prisustvu ambijentalnog statičkog 

polja manjeg od 100 µT, kao što je geomagnetno polje. Drugi modeli koji 

opisuju zavisnost od frekvencije se zasnivaju na faznom pomeraju (Lednev, 

1991) i jonskoj paramagnetnoj rezonanci (Blanchard i Blackman, 1994), ali 

interpretacija ovih zavisnosti od frekvencije zasnovanih na jonskoj 

paramagnetnoj rezonanci ostaju nejasne (Adair, 1998). 

Koncept ćelije ističe ulogu membrane, okruženja i organizovane 

unutrašnjosti koja učestvuje u osnovnim hemijskim procesima, u odgovoru na 

EMP. Ćelijski agregati koji formiraju tkiva viših životinja su odvojeni uzanim 

kanalima u kojima se nalazi meñućelijska tečnost koja je od velike važnosti za 

meñućelijsku komunikaciju. Ovi uzani meñućelijski prostori uglavnom nisu širi 

od 150 A° (15 nM) i predstavljaju put za biomolekule da se vežu za svoja mesta 

na ćelijskim membranama. Mala električna impedanca ih čini preferencijalnim 

putem u odnosu na transmembranski za indukovane struje unutrašnjih i 
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sredinskih EMP (Adey, 1992). Iako meñućelijski prostori čine svega 10 %, nose 

najmanje 90 % nametnute ili unutrašnje struje, usmeravajući je duž površine 

ćelijskih membrana. Iz unutrašnjosti ćelije elektrohemijske „antene“, isturene 

kao glikoproteinske niti u ove džepove, formiraju glikokaliks. One 

omogućavaju prvu detekciju slabih elektrohemijskih oscilacija u vanćelijskom 

fluidu, uključujući potencijale polja nastale aktivnošću susednih ćelija ili kao 

komponente tkiva sredinskih polja. Postoji i direktna povezanost koneksinima 

koji stvaraju pukotinaste veze direktno spajajući ćelijske membrane. Iza moguće 

inicijalne uloge u prenošenju slabog EMP ovim vezama se mogu amplifikovati 

ćelijski signali kroz visokooperativna vezivanja ili otpuštanja Ca2+ jona (Bawin i 

sar., 1975; Blackman i sar., 1985). Elektrostatički faktori, pre nego hemijske 

interakcije, su uključeni i u regulaciji fluksa Na+ i drugih katjona kroz 

membranske jonske kanale (Lopez, 2003). Ova otkrića podržavaju tvrdnju da su 

ćelijske membrane put ulazne provodljivosti za K+ kao rezultat osnovnih 

fizioloških ili reakcija na prisustvo magnetnih polja u spoljašnjoj sredini. 

Ako bi posmatrali žive organizme na nivou fizičkih procesa na 

atomskom nivou, pre nego hemijskih reakcija izmeñu biomolekula (Adey, 1997) 

tada bi EMP moglo da reguliše stepen i količinu produkata biohemijske reakcije 

najverovatnije kroz mehanizam produkcije slobodnih radikala (McLauchlan i 

Steiner, 1991), uključujući direktan uticaj na aktivnost enzima (Grissom, 1995). 

Hemijske veze su magnetne veze formirane izmeñu susednih atoma kroz 

sparivanje elektrona suprotnih spinova, koji su na taj način privučene 

magnetnim silama. Lander (1996) pretpostavlja da se odreñene aminokiseline 

proteina na površini ćelija mogu ponašati kao selektivne mete za kiseonične i 

azotne slobodnoradikalske vrste. Na taj način EMP podešava redoks potencijal 

molekula ciljnog proteina kao kritičnu determinantu njegovih 

visokospecijalizovanih interakcija sa antitelima, hormonima (Lander, 1996). 
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Efekti izlaganja električnim i magnetnim poljima na slobodnoradikalske 

vrste su ispitani poslednjih godina i postoje 3 glavne podele u ovoj oblasti 

istraživanja (i) biofizički mehanizmi kojim bi magnetna polja mogla uticati na 

koncentraciju slobodnih radikala, (ii) biološki i biohemijski mehanizmi 

povećanog stvaranja radikala u izloženim ćelijama i/ili njihova povećana 

mogućnost interakcije sa DNK i (iii) potencijalno pojačanje efekta jedinjenja za 

koja se zna da povećavaju koncentraciju slobodnih radikala. Ovi procesi su 

odvojeni, ali ne isključuju jedan drugog. Simko i sar. (2001) su objavili da EMP 

(50 Hz, 0,5-1,5 mT, 45 min) stimuliše fagocitozu i produkciju slobodnih radikala 

u makrofagima iz mišije koštane srži. Usled izlaganja zapažena je povećana 

produkcija O2- i fagocitno preuzimanje lateks traka. Povećana produkcija ROS je 

kasnije pokazana i u drugim istraživanjima (Rollwitz i sar., 2004) u 

promonocitima i makrofagima iz koštane srži miša, nakon izlaganja EMP (50 

Hz, 1 mT). Simko i Mattsson (2004) su ukazali da EMP može delovati kao 

stimulus koji indukuje aktivirano stanje ćelija kao što su fagocitoza, što dalje 

pojačava oslobañanje slobodnih radikala dovodeći do mogućih genotoksičnih 

efekata. Izlaganje može dovesti do (i) direktne aktivacije fagocitoze (ili drugih 

specifičnih odgovora ćelije) i na taj način produkcije slobodnih radikala, (ii) 

direktne stimulacije produkcije slobodnih radikala od strane odreñenih ćelija i 

(iii) povećanja poluživota slobodnog radikala što dovodi do njihove povećane 

koncentracije. Istraživanja u našoj laboratoriji su pokazala da izlaganje ENF 

magnetnom polju (50 Hz, 0,5 mT, 7 dana) dovodi do povećane produkcije NO u 

frontalnoj kori velikog mozga, striatumu, hipokampusu i moždanom stablu 

pacova. Značajno je povećana i lipidna peroksidacija samo u prednjem mozgu i 

frontalnoj kori velikog mozga (Jelenković i sar., 2006). Takoñe, izlaganje ovom 

polju smanjuje sadržaj redukovanog glutationa u frontalnoj kori velikog mozga 

i cerebelumu (Jelenković i sar., 2005). 
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U početnim studijama sa primenjenim EMP, praćene su promene na 

nivou nervnog sistema i jonskih struja (Adey, 1981; Bawin i Adey, 1976), kao i 

ponašanja pojedinih sisarskih vrsta (Gavalas i sar., 1970; Kalmijin, 1974). 

Inicijalne studije izučavanja jonskih mehanizama su bile praćene 

modifikacijama u razvoju i promenama u ponašanju nakon izlaganja animalnih 

embriona (Delgado i sar., 1982; Juutilainen i sar., 1986). Istraživanja na nervnom 

tkivu su dalje dovela do ispitivanja mogućih sličnih fenomena u 

neneuronalnom tkivu i zaključka da je osetljivost na slaba ENF magnetna polja 

generalna karakteristika ćelija u tkivima (Adey, 1992). Unutarćelijski enzimi koji 

su medijatori metaboličkih, signalnih i funkcija rasta su korišćeni kao 

molekularni markeri prenosnog vezivanja efekata EMP na receptore na površini 

ćelija. Studije su rañene sa adenilat ciklazama, guanilat ciklazama, protein 

kinazama i ornitin dekarboksilazom (Luben i sar., 1982; Bawin i sar., 1994; Byus 

i sar., 1987; Litovitz i sar., 1993).  

Brojne studije na eksperimantalnim životinjama su vršene u cilju 

istraživanja da li ENF magnetno i električno polje mogu uticati na električnu 

aktivnost mozga, a što je demonstrirano korišćenjem EEG ili izazvanih 

potencijala nakon predstavljanja senzornih stimulusa (Blackwell, 1986; 

Dowman i sar, 1989; NIEHS, 1998). 

Izučavanja efekata ENF magnetnih polja na neuroendokrini sistem su 

uglavnom fokusirana na pinealnu žlezdu gde se vrši sinteza i sekrecija 

hormona melatonina, što je direktno povezano sa cirkadijalnim ritmom 

(Cagnacci i sar., 1992). Takoñe, ispitivan je uticaj EMP na metabolizam 

serotonina koji je prekursor u sintezi melatonina i pokazano je da kod 

eksperimentalnih životinja izloženih slabim intermitentnim EMP dolazi do 

povećanja nivoa serotonina (Lerchi i sar., 1990).  

Brojne studije su ispitivale potencijal niskofrekventnih EMP da utiču na 

nivo drugih neurotransmitera u okviru odreñenih moždanih struktura. Rana 
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istraživanja (Vasquez i sar., 1988; Zecca i sar., 1991) su ukazala na efekat 

akutnog i hroničnog izlaganja jakim električnim poljima na kateholamine i nivo 

aminokiselinskih neurotransmitera u odreñenim regionima mozga. Istraživanja 

Margonato i sar. (1995) su pokazala da hronično izlaganje EMP (50 Hz, 5 µT) 

nema efekta na nivo noradrenalina, dopamina i njihovih glavnih metabolita u 

striatumu, hipotalamusu, hipokampusu i cerebelumu. Ipak, u sličnoj studiji 

Zecca i sar. (1998) su uočili efekte na nivo noradrenalina u pinealnoj žlezdi, ali 

nakon hroničnog izlaganja kombinovanom električnom i magnetnom polju (1 

kV/m, 5 µT ili 5 kV/m, 100 µT). Takoñe, EMP ovih karakteristika dovodi do 

promena i u sistemu opioidnih receptora u frontalnoj kori velikog mozga, 

parijetalnom korteksu i hipokampusu. U seriji sličnih eksperimenata, različiti 

autori (Jeong i sar., 2006; Bao i sar., 2006) su uočili da različiti tipovi 

niskofrekventnih EMP mogu uticati na endogeni opioidni sistem i modulisati 

odgovor životinja na analgetike i na injektovane opiate kao što je morfin 

(Kavaliers i sar, 1984; Kavaliers i Ossenkopp, 1987; Kavaliers i Ossenkopp, 

1991). Ovi odgovori su kompleksni i magnetno polje ima različite efekte na 

funkciju raznih podtipova opioidnih receptora. Postoje potvrde da ovi efekti 

mogu biti povezani sa promenama u funkciji jonskih Ca2+ kanala kod miševa 

(Kavaliers i sar, 1998) i aktivnosti protein kinaze C, oslobañanja NO i aktivnosti 

NOS kod puževa Cepaea nemoralis (Kavaliers i sar, 1991, 1998). U drugoj seriji 

eksperimenata, pokazano je da akutno izlaganje pacova EMP (60 Hz, 0,75 mT) 

smanjuje aktivnost holinergičkih puteva u frontalnoj kori velikog mozga i 

hipokampusu (Lai i sar, 1993). 

Nekoliko studija u kojima se koristio vodeni i radijalni lavirint bavilo se 

ispitivanjem efekata EMP na prostorno učenje i pamćenje. Ove studije su 

pokazale da izlaganje pacova i miševa EMP (60 Hz, 100 µT) može modulisati 

uspešnost obavljanja zadatka (Kavaliers i sar., 1993, 1996; Lai, 1996; Lai i sar, 

1998; Sienkiewicz i sar., 1998). Izlaganje kompleksnom pulsirajućem 
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magnetnom polju može takoñe uticati na izvršenje postavljenih zadataka 

(Thomas i Persinger, 1997; McKay i Persinger, 2000). Pored učenja i pamćenja, 

ENF magnetna polja utiču i na motorno ponašanje eksperimentalnih životinja, 

pri čemu efekat u velikoj meri zavisi od karakteristika organizma (starost, pol, 

fiziološko stanje) i primenjenog polja (frekvencija, magnetna indukcija, dužina 

izlaganja) (Prolić i sar., 2005; Janać i sar., 2012; Rauš i sar., 2012). 

Pošto se zna da hormoni imaju odlučujuću ulogu u kontroli seksualnog i 

drugih oblika ponašanja, rañeno je dosta istraživanja sa izlaganjem 

eksperimentalnih životinja EMP u poslednjim nedeljama gestacije i prvim 

postnatalnim danima. Ustanovljeno je da pacovi prenatalno izloženi EMP 

nemaju dovoljno razvijene maskuline osobine i karakteristično seksualno 

ponašanje (Ubeda i sar., 1983). U drugoj studiji, trudne ženke pacova su bile 

izložene pulsirajućem magnetnom polju (15 Hz, 0,3 ms, pik inteziteta 0,8 mT) 

po 15 min dva puta dnevno od 15.-20. dana gestacije (McGivern i sar, 1990). 

Pokazano je da nema razlike u broju, veličini i težini okota. Meñutim, mužjaci iz 

okota koji je bio izložen EMP su pokazali znatno smanjeno seksualno ponašanje 

od kontrolnih. 

 

1.2.3. Primena u medicini 

 

EMP su našla veliku primenu u dijagnostici (MRI - Magnetic Resonance 

Imaging) u poslednje dve decenije. Predpostavilo se da usled svoje neinvazivne 

prirode EMP posebno niskofrekventno može imati primenu i u terapiji pošto 

ima malu energiju i ne dovodi do zagrevanja tkiva (netermalni efekat). 

Potencijalna terapijska svojstva repetitivne transkranijalne magnetne 

stimulacije (rTMS) su našla primenu u psihijatrijskim poremećajima kao što su 

depresija, manija, opsesivno-kompulsivni poremećaj, postraumatski poremećaji 

i šizofrenija (Post i Keck, 2001). Indukovanjem električne struje u moždanom 
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tkivu putem vremenski varirajućeg jakog magnetnog polja, rTMS ima potencijal 

da direktno ili kroz sinapsu modifikuje nervne puteve koji su izmenjeni u ovim 

poremećajima. Nedavna istraživanja su pokazala da i visoko- i niskofrekventna 

rTMS ima antidepresivni efekat kod pacijenata sa velikom depresijom (Hoflich i 

sar., 1993; Grisaru i sar., 1994; George i sar., 1997). Depresija može biti i 

povezana sa Parkinsonovom bolešću (PB). Dragašević i sar. (2002) su 

tretmanom rTMS (0,5 Hz, trajanje pulsa 0,1 msec, 10 dana) pacijenata obolelih 

od PB pokazali smanjenje depresije koje je trajalo i do 20 dana nakon završenog 

tretmana, kao i poboljšanje motornih funkcija, bez pojave neželjenih efekata. 

Takoñe, EMP se pokazao i kao terapijsko sredstvo za tretman i 

prevenciju osteoporoze na modelu pacova (Akpolat i sar., 2009), kao i faktor 

koji utiče na gustinu, jačinu, kalcijum i metabolizam u butnoj kosti pacova 

(Zhang i sar., 2006). Pulsirajuće EMP dovodi i do boljeg i bržeg zarastanja 

kostiju (Andrew i Bassett, 1993) povećavajući mineralizaciju, angiogenezu i 

endohondralno okoštavanje. 

Bazirano na rezultatima koji pokazuju efekat EMP na opioidne receptore 

u CNS (Prato i sar., 1995), kao i analgetski efekat kod eksperimentalnih životinja 

(Thomas i sar., 1997; Shupak i sar., 2004) nedavno su započeta i ispitivanja 

moguće primene ovog faktora u lečenju hroničnih bolova kao što je slučaj sa 

reumatoidnim artritisom. Rezultati nisu koherentni zbog različitih 

karakteristika primenjenih polja. Takoñe, EMP olakšava inflamatorni bol 

uzrokovan psorijazom i tendonitisom (Nindl i sar., 2000; Thomas i sar., 2001; 

Johnson i sar., 2004). Neki od poslednjih radova ukazuju na primenu statičkog 

magnetnog polja u tretmanu “post-polio” bola, hroničnog poremećaja sa bolom 

u zglobovima i hiperalgezijom, gde je primenjeno polje dovelo do smanjenja 

bola (Vallbona, 1997). Primenjujući EMP, Rollman i sar. (2002) su u pilot studiji 

potvdili analgetsko dejstvo EMP. 
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Postoje i eksperimentalni podaci (Robertson i sar., 2007) na osnovu kojih 

bi se u budućnosti moglo primeniti EMP u terapiji srčanog i moždanog udara. 

Tako recimo, primenjeno pulsirajuće EMP smanjuje veličinu infarkta delujući 

na protok krvi i angiogenezu pacijenata (Andrew i Bassett, 1993). 
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2. CILJEVI RADA 

 

Moždani udar, kao posledica moždane ishemije, predstavlja jednu od 

vodećih bolesti današnjice za koju ne postoji efikasna terapija. U svetlu poznatih 

činjenica o dejstvu niskofrekventnih EMP na morfo-funkcionalne karakteristike 

CNS, možemo predpostaviti da ovo polje utiče i na razvoj patofizioloških 

dogañaja i oporavak u uslovima moždane ishemije.  

Na osnovu svega iznetog postavljeni su sledeći ciljevi ovog 

eksperimentalnog rada: 

� Ispitati da li EMP (0,5 mT, 50 Hz, 7 dana) utiče na hipermotorno 

ponašanje pustinjskih miševa izazvano globalnom moždanom 

ishemijom i to 1., 2., 4. i 7. dana (neposredan efekat EMP), kao i 14. 

dana nakon reperfuzije (odloženi efekat EMP). 

� Ispitati da li primenjeno EMP utiče na morfološke promene u 

najosetljivijim strukturama mozga (hipokampus, striatum i kora 

velikog mozga) koje su izazvane ishemijom 7. i 14. dana nakon 

reperfuzije, na osnovu histološke analize i stereološke 

kvantifikacije neurona i glija ćelija 

�  Ispitati da li primenjeno EMP utiče na parametre oksidativnog 

stresa u pojedinim regionima mozga ishemičnih pustinjskih 

miševa 7. i 14. dana nakon reperfuzije. 
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3. MATERIJAL I METODE 

 

3.1. Eksperimentalne životinje 

 

U eksperimentima su korišćeni mužjaci pustinjskog miša (Meriones 

unguiculatus) starosti 3 meseca i telesne težine 55-60 g (slika 12.), odgajani u 

vivarijumu Instituta za medicinska istraživanja, VMA, Srbija. Ove životinje 

predstavljaju dobar model za izazivanje eksperimentalne moždane ishemije, jer 

imaju nepotpun Vilisov krug (Circulus Willisi, slika 13.) koji omogućava 

kolateralni krvotok izmeñu sliva karotidnih arterija i sliva vertebrobazilarne 

arterije. Upravo zbog tih anatomskih karakteristika, bilateralna okluzija 

karotidnih arterija dovodi do globalne ishemije prednjeg mozga i predstavlja 

relativno jednostavnu i pouzdanu tehniku izazivanja moždanog udara u ovom 

animalnom modelu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 12.  Pustinjski miš (Meriones unguiculatus) 

Slika 13. Vilisov krug 
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Grupe od po 4 životinje po kavezu (Ehret GmbH & Co. KG, Nemačka) su 

se nalazile u klimatizovanoj prostoriji i pri standardnim uslovima (temperatura 

sobe 23±2° C, relativna vlažnost vazduha 55±10 %, svetlo uključeno 12 h u toku 

dana od 07:00-19:00). Hrana i voda su davani ad libitum. Prema 

eksperimentalnim životinjama se postupalo u skladu sa „Vodičem za brigu i 

korišćenje laboratorijskih životinja (NIH publikacija No 85-23, 1985). Na osnovu 

rešenja etičkog komiteta Instituta za biološka istraživanja „Siniša Stanković“ 

životinje su bile izložene eksperimentalnom protokolu koji je u skladu sa 

propisanim etičkim normama. 

 

3.2. Eksperimentalni model globalne moždane ishemije 

 

 Životinje su anestezirane dietil etrom (Carlo Erba Reagenti, Italija) i 

stavljene u dorzalni položaj. Područje vrata na ventralnoj strani je obrijano. 

Pristup karotidnim arterijama omogućen je sagitalnom incizijom i preparacijom 

perivaskularnog tkiva na ventralnoj strani vrata eksperimentalne životinje. Na 

obe karotidne arterije su stavljene mikroaneurizmalne klipse po Heitzu, prvo na 

levu pa na desnu arteriju u trajanju od 10 minuta. Trajanje ishemije je mereno 

od momenta stavljanja do momenta skidanja desne aneurizmalne klipse. Nakon 

što su uklonjene, reperfuzija je potvrñena i vizuelno, a koža je ušivena sa 3-4 

šava. Kod sham operisanih životinja urañena je incizija na vratu bez okluzije 

karotidnih arterija. Pustinjskim miševima je bilo dozvoljeno da se oporave u 

kavezima 2 h uz prisustvo Xenon grejne lampe, a potom su vraćeni u odeljenje 

sa životinjama. 
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3.3. Elektromagnetno polje 

 

Kao izvor EMP je korišćen elektromagnet sa jezgrom od metalnih 

transformatorskih pločica i dijametrom od 9,5 cm. Elektromagnet je napajan 

sinusoidalnom strujom (50 Hz, 40 V, 4,5 A) i stvarao je relativno homogeno 

EMP sa gradijentom magnetne indukcije (slika 14.). Kod EMP ovakvih 

karakteristika moguće je razdvojiti električnu i magnetnu komponentu pošto je 

na frekvencijama do 10 kHz, električna komponenta zanemarljiva pa sve 

eventualne efekte na nas model možemo pripisati magnetnoj komponenti. 

Maksimalna vrednost magnetne indukcije je bila 8,9 mT, izmerena na polovima 

elektromagneta uz pomoć GM05 gausmetra sa PT2837 sondom (Hirst, V. 

Britanija). Frekvencija od 50 Hz je izabrana zato što je u Evropi u upotrebi 

električno napajanje kućnih i drugih aparata ovom frekvencijom. Linije 

magnetnih sila su bile paralelne horizontalnoj komponenti lokalnog 

geomagnetnog polja. Tokom eksperimenta, geomagnetska aktivnost u području 

gde su vršena merenja (44°38' severno, 20°46' istočno) su bile u okviru 

prosečnih (mereno GSM-19 v6.0 proton magnetometrom – GEM SYSTEMS INC, 

Ontario, Canada, Republički geodetski zavod, Odsek za geodetske radove, 

Odeljenje za geomagnetizam i aeronomiju, Grocka, Beograd, Srbija). 

Elektromagnet je bio smešten u izolovanu sobu u kojoj su bili isti uslovi kao i u 

vivarijumu (temperatura, vlažnost vazduha, osvetljenje). 

Tokom izlaganja EMP, pustinjski miševi su se nalazili u standardnim 

kavezima (26 cm x 43 cm x 15 cm). Istovremeno su stavljana dva kaveza, po 

jedan sa leve i desne strane elektromagneta. Kavezi su bili na dovoljnoj 

udaljenosti kako bi se izbegle eventualne vibracije i zagrevanje. Centar svakog 

kaveza se nalazio na udaljenosti od 20 cm od elektromagnetnog pola. Središnji 

deo kaveza je bio izložen EMP prosečne magnetne indukcije B=0,5 mT. Opseg u 

kome se kretala vrednost magnetne indukcije unutar kaveza je bila 2 – 0,2 mT, s 
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obzirom na rastojanje od elektromagnetnog pola. Nakon izlaganja EMP 

životinje su vraćene u vivarijum. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4. Motorno ponašanje 

 

Motorno ponašanje pustinjskih miševa je praćeno u testu otvorenog polja 

(„open field“). Svaka životinja je stavljana odvojeno u kaveze od pleksiglasa (41 

cm x 41 cm x 41 cm) i ponašanje četiri životinje je istovremeno snimano 

Logitech digitalnom kamerom pozicioniranom iznad kaveza. Različiti 

parametri ponašanja kao što su lokomocija (preñeni put (m), tj. rastojanje koje je 

životinja prešla i prosečna brzina kretanja (m/s) životinje u toku testiranja), 

stereotipija (pokreti glavom (m) koje životinja napravi u toku testiranja), rotacije 

(broj rotacija za 360° koje napravi životinja u smeru ili suprotno od smera 

kretanja kazaljke na satu u toku testiranja) i mirovanje (vreme (s) u toku kojeg je 

životinja mirovala u toku testiranja, pri čemu je životinja morala da bude 

nepokretna najmanje 10 s da bi se to smatralo kao mirovanje) su automatski 

Slika 14. Sistem za izlaganje EMP. (1) kavezi sa pustinjskim miševima, (2) 
magnetni pol od gvozdenog magnetnog jezgra, (3) namotaji i (4) linije sile 
magnetnog polja 
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analizirani korišćenjem Any-maze softvera (Stoelting Co., Wood Dale, Illinois, 

SAD). 

Kavezi su bili smešteni u zasebnu, svetlosno i zvučno izolovanu 

prostoriju sa veštački regulisanom ventilacijom, svetlošću i temperaturom ne bi 

li se uklonila mogućnost bilo kakve interakcije pustinjskih miševa sa 

spoljašnjom sredinom tokom trajanja eksperimenta. Pod svakog kaveza je 

opran vodom i osušen pre stavljanja nove životinje. 

 

3.5. Eksperimentalna procedura  

 

Pustinjski miševi su bili podeljeni u sledeće grupe: Intaktna, Sham-

operisana, Sham-izložena, EMP, Ishemija, Ishemija+EMP. 

Intaktni pustinjski miševi nisu bili podrvgnuti bilo kom tipu operacije 

i/ili izlaganja/tretmana. EMP grupa je bila kontinuirano izložena magnetnom 

polju (0,5 mT, 50 Hz) u toku 7 dana. Sham-izložene životinje su bile podvrgnute 

istom protokolu kao EMP izložene sa isključenim elektromagnetom. 

Ishemični pustinjski miševi su bili podvrgnuti 10-min okluziji obe 

karotidne arterije bez (Ishemija) ili sa (Ishemija+EMP) izlaganjem magnetnom 

polju. Neposredno nakon okluzije, ishemične životinje su izložene EMP (0,5 

mT, 50 Hz) u toku 7 dana. Sham-operisani pustinjski miševi su bili podvrgnuti 

istoj operacionoj proceduri kao ishemični samo bez okluzije obe karotidne 

arterije. 

 

 

 

 

 

 

Slika 15. Eksperimentalna procedura.  
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Motorno ponašanje eksperimentalnih životinja registrovano je u 

identičnim uslovima i to u periodu od 09:00-15:00 da bi se izbegao efekat 

drugačije motorne aktivnosti u popodnevnim časovima. Ponašanje pustinjskih 

miševa registrovano je 1., 2., 4. i 7. dana nakon reperfuzije (neposredni efekat 

EMP), kao i 14. dana nakon reperfuzije (odloženi efekat EMP) tokom 60 min, 

uvek u isto doba dana. Pre ishemije ili izlaganja EMP, pustinjski miševi nisu bili 

izloženi testu otvorenog polja („open field“) da bi promene u ponašanju došle 

do punog izražaja usled izlaganja životinja novoj sredini na koju se nisu 

habituirale. 

Histološka i biohemijska analiza (kora velikog mozga, hipokampus i 

striatum) promena u mozgu urañena je kod životinja žrtvovanih 7. i 14. dana od 

početka eksperimentalne procedure. 

 

3.6. Histološka analiza 

 

Nakon dekapitacije, izolovani mozgovi su, za sečenje na kriokatu, 

fiksirani 24 h u 4 % paraformaldehidu (Merck, Nemačka). Nakon toga su 

dehidratisani u rastućim koncentracijama saharoze (10 %, 20 % i 30 %, BDH 

Prolabo, Belgija). Mozgovi su zamrznuti u 2-metil butanu (Acros Organics, 

USA) i čuvani na -70° C. Koronalni 25 µm tanki preseci su pripremljeni na 

kriokatu (Leica, Nemačka) i stavljani na želatinizirane pločice (Menzel GmbH, 

Nemačka).  

U slučaju pripreme za sečenje na mikrotomu (Leica, Nemačka), izolovani 

mozgovi su fiksirani u buenu (Merck, Nemačka) 48 h i potom sprovedeni kroz 

rastuću koncentraciju alkohola (30 %, 50 %, 70 %, 96 %, 100 %) u trajanju od po 

1 h. Nakon toga mozgovi su sprovedeni kroz ksilol (2 x 15 min) i kalupljeni tj 

potapani u rastopljen parafin čime su dobijani parafinski blokovi spremni za 

dalju obradu tj. sečenje. Parafinski preseci su bili debljine 5 µm. 
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Hematoksilin/eozin bojenje 

 

Hematoksilin/eozin spada u rutinsko histološko bojenje kojim dobijamo 

grubi uvid u morfologiju ispitivane strukture (hematoksilinom su plavo 

obeležena jedra a eozinom crveno citoplazma ćelija).  

Nakon deparafinizacije koja je sprovedena u ksilolu 2 x 5 min usledila je 

serija alkohola opadajućeg gradijenta (100 %, 96 %, 70 % u svakom po 5 min) 

kao korak rehidratacije. Nakon 5 min ispiranja u destilovanoj vodi pločice su 

stavljene u hematoksilin 5 min, a potom isprane u vodi. Nakon toga pločice sa 

presecima su prebačene u eozin 5 min, isprane  u alkoholu, pa provučene kroz 

seriju alkohola rastućeg gradijenta po 5 min u svakom. Potom su pločice bile 2 x 

5 min u ksilolu nakon čega su prekrivene pokrovnim stakalcima primenom 

kanada balzama (Fisher Scientific, Velika Britanija). 

 

Krezil violet bojenje 

 

Krezil violet bojenjem se obeležavaju neuroni. Preseci sečeni na kriokatu 

se sprovode kroz opadajuću koncentraciju alkohola (100 %, 96 %, 70 % u 

svakom po 5 min). Nakon 5 min ispiranja u destilovanoj vodi pločice su 

stavljene u rastvor krezil violeta (MP Biochemicals, SAD) 5 min. Nakon toga 

pločice sa presecima su provučene kroz seriju alkohola rastućeg gradijenta (70 

%, 96 %, 100 % po 5 min u svakom). Potom su pločice bile 2 x 5 min u ksilolu 

nakon čega su prekrivene pokrovnim stakalcima primenom kanada balzama. 

 

NeuroTrace/Dil/DAPI bojenje 

 

Trostruko fluorescentno obeležavanje neurona, membrana i jedara na 

koronarnim presecima je urañeno primenom NeuroTrace, Dil i DAPI bojenja 

(Invitrogen/Molecular probes, USA). Pločice sa presecima su hidratisane u 0,1 
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M PBS (fosfatni pufer, pH=7,4, Merck, Nemačka) (3 puta po 10 min). 

NeuroTrace (razblaženja 1/300 u 0,01 M PBS) je aplikovan u trajanju od 20 min 

i nakon toga ispran u 0,01 M PBS (3 puta po 10 min). Onda je aplikovan DAPI 

(razblaženja 1/2000 u 0,01 M PBS) u trajanju od 10 min, ispran u 0,01 M PBS (5 

puta po 5 min) nakon čega je aplikovan Dil (razblaženja 1/500 u 100 % 

alkoholu), u trajanju od 10 min, ispran u 0,01 M PBS. Posle ovog bojenja na 

pločice je nakapan Mowiol (Sigma-Aldrich, USA) i stavljena su pokrovna stakla. 

 

Fluoro-Jade bojenje 

 

Fluoro-Jade (FJ) fluorescentni marker se, izmeñu ostalog, uspešno koristi 

za obeležavanje smrti neurona nakon globalne moždane ishemije (Larsson i 

sar., 2001). Pločice sa presecima su prvo bile potopljene u rastvor 1 % NaOH 

(Carlo Erba Reagenti, Italija) u 80 % alkoholu (Alkaloid Skopje, Makedonija) 5 

min, nakon čega su 2 min bile u 70 % alkoholu i 2 min u destilovanoj vodi. 

Pločice su nakon toga prebačene u rastvor 0,06 % kalijum permanganata 15 min 

i isprane u destilovanoj vodi 2 min. Nakon toga, prebačene su u 0,04 % FJ 

(Millipore, USA) rastvorenog u 0,1 % sirćetnoj kiselini (Merck, Nemačka), 20 

min. Nakon tri ispiranja u destilovanoj vodi (po 1 min) pločice su inkubirane sa 

DAPI (razblaženje 1/2000 u 0,01 M PBS, Invitrogen/Molecular probes, USA) 10 

min, isprane u 0,01 M PBS, dehidratisane i potopljene u ksilol (Merck, 

Nemačka) 10 min i pokrivene pokrovnim staklima. 

 

Imunohistohemijska bojenja 

 

Imunohistohemijsko bojenje astrocita je urañeno primenom 

monoklonalnog antitela miša na GFAP (Abcam, USA), a mikroglije 

poliklonalnog antitela koze na Iba1 (jonizovani kalcijum vezujući adaptorni 
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molekul 1, Abcam, USA). Preseci su pretretirani 0,1 M PBS (3 puta po 10 min), 

0,1 % glicinom (10 min, ICN Biomedicals, USA), 3 % goveñim serum 

albuminom (BSA, 20 min, MP Biomedicals, USA), blokirajućim serumom (5 % 

majmunski serum, Santa Cruz, USA), 3 % BSA, 0,2 % Triton X (Sigma-Aldrich, 

USA) u trajanju od jednog sata. Primarna antitela (razblaženja 1/300 za GFAP i 

1/700 za Iba1) su aplikovana i inkubirana preko noći na +4° C (antitela su 

razblažena u 0,01 M PBS koji je sadržavao 1 % BSA, 2 % Triton X i 1 % 

magarećeg seruma). Nakon nekoliko ispiranja u 0,01 M PBS, preseci su 

inkubirani 2 h na sobnoj temperaturi sa odgovarajućim sekundarnim antitelom 

- Alexa Fluor 555 magareće anti-mišje za GFAP (razblaženja 1/250, 

Invitrogen/Molecular probes, USA) i Alexa Fluor 488 magareće anti-kozije za 

Iba1 (razblaženja 1/250, Invitrogen/Molecular probes, USA). Nakon toga, 

preseci su isprani u 0,01 M PBS i inkubirani sa DAPI (razblaženja 1/2000, 

Invitrogen/Molecular probes, USA) 10 min. Nakon 5 ispiranja, na preseke je 

nakapan Mowiol i stavljeno pokrovno staklo. 

Fluorescentno obeleženi preseci su analizirani i fotografisani na Zeiss 

Axiovert fluorescentnom mikroskopu (Nemačka), opremljenom kamerom i EC 

Plan-Apochromat na uveličanju 20x u slučaju FJ i GFAP bojenja i uveličanju 40x 

kada je mikroglija bila u pitanju. 

 

Stereološka analiza 

 

Stereologija (od grčkih reči stereos - solidan, trodimenzionalan i logos - 

nauka) je naučna grana definisana kao multidisciplinarna metodologija kojom 

se iz dvodimenzionalnih preseka tela kvantitativno procenjuje njihova 

trodimenzionalna unutrašnja graña (Howard i Reed, 2005). 

 Stereološka analiza je rañena uz pomoć newCAST stereološkog 

softverskog paketa (VIS – Visiopharm Integrator System, version 2.12.1.0; 
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Visiopharm; Danska). Mikroskop (Olympus BX-51) je opremljen sa 

motorizovanim stočićem (Prior) sa preciznošću pomeranja po x-y osi od 1 µm. 

Pomeranje stočića po z osi kontrolisano je mikrokatorom (Heidenhain MT1201) 

sa preciznošću od 0,2 µm. Za mikroskop je vezana CCD video kamera 

(PixeLink). Pri analizi korišćeni su planahromatski objektivi visoke numeričke 

aperture, uvećanja 4x, 20x i 100x. NewCast stereološki sistem je generisao 

interaktivnu stereološku mrežicu i stereološki disektorski ram. 

Kako bi bila odreñena tačna debljina preseka (22,6 µm), neophodna u 

stereološkoj analizi, korišćena je block advance (BA) metoda (Dorph-Petersen i 

sar., 2001). Ova metoda se sastoji u sledećem: preseci bloka tkiva se seku, sa 

sečenjem se visina bloka smanjuje, a smanjenje je označeno kao blok unapred 

(doslovno prevedeno) tj. block advance, jer definiše rastojanje za koje je 

parafinski blok napredovao prema nožu mikrotoma pre sečenja preseka. BA 

predstavlja debljinu preseka bez deformacija. Kako bi utvrdili prosečnu BA 

treba iseći veliki broj preseka bloka i izmeriti promene u visini bloka. Izmerena 

promena se deli sa brojem preseka. Koristeći metod BA ustanovljeno je da je 

stvarna debljina preseka 22,6 µm. 

 

Odreñivanje volumena hipokampusa i striatuma 

 

Volumen hipokampusa je odreñen primenom Kavalijerijevog principa 

(Gundersen, 1986; Gundersen i Jensen, 1987). Izvršena je analiza hipokampusa 

posteriorno od bregme (od 1,7 mm do 2,5 mm), kao i  striatuma (od 1,7 mm pre 

bregme pa do 0,82 mm posteriorno od bregme) (bazirano na anatomskom 

atlasu mišijeg mozga Paxinos i Franklin, 2004). Uzorkovanje serijskih 

koronalnih preseka hipokampusa i striatuma debljine 25 µm i obojenih krezil 

violetom je bilo sistematski uniformno sa slučajnim početkom. Nakon procesa 

dehidratacije i završenog bojenja izmerena je realna debljina preseka koja je 
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iznosila 22,6 µm. Svaki 14. presek hipokampusa, tj. 32. presek striatuma iz 

svakog bloka tkiva je uziman što je približno 24 preseka hipokampusa tj. 27 

preseka striatuma po životinji. Broj pogodaka kompjuterski generisane mrežice koji 

se nalaze u okviru granica tkiva je utvrñen i površina je preračunata. Volumen 

(mm3) leve i desne hemisfere je odreñen umnožavajući sumu površina sa 

intervalom izmeñu preseka (345 µm u hipokampusu i 920 µm u striatumu) na 

osnovu formule: 

∑

=
⋅= ⋅

n

i
PiBApaV
1

)(  

gde je a (p) površina koja pripada svakoj tački uzorkovanja tj. jednom pogotku 

koji pada na analiziranu fazu (52 219,50 µm2), BA srednja vrednost izmeñu dva 

uzastopno analizirana preseka i ΣPi suma pogodaka koji padaju na fazu 

ispitivane strukture. Rezultati su modifikovani realno izmerenom debljinom 

preseka tj. 22,6 µm. 

 

Volumenska gustina FJ pozitivnih neurona i GFAP obeleženih astrocita 

 

Koristeći fotomikrografije fluorescentno obeleženih preseka iz 4-5 nivoa 

hipokampusa za svaku životinju, izračunat je procenat FJ pozitivnih neurona i 

GFAP obeleženih astrocita. Vodilo se računa da odgovarajući preseci iz svih 

analiziranih životinja budu iz istog koronarnog nivoa. Fotomikrografije su 

importovane u Vis program, dok je površina u kojoj je vršeno brojanje odreñena 

uz pomoć maske. Brojani su pogotci koji padaju na FJ pozitivne neurone ili 

GFAP obeležene astrocite i potom je ovaj broj podeljen sa ukupnim brojem 

pogodaka koji padaju u oblast hipokampusa x 100, i na taj način je izračunat 

procenat fluorescentno obeleženih FJ neurona i imunoobeleženih astrocita. 
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Broj Iba1 obeleženih mikroglijalnih ćelija po jedinici površine 

  

Koristeći fotomikrografije fluorescentno obeleženih preseka iz 4-5 nivoa 

hipokampusa za svaku životinju, izračunat je broj mikroglijalnih ćelija. Vodilo 

se računa da odgovarajući preseci iz svih analiziranih životinja budu iz istog 

koronarnog nivoa. Za kvantitativnu analizu sve Iba1 obeležene mikroglijalne 

ćelije, sa DAPI obeleženim jedrima, su bile brojane sa mikrografija čija je 

veličina bila 280 x 210 µm, zatim je vršeno preračunavanje na jediničnu 

površinu (mm2)  i ovaj rezultat je predstavljen kao broj mikroglijalnih ćelija po 

mm2. 

 

3.7. Biohemijska analiza 

 

Posle dekapitacije, glave životinja su smrzavane u tečnom azotu i čuvane 

na -70° C. Tokom izolovanja odreñenih regiona mozga, glave su  odmrzavane i 

sve manuelne operacije su izvoñene na ledu. Mozak je brzo vañen i izolovane 

su sledeće strukture: kora prednjeg mozga, hipokampus, striatum. Izolovane 

strukture svake životinje posebno su homogenizovane u hladnom saharoznom 

medijumu (0,25 mol/l saharoze i 1 mmol/l Na+-etilendiamin tetrasirćetna 

kiselina (EDTA) u 10 mmol/l K+/Na+-fosfatnom puferu pH=7,4), u staklenom 

homogenizatoru sa teflonskim tučkom sa 15 udara tučka pri 800 obrtaja/min. 

Homogenat je centrifugiran na 3500 obrtaja/min tokom 15 min; supernatant je 

odvajan i sonifikovan 3 x 30 s sa pauzama od 5 s. Nakon sonifikacije 

supernatant (neprečišćena mitohondrijalna frakcija) je čuvan na -70° C. 
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3.7.1. Odreñivanje proteina 

 

Sadržaj proteina u uzorcima je odreñivan po metodi Lowry-a (Lowry i 

sar., 1951). Ukupna koncentracija proteina je srazmerna boji rastvora uzorka, 

proporcionalna koncentraciji proteina i može se meriti kolorimetrijski. U 10 µl 

uzorka, standarda i blankova je dodavano po 1 ml reakcione smeše (0,5 % 

CuSO4 i Folin-ov reagens). Nakon inkubacije od 30 min na sobnoj temperaturi 

ekstinkcija je spektrofotometrijski odreñivana na talasnoj dužini od 575 nm. 

Standardna kriva je konstruisana na osnovu poznatih rastućih koncentracija 

BSA. Vrednosti su izražavane kao miligrami proteina po mililitru uzorka (mg 

prot./ml). 

 

3.7.2. Odreñivanje koncentracije superoksidnog anjon radikala - O2- 

 

Kao mera stvaranja O2- u biološkim i hemijskim sistemima, koristi se test 

redukcije nitroblu-tetrazolijuma (NBT) do nitrobluformazana (Spitz i Oberley, 

1989). Redukcija NBT se odvija u dva koraka: 

a) Kao nepotpuna redukcija do monoformazana 

NBT+O2-+ 2H+         O2 + monoformazan, 

             b)  Kao kompletna redukcija NBT-hlorida do diformazana: 

NBT+ + Cl- + 4e- + 4H+        diformazan + 2HCl 

U oksidovanoj formi NBT je žuta supstanca rastvorljiva u vodi, dok je 

njegova redukcija u diformazan praćena promenom u intezivno plavu i 

smanjenjem rastvorljivosti. U vodenim rastvorima reakcije koje generišu O2- 

rezultuju nekompletnom redukcijom NBT do monoformazana. Povećanje 

redukcije NBT pri višim pH vrednostima rezultat je inhibicije reakcije 

dizmutacije O2- katalizovane SOD, koja kompetira sa reakcijom redukcije NBT. 
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Redukcija NBT se iz istog razloga povećava smanjenjem tenzije kiseonika u 

medijumu. 

Reakcija je otpočinjana dodavanjem 0,05 ml uzorka u 1 ml reakcione 

smeše (NBT 0,1 M u fosfatnom puferu 6,5 mmol/l, pH 8,6, EDTA 0,1 % želatin 

0,1 mg/ml) i promena ekstinkcije je praćena tokom 5 min na 515 nm. Pre 

merenja, reakciona smeša je u trajanju od 1 h bila izložena N2 pod pritiskom. 

Sva merenja su urañena u triplikatu. Rezultati su izraženi kao mikromoli 

redukovanog NBT po minutu po miligramu protein (µM NBT/min/mg prot.). 

 

3.7.3. Odreñivanje koncentracije azotoksida - NO. 

 

NO. se u vodenom rastvoru brzo prevodi u nitrate (NO3-) i nitrite (NO2-), 

koji su prvi stabilni metaboliti NO.. Stoga je u uzorcima odreñivana količina 

NO2- i NO3- kao pokazatelj produkcije NO.. Metoda za odreñivanje količine 

NO2- i NO3- u uzorcima zasniva se na Griess reakciji (Guevara i sar., 1998). 

Uzorci su najpre deproteinizovani dodavanjem 120 µl uzorka u 480 µl Somogyi 

reagensa (ZnSO4 (75 mmol/l) + 600 µl NaOH (96,25 mmol/l)). Rastvor je 

ostavljen 10 min da bi se izvršila efikasna precipitacija proteina, a potom je 

centrifugiran 10 min na 8000 obrtaja/min. 

Kako Griess reakcija ne odreñuje količinu nitrata, a kako su oni u 

biološkim tečnostima kvantitativno dominantniji u odnosu na nitrite, ukupna 

količina nitrita je odreñena nakon konverzije NO3- u NO2- pomoću 

kadmijumskih (Cd) granula aktiviranih bakrom. Nakon pripremljene serije u 

svaku epruvetu dodato je po 1-1,5 g sveže aktiviranih Cd granula. Aktivacija 

Cd granula se vrši neposredno pred upotrebu dodavanjem 100 ml 5 mmol/l 

rastvora CuSO4 u glicin-NaOH puferu. Nakon 90 min od dodavanja Cd granula 

iz svake epruvete uzeto je po 100 µl rastvora i preneto u čašice ploče ELISA 

spektrofotometra i radi izvoñenja bojene reakcije svakoj probi je dodato po 100 
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µl rastvora sulfanilne kiseline (Griess I) i rastvora α-naftilamina (Griess II). 

Nakon 30 min vrednosti ekstinkcije su očitavane na ELISA spektrofotometru pri 

talasnoj dužini od 492 nm i referentnoj talasnoj dužini od 650 nm. Napravljena 

je standardna kriva za seriju razblaženja NaNO2. Dobijena jednačina je 

upotrebljena za izračunavanje nepoznate koncentracije NO2- u uzorcima. Sva 

merenja su urañena u triplikatu. Rezultati su izraženi kao mikromoli po 

miligramu proteina (µmol/mg prot.). 

 

3.7.4. Odreñivanje aktivnosti ukupne superoksiddismutaze - SOD 

 

Ukupna SOD aktivnost uključuje aktivnost dve izoforme SOD 

(citoplazmatične SOD1 - Cu,ZnSOD i mitohondrijalne SOD2 - MnSOD 

izoforme) i predstavlja meru aktivnosti ukupnog endogenog antioksidativnog 

potencijala. Aktivnost ukupne SOD odreñivana je kao procenat inhibicije 

autooksidacije adrenalina u baznoj sredini, uzorkom neprečišćene 

mitohondrijalne frakcije (Fridovich, 1995). SOD, uklanjajući O2-, inhibira 

spontanu autooksidaciju adrenalina. Stepen inhibicije srazmeran je aktivnosti 

enzima.  

Aktivnost ukupne SOD (EC 1.15.1.1) odreñivana je kinetički, kao 

promena ekstinkcije u vremenu (10 min) na 480 nm. Reakcionoj smeši (Na+-

bikarbonatni pufer 50 mmol/l, pH=10,2 sa 1 mmol/l EDTA) je dodavano 0,1 ml 

uzorka i reakcija je otpočinjana dodavanjem 0,1 ml adrenalina (10 mmol/l u 

0,01 M HCl). Reakcija je praćena kinetički tokom 10 min na 25° C (Beckman, DU 

8 Spektrofotometar). 

Kao vrednost u odnosu na koju je računata inhibicija služila je promena 

ekstinkcije iste reakcione smeše kojoj je umesto uzorka dodavano 0,1 ml vode. 

Sva merenja su urañena u triplikatu. Rezultati su izraženi kao jedinice 

aktivnosti enzima po miligramu proteina (U/mg prot.). Jedinica aktivnosti 
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enzima definisana je kao aktivnost enzima koja dovodi do 50 % inhibicije 

autooksidacije adrenalina. 

 

3.7.5. Odreñivanje indeksa lipidne peroksidacije - ILP 

 

Malondialdehid (MDA), produkt polinezasićenih masnih kiselina, 

reaguje sa tiobarbiturnom kiselinom i to je obično pokazatelj ILP. ILP je meren 

spektrofotometrijski kao tiobarbiturna kiselina reaktivna vrsta. Sadržaj 

reaktivnih supstanci tiobarbiturne kiseline formiranih spontano i in vitro, 

stimulisano 0,01 mM Fe2+ solima i 0,5 mM askorbinskom kiselinom, meren je 

nakon tretmana uzoraka sa 1 mL hladnim reagensom tiobarbiturne kiseline (15 

% trihlorsirćetna kiselina, 0,1 M HC1, 0,75 % tiobarbiturna kiselina) i kasnijeg 

zagrevanja na temperaturi od 95° C u prisustvu 50 µM desferoksamina, da bi se 

sprečila dalja lipidna peroksidacija katalizovana Fe2+ (Rehncrona i sar., 1980). 

Apsorbanca je merena na talasnoj dužini od 533 nm. Kontrolne vrednosti (bez 

stimulacije Fe2+ i askorbinskom kiselinom) su odreñene za svaki uzorak. Sva 

merenja su urañena u triplikatu. Rezultati su izraženi kao nanomol MDA po 

miligramu proteina (nM MDA/mg prot.). 

 

3.8. Statistička analiza  

 

Pre statističke analize provereno je da li podaci imaju normalnu 

raspodelu uz pomoć Kolmogorov-Smirnov testa. 

Efekti EMP na hipermotorno ponašanje izazvano globalnom moždanom 

ishemijom su odreñeni primenom dvofaktorijalne analize varijanse, sa 

tretmanom i vremenom nakon reperfuzije kao faktorima, nakon čega je urañen 

post hoc LSD test. 
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Efekti EMP na morfološke promene u mozgu izazvane globalnom 

moždanom ishemijom su procenjeni primenom jednofaktorijalne analize 

varijanse, praćene post hoc LSD testom. 

Efekti EMP na parametre oksidativnog stresa u kori prednjeg mozga, 

striatumu i hipokampusu ishemičnih pustinjskih miševa su odreñeni primenom 

jednofaktorijalne analize varijanse, praćene post hoc LSD testom. 

Rezultati su razmatrani kao statistički značajni kada je p<0.05. 
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4. REZULTATI 

 

4.1. Efekti EMP (0,5 mT, 50 Hz) na motorno ponašanje pustinjskih miševa sa 

eksperimentalno izazvanom globalnom moždanom ishemijom  

 

Početnom statističkom analizom ustanovljeno je da ne postoje razlike u 

ponašanju intaktnih, sham-operisanih i sham-izloženih pustinjskih miševa u 

okviru svakog merenja, tj. 1., 2., 4., 7. i 14. dana od početka eksperimentalne 

procedure (rezultati nisu prikazani). Svi ovi podaci su akumulirani i izraženi 

kao kontrolna vrednost svakog pojedinačnog merenja. U skladu sa našim 

prethodnim istraživanjima (Janać i sar., 2005, 2012) izlaganje EMP (0,5 mT, 50 

Hz) povećava motornu aktivnost.  

Rezultati istraživanja pokazuju da ishemija sama, kao i u kombinaciji sa 

izlaganjem EMP, ima za posledicu specifičan vremenski profil promena u 

ponašanju pustinjskih miševa (tabela 2.). Kod ishemičnih životinja, lokomocija 

(slika 16.), stereotipija (slika 17.) i rotacije (slika 18.) su bili značajno povećani do 

4. dana nakon reperfuzije (tabela 3.) i nakon toga su se polako smanjivali 

dostižući kontrolne vrednosti 7. dana nakon reperfuzije. Ova postishemijska 

motorna hiperaktivnost je bila praćena značajno smanjenim vremenom 

mirovanja, naročito 1. i 2. dana nakon reperfuzije, u odnosu na kontrolne 

životinje (slika 19.). 
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Preñeni 
put 

Prosečna 
brzina 

Stereotipija

Rotacije u 
smeru 

kazaljke na 
satu 

 

 

Rotacije 
suprotno od 
smera kazaljke 

na satu 
Mirovanje 

  df F p< ηp2 F p< ηp2 F p< ηp2 F p< ηp2 F p< ηp2 F p< ηp2 

Tretman 3 29,1 0,001 0,4 29,1 0,001 0,4 28,6 0,001 0,4 18,9 0,001 0,3 10,3 0,001 0,2 19,8 0,001 0,3 

Vreme nakon 

reperfuzije 
4 16,2 0,001 0,3 16,4 0,001 0,3 14,4 0,001 0,3 9,0 0,001 0,2 10,9 0,001 0,2 7,7 0,001 0,2 

Tretman  x 

vreme nakon  

reperfuzije 

12 5,7 0,001 0,3 5,7 0,001 0,3 5,3 0,001 0,3 2,7 0,01 0,2 4,0 0,001 0,2 1,7 0,056 0,1 

  Preñeni 
put 

Prosečna 
brzina 

Stereotipija 

Rotacije 
u smeru 
kazaljke 
na satu  

Rotacije 
suprotno 
od smera 
kazaljke 
na satu  

Mirovanje 

 1. dan *** *** *** *** *** *** 

Kontrola vs 

Ishemija 2. dan *** *** *** *** *** *** 

 4. dan * * *    

Kontrola vs 

Ishemija+ 

EMP 1. dan * * * * *  

Tabela 2. Dvofaktorijalna analiza varijanse  
df - stepeni slobode; ηp2 - parcijalni eta kvadrat 
 

Tabela 3. Značajne razlike u ponašanju pustinjskih miševa podvrgnutih 10-min 
globalnoj moždanoj ishemiji bez i sa izlaganjem EMP (0,5 mT, 50 Hz, 7 dana) u 
poreñenju sa kontrolnim životinjama 
 

*p<0,05 i ***p<0,001 (dvofaktorijalna analiza varijanse praćena LSD testom) 
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Kod ishemičnih životinja primenjeno EMP pokazuje snažan efekat u 

smislu smanjenja hipermotorne aktivnosti. Pustinjski miševi sa 

eksperimentalno izazvanom ishemijom koji su bili izloženi EMP su imali 

značajno povećanu lokomociju (slika 16.), stereotipiju (slika 17.) i rotacije (slika 

18.) samo 1. dana nakon reperfuzije kada je inače postishemijska hiperaktivnost 

najizraženija  (tabele 3. i 4.). Pa ipak, ova motorna hiperaktivnost je bila 

  
Preñeni 
put 

Prosečna 
brzina 

Stereotipija 

Rotacije 
u smeru 
kazaljke 
na satu 

Rotacije 
suprotno 
od smera 
kazaljke na 

satu 

Mirovanje 

Ishemija 

1. vs 2. 
dan *** *** *** *** *** ** 

1. vs 4. 
dan 

*** *** *** *** *** *** 

1. vs 7. 
dan 

*** *** *** *** *** *** 

1. vs 14. 
dan 

*** *** *** *** *** *** 

2. vs 4. 
dan 

* * *    

2. vs 7. 
dan 

*** *** *** ** *  

2. vs 14. 
dan 

*** *** *** * **  

        

Ishemija 

+ EMP 

1. vs 2. 
dan 

** ** ** * * * 

1. vs 4. 
dan 

* * *  *  

1. vs 7. 
dan 

* * *    

1. vs 14. 
dan 

** ** ** * ** * 

Tabela 4. Značajne razlike u ponašanju pustinjskih miševa podvrgnutih 10-min 
globalnoj moždanoj ishemiji bez i sa izlaganjem EMP (0,5 mT, 50 Hz, 7 dana) u 
različitim vremenima nakon reperfuzije 
 

*p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001 (dvofaktorijalna analiza varijanse praćena LSD testom) 
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značajno manja, nego kod ishemičnih životinja koje nisu bile izlagane EMP, 1. i 

2. dana nakon reperfuzije (slike 16-19). 

 

 

 

 

Slika 16. Efekat kontinuiranog 7-dnevnog izlaganja EMP (0,5 mT, 50 Hz) na lokomociju 
pustinjskih miševa podvrgnutih 10-min globalnoj moždanoj ishemiji. Rezultati su 
predstavljeni kao srednja vrednost ± standardna greška (n=6-8 životinja po grupi). 
***p<0,001 predstavlja značajnu razliku u poreñenju sa ishemičnom grupom 
(dvofaktorijalna analiza varijanse praćena LSD testom). 

Slika 17. Efekat kontinuiranog 7-dnevnog izlaganja EMP (0,5 mT, 50 Hz) na stereotipiju 
pustinjskih miševa podvrgnutih 10-min globalnoj moždanoj ishemiji. Rezultati su 
predstavljeni kao srednja vrednost ± standardna greška (n=6-8 životinja po grupi). 
***p<0,001 predstavlja značajnu razliku u poreñenju sa ishemičnom grupom 
(dvofaktorijalna analiza varijanse praćena LSD testom). 
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Slika 18. Efekat kontinuiranog 7-dnevnog izlaganja EMP (0,5 mT, 50 Hz) na rotacije u 
smeru i suprotno od smera kazaljke na satu kod pustinjskih miševa podvrgnutih 10-min 
globalnoj moždanoj ishemiji. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ±
standardna greška (n=6-8 životinja po grupi). **p<0,01 i ***p<0,001 predstavljaju značajne 
razlike u poreñenju sa ishemičnom grupom (dvofaktorijalna analiza varijanse praćena 
LSD testom). 

Slika 19. Efekat kontinuiranog 7-dnevnog izlaganja EMP (0,5 mT, 50 Hz) na mirovanje 
pustinjskih miševa podvrgnutih 10-min globalnoj moždanoj ishemiji. Rezultati u 
predstavljeni kao srednja vrednost ± standardna greška (n=6-8 životinja po grupi). 
***p<0,001 predstavlja značajnu razliku u poreñenju sa ishemičnom grupom 
(dvofaktorijalna analiza varijanse praćena LSD testom). 
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4.2. Efekti EMP (0,5 mT, 50 Hz) na morfološke karakteristike mozga 

pustinjskih miševa sa eksperimentalno izazvanom globalnom moždanom 

ishemijom  

 

Rezultati istraživanja su pokazali da nije bilo uočljivih promena u 

morfologiji i ćelijskoj distribuciji u hipokampusu, striatumu i kori velikog 

mozga intaktnih, sham-operisanih i sham-izloženih pustinjskih miševa 

(rezultati nisu prikazani), tako da su ovi pustinjski miševi razmatrani kao jedna 

kontrolna grupa. 

Nakon jednofaktorijalne analize varijanse bilo je očigledno da izlaganje 

EMP značajno utiče na volumensku gustinu FJ pozitivnih neurona (F(3,12)=16,66, 

p<0,01, ηp2=0,80), volumensku gustinu GFAP obeleženih astrocita (F(6,27)=2,99, 

p<0,05, ηp2=0,40) i broj Iba1 obeleženih mikroglijalnih ćelija po jedinici površine 

(F(6,24)=4,98, p<0,01, ηp2=0,55) u hipokampusu pustinjskih miševa podvrgnutih 

10-min globalnoj moždanoj ishemiji. 

 

4.2.1. Hipokampus-histološke i morfometrijske karakteristike 

 

Kako bi imali uvid u citoarhitekturu hipokampalnog CA1 regiona, 

preseci mozga su trostruko obojeni fluorescentnom Nissl bojom (NeuroTrace, 

zeleno) kako bi se vizualizovao citosol neurona (vezuje se i za jedarnu DNK i 

ribozomalnu RNK u citosolu), fluorescentnim trejserom za ćelijske membrane 

(Dil, crveno) i fluorescentnim markerom jedara (DAPI, plavo). Takoñe u istu 

svrhu je i urañeno hematoksilin/eozin klasično bojenje (slika 21.). 

U kontrolnoj (slika 21 A) i EMP grupi (analiziranoj neposredno i 7 dana 

nakon prestanka izlaganja EMP;  slike 21 B i C) hipokampus pokazuje klasične 

morfološke karakteristike jasno ograničenog CA1 sloja sa gusto pakovanim 

piramidalnim neuronima, normalnog parenhima. Nakon 10-min ishemije 

uočene su promene u hipokampalnom CA1 regionu u vidu smanjenog broja 
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neurona i delinearizovanog piramidalnog sloja i to kako 7. tako i 14. dana 

nakon reperfuzije (slike 21 D i E). Parenhim nije kompaktan kao u kontrolnoj 

grupi. Isti efekti su uočeni i u hipokampusu ishemičnih pustinjskih miševa 

izloženih EMP (slike 21 F i G). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 21. NeuroTrace/Dil/DAPI (levo) i hematoksilin/eozin (desno) bojenje CA1 regiona 
hipokampusa pustinjskog miša. Kontrolna grupa (A); EMP grupa neposredno (B) i 7 
dana nakon prestanka izlaganja (C); Ishemična grupa 7. dana (D) i 14. dana nakon 
reperfuzije (E); Ishemija + EMP grupa neposredno (7. dan nakon reperfuzije, F) i 7 dana 
nakon prestanka izlaganja (14. dan nakon reperfuzije, G). Strelice pokazuju CA1 region. 
Zeleno - NeuroTrace obeleženi neuroni; crveno - Dil obeležene membrane; plavo - DAPI 
obeležena jedra.  
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Analiza volumena hipokampusa (slika 20.) pokazala je da ne postoje 

značajne razlike izmeñu eksperimentalnih grupa. Vrednosti izmerenog 

volumena su u opsegu 26,6-30,7 mm3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Analiza pojedinačnih regiona (CA1, CA2, CA3, DG) u hipokampusu 

takoñe pokazuje da ne postoje statistički značajne razlike izmeñu analiziranih 

eksperimentalnih grupa (tabela 5 ). 

 

 
CA1 CA2 CA3 DG ostalo 

 

Kontrola 10,1±1,42 0,78±0,01 3,97±0,43 12,10±0,61 2,70±0,50 

7. dan      

EMP 10,60±2,13 0,40±0,01 5,42±0,13 13,2±1,8 2,58±0,18 

Ishemija 8,32±0,50 1,25±1,34 4,79±0,59 13,1±1,32 0,93±0,19 

Ishemija+EMP 10,80±1,07 1,00±4,15 5,66±0,36 11,80±1,62 1,46±0,07 

14. dan      

EMP 11,50±1,04 0,56±0,02 5,06±0,10 11,50±0,98 1,58±0,04 

Ishemija  9,82±0,49 0,96±0,02 5,61±0,34 11,90±1,10 1,13±0,02 

Ishemija+EMP  9,80±0,13 0,36±0,04 4,76±0,57 10,5±2,74 2,64±0,02 

Slika 20. Volumen hipokampusa je prikazan kao srednja vrednost ±
standardna greška (n=4-5 životinja po grupi). 
 

Tabela 5. Volumeni regiona hipokampusa (mm3) predstavljeni kao srednja vrednost 
±standardna greška (n=4-5 životinja po grupi) 



 

 

Rezultati 

 

65 
 

4.2.1.1. Efekat EMP na hipokampalne neurone u mozgu pustinjskih miševa sa 

eksperimentalno izazvanom globalnom moždanom ishemijom-kvantifikacija 

FJ obeleženih neurona 

 

FJ bojenje je korišćeno da bi se stekla bolja morfološka procena o odnosu 

živih i oštećenih nervnih ćelija. U kontrolnoj grupi nema FJ pozitivnih ćelija 

(slika 22 A), kao ni u EMP grupi neposredno i 7 dana nakon prestanka izlaganja 

(slike 22 B i C) već su samo vidljiva DAPI obeležena jedra neurona i zeleno 

obeleženi kapilari. Nakon reperfuzije 7. i 14. dana, FJ bojenje u hipokampusu 

pokazuje postojanje oštećenih neurona u CA1 regionu ishemičnih pustinjskih 

miševa bez (slike 22 D i E) i sa izlaganjem EMP (slike 22 F i G).  

 

 

 

 

Slika 22. FJ bojenje hipokampusa pustinjskog miša. Kontrolna grupa (A); EMP 
grupa neposredno (B) i 7 dana nakon prestanka izlaganja (C); Ishemična grupa 7. 
dana (D) i 14. dana nakon reperfuzije (E); Ishemija + EMP grupa neposredno (7. 
dan nakon reperfuzije, F) i 7 dana nakon prestanka izlaganja (14. dan nakon 
reperfuzije, G). Strelice pokazuju CA1 region. Zeleno - FJ pozitivne ćelije; plavo -
DAPI obeležena jedra. 
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Najveći broj FJ pozitivnih ćelija je uočen kod ishemičnih pustinjskih 

miševa 14. dana nakon reperfuzije (slika 23.). Stepen umirućih neurona kod 

ovih životinja je bio značajno viši u poreñenju sa ishemičnim pustinjskim 

miševima izloženim EMP 14. dana nakon reperfuzije. Takoñe, to je bilo 

značajno povećanje i u odnosu na ishemične životinje analizirane 7. dana nakon 

reperfuzije (p<0.001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.1.2. Efekat EMP na morfologiju i broj astrocita u hipokampusu 

pustinjskih miševa sa eksperimentalno izazvanom globalnom moždanom 

ishemijom 

GFAP obeleženi astrociti imaju morfologiju koja je karakteristična za 

stanje mirovanja - malo ćelijsko telo sa dugim nastavcima u kontrolnoj grupi 

(slika 24 A), kao i u EMP grupi analiziranoj neposredno (slika 24 B) i 7 dana 

nakon prestanka izlaganja (slika 24 C). U grupi ishemičnih pustinjskih miševa 

GFAP imunoreaktivnost je bila veća i astrociti su imali kraće i deblje nastavke 7. 

dana (slika 24 D) i 14. dana nakon reperfuzije (slika 24 E). Značajna aktivacija 

astrocita je uočena u grupi ishemičnih pustinjskih miševa izloženih EMP 7. 

Slika 23. Volumenska gustina FJ pozitivnih neurona u hipokampusu pustinjskog 
miša. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± standardna greška (n=4-5 
životinja po grupi). ���p<0,001 u poreñenju sa ishemičnom grupom 
(jednofaktorijalna analiza varijanse praćena LSD testom). 
 



 

 

Rezultati 

 

67 
 

Slika 24. GFAP bojenje astrocita u hipokampusu pustinjskog miša. Kontrolna 
grupa (A); EMP grupa neposredno (B) i 7 dana nakon prestanka izlaganja (C); 
Ishemična grupa 7. dana (D) i 14. dana nakon reperfuzije (E); Ishemija + EMP grupa 
neposredno (7. dan nakon reperfuzije, F) i 7 dana nakon prestanka izlaganja (14. 
dan nakon reperfuzije, G). Crveno - GFAP pozitivni astrociti. 

dana nakon reperfuzije (neposredno nakon prestanka izlaganja, slika 24 F), dok 

su 14. dana nakon reperfuzije astrociti slični onima iz grupe ishemičnih 

životinja (slika 24 G). 

Volumenska gustina GFAP pozitivnih astrocita povećana je kod 

ishemičnih pustinjskih miševa, posebno onih izloženih EMP (slika 25). 7. dana 

nakon reperfuzije, uočeno povećanje kod ishemičnih životinja izloženih EMP je 

bilo značajno u poreñenju sa kontrolnom i EMP grupom. Takoñe, volumenska 

gustina astrocita kod ovih životinja je bila veća u odnosu na ishemične životinje 

koje nisu bile izlagane EMP (p=0,052). 14. dana nakon reperfuzije, kod sve tri 

eksperimentalne grupe uočena je veća gustina astrocita u odnosu na kontrolnu 

grupu, pri čemu su promene bile najizraženije kod ishemičnih životinja 

izloženih EMP (p=0,064). 
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4.2.1.3. Efekat EMP na morfologiju i broj mikroglijalnih ćelija u 

hipokampusu pustinjskih miševa sa eksperimentalno izazvanom globalnom 

moždanom ishemijom 

Iba 1 (jonizovani kalcijum vezujući adaptorni molekul) bojenje je korisno 

za obeležavanje mikroglijalnih ćelija. U kontrolnoj grupi (slika 26 A), kao i u 

EMP grupi analiziranoj neposredno (slika 26 B) i 7 dana nakon prestanka 

izlaganja (slika 26 C), mikroglijalne ćelije pokazuju morfologiju i distribuciju 

tipičnu za stanje mirovanja - malo telo i kratki ramifikovani nastavci. 7. dana 

nakon reperfuzije, mikroglijalne ćelije zadobijaju ameboidnu morfologiju što je 

najizraženije u ishemičnoj grupi (slika 26 D) u poreñenju sa kontrolnom i EMP 

grupom. 14. dana nakon reperfuzije, mikroglijalne ćelije su i dalje aktivirane ali 

u manjem stepenu (slika 26 E). U grupi ishemičnih pustinjskih miševa izloženih 

EMP mikroglijalne ćelije pokazuju jaku aktivaciju 7. dana nakon reperfuzije 

(slika 26 F), dok je njihov nivo imunoreaktivnosti sličan kao u ishemičnoj grupi 

14. dana nakon reperfuzije (slika 26 G). 

Slika 25. Volumenska gustina astrocita u hipokampusu pustinjskog miša. 
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± standardna greška (n=4-5 
životinja po grupi). **p<0,01 u poreñenju sa kontrolnom grupom, ♦♦p<0,01 u 
poreñenju sa EMP grupom (jednofaktorijalna analiza varijanse praćena LSD 
testom). 
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Analiza broja mikroglijalnih ćelija po jedinici površine (slika 27.) 

pokazuje značajno povećanje kod ishemičnih pustinjskih miševa, naročito onih 

izloženih EMP, u poreñenju sa kontrolom 7. dana nakon reperfuzije. Uočeno 

povećanje u ishemičnoj grupi izloženoj EMP je bilo značajno i u poreñenju sa 

EMP i ishemičnom grupom 7. dana nakon reperfuzije. Takoñe, postoji značajna 

razlika (p<0.01) izmeñu ishemičnih pustinjskih miševa izloženih EMP i 

analiziranih 7. i 14. dana nakon reperfuzije. 14. dana nakon reperfuzije (slika 

Slika 26. Iba1 bojenje u hipokampusu pustinjskog miša. Kontrolna grupa 
(A); EMP grupa neposredno (B) i 7 dana nakon prestanka izlaganja (C); 
Ishemična grupa 7. dana (D) i 14. dana nakon reperfuzije (E); Ishemija + EMP 
grupa neposredno (7. dan nakon reperfuzije, F) i 7 dana nakon prestanka 
izlaganja (14. dan nakon reperfuzije, G). Zeleno - Iba1 pozitivne 
mikroglijalne ćelije. 
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27.) broj Iba 1 obeleženih mikroglijalnih ćelija je bio povećan kod ishemičnih 

životinja bez i sa izlaganjem EMP u poreñenju sa kontrolnom i EMP grupom, 

ali neznačajno i sa istim trendom promene kao 7. dana nakon reperfuzije. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.2. Histološke i morfometrijske karakteristike striatuma i kore velikog 

mozga  

U cilju histološke analize promena u striatumu i kori velikog mozga 

(primarni motorni, sekundarni somatosenzorni i insularni korteks) izvršili smo 

bojenja hematoksilin/eozin (slika 29.), kao i trostruko bojenje fluorescentnim 

markerima za neurone, membrane i jedro (slika 30.).  

U striatumu kontrolne grupe (slike 29 A i 30 A, levi pano), kao i EMP 

grupe analizirane neposredno (slike 29 B i 30 B, levi pano) i 7 dana nakon 

prestanka izlaganja (slike 29 C i 30 C, levi pano), tkivo ima jasnu striozom-

matriks organizaciju. Nakon ishemije su jedva primetne promene u striatumu - 

matriks je rastresitiji, striozomi su veći, a neuroni triangularni i to kako 7. dana 

(slike 29 D i 30 D, levi pano) tako i 14. dana nakon reperfuzije (slike 29 E i 30 E, 

levi pano). Isti efekti su uočeni i u striatumu ishemičnih pustinjskih miševa 

Slika 27. Broj mikroglijalnih ćelija po jedinici površine u hipokampusu 
pustinjskog miša. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± standardna 
greška (n=4-5 životinja po grupi). *p<0,05 i ***p<0,001 u poreñenju sa 
kontrolnom grupom; ♦♦♦p<0,001 u poreñenju sa EMP grupom; �p<0,05 u 
poreñenju sa ishemičnom grupom (jednofaktorijalna analiza varijanse praćena 
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izloženih EMP 7. dana (slike 29 F i 30 F, levi pano) i 14. dana nakon reperfuzije 

(slike 29 G i 30 G, levi pano). 

U kori velikog mozga kontrolne grupe (slike 29 A i 30 A, desni pano), 

kao i EMP grupe analizirane neposredno (slike 29 B i 30 B, desni pano) i 7 dana 

nakon prestanka izlaganja (slike 29 C i 30 C, desni pano), tkivo je homogeno sa 

morfološki očuvanim neuronima. Nakon 10-min ishemije uočljive su promene u 

kori velikog mozga - parenhim je oštećen, sa dosta šupljina  usled propadanja 

ćelija, a neuroni su smežurani i trouglasti i to kako 7.  dana (slike 29 D i 30 D, 

desni pano) tako i 14. dana nakon reperfuzije (slike 29 E i 30 E, desni pano). Isti 

efekti su uočeni i u kori velikog mozga ishemičnih pustinjskih miševa izloženih 

EMP 7. dana (slike 29 F i 30 F, desni pano) i 14. dana nakon reperfuzije (slike 29 

G i 30 G, desni pano).  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Slika 29. Hematoksilin/eozin bojenje striatuma (levi pano) i kore velikog mozga (desni 
pano) pustinjskog miša. Kontrolna grupa (A); EMP grupa neposredno (B) i 7 dana nakon 
prestanka izlaganja (C); Ishemična grupa 7. dana (D) i 14. dana nakon reperfuzije (E); 
Ishemija + EMP grupa neposredno (7. dan nakon reperfuzije, F) i 7 dana nakon prestanka 
izlaganja (14. dan nakon reperfuzije, G). 
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Analiza volumena striatuma (slika 28., tabela 6.) pokazuje da ne postoje 

statistički značajne razlike izmeñu eksperimentalnih grupa. Vrednosti 

izmerenog volumena su bile u opsegu 18,97-21,95 mm3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 30. NeuroTrace/Dil/DAPI bojenje striatuma (levi pano) i kore velikog mozga 
(desni pano) pustinjskog miša. Kontrolna grupa (A); EMP grupa neposredno (B) i 7 
dana nakon prestanka izlaganja (C); Ishemična grupa 7. dana (D) i 14. dana nakon 
reperfuzije (E); Ishemija + EMP grupa neposredno (7. dan nakon reperfuzije, F) i 7 
dana nakon prestanka izlaganja (14. dan nakon reperfuzije, G). Zeleno - NeuroTrace 
obeleženi neuroni; crveno - Dil obeležene membrane; plavo - DAPI obeležena jedra. 

Slika 28. Volumen striatuma je predstavljen kao srednja vrednost ± standardna 
greška (n=4-5 životinja po grupi). 



 

 

Rezultati 

 

73 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

4.2.2.1. Efekat EMP na neurone u striatumu i kori velikog mozga pustinjskih 

miševa sa eksperimentalno izazvanom globalnom moždanom ishemijom - FJ 

obeleženi neuroni 

 

Obeležavanje oštećenih neurona FJ nam je omogućilo bolji uvid u stepen 

oštećenja ove dve strukture za koje se zna da su posle hipokampusa 

najosetljivije na ishemijsku povredu. Jako mali broj pustinjskih miševa kod 

kojih je konstatovana jasna degeneracija u hipokampalnom nivou ima uočljive 

FJ obeležene neurone u striatumu (slika 31., levi pano) i kori velikog mozga 

(slika 31., desni pano). I kada su FJ pozitivni, nalaze se u temporalnim 

regionima kore velikog mozga i dorzolateralnom striatumu. Usled nejednakog 

obrasca ispoljavanja nije bilo moguće kvantifikovati ove promene. Na osnovu 

fotomikrografija (slika 31.) možemo samo da konstatujemo postojanje oštećenih 

neurona u ove dve strukture kod ishemičnih pustinjskih miševa, kao i 

ishemičnih pustinjskih miševa izloženih EMP. 

 

      A      B 
Kontrola 18,39±0,44 4,49±0,44 

7. dan A B 
EMP 19,75±0,21 3,31±0,22 
Ishemija 20,48±0,55 3,23±0,20 
Ishemija+EMP 19,14±0,44 3,47±0,22 

14. dan   
EMP 18,71±0,46 5,21±0,29 
Ishemija 19,38±0,49 4,90±0,13 
Ishemija+EMP 18,30±0,19 2,69±0,15 

Tabela 6. Volumen regiona striatuma (mm3) predstavljen kao srednja 
vrednost ± srednja greška (n=4-5 životinja po grupi). A - volumen kaudatus-
putamena, B - volumen nukleus akumbensa i lateralnog globus palidusa. 
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Slika 31. FJ bojenje striatuma (levi pano) i kore velikog mozga (desni pano) pustinjskog 
miša. Kontrolna grupa (A); EMP grupa neposredno (B) i 7 dana nakon prestanka izlaganja 
(C); Ishemična grupa 7. dana (D) i 14. dana nakon reperfuzije (E); Ishemija + EMP grupa 
neposredno (7. dan nakon reperfuzije, F) i 7 dana nakon prestanka izlaganja (14. dan 
nakon reperfuzije, G). Zeleno - FJ pozitivne ćelije; plavo - DAPI obeležena jedra. 
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4.3. Efekti EMP (0,5 mT, 50 Hz) na parametre oksidativnog stresa pustinjskih 

miševa sa eksperimentalno izazvanom globalnom moždanom ishemijom  

 

Početnom statističkom analizom ustanovljeno je da ne postoje razlike u 

vrednostima parametara oksidativnog stresa intaktnih, sham-operisanih i 

sham-izloženih pustinjskih miševa u okviru svakog merenja, tj. 7. i 14. dana od 

početka eksperimentalne procedure (rezultati nisu prikazani). Svi ovi podaci 

su akumulirani i izraženi kao jedna kontrolna vrednost.  

Nakon jednofaktorijalne analize varijanse, dobijeni rezultati su pokazali 

da izlaganje EMP statistički značajno utiče na produkciju NO i O2-, aktivnost 

SOD i ILP u mozgu (kora velikog mozga, striatum, hipokampus) pustinjskih 

miševa podvrgnutih 10-min moždanoj ishemiji (tabela 7.). 

  

Tabela. 7. Jednofaktorijalna analiza varijanse 

 

 

 

 

df – stepeni slobode; ηp2 – parcijalni eta-kvadrat 

  

Primenjeno EMP takoñe statistički značajno povećava produkciju 

slobodnoradikalskih vrsta u svim ispitivanim strukturama mozga 7. dana 

(neposredni efekat EMP) i to u značajno većoj meri nego ishemija (slike 32., 34., 

35., tabela 8.). Za razliku od ishemije, 7-dnevno izlaganje EMP značajno 

povećava aktivnost SOD (slika 33., tabela 8.). Kod ovih životinja, 7 dana nakon 

završetka izlaganja (odloženi efekat EMP) izmerene vrednosti parametara 

oksidativnog stresa su na nivou kontrolnih (slike 32-35, tabela 8.).  

  Kora prednjeg mozga  Striatum  Hipokampus 

 df F p ηp
2  F p ηp

2  F p ηp
2 

NO 6 128.45 <0.001 0.95  37.38 <0.001 0.85  53.58 <0.001 0.89 

O2
- 6 63.61 <0.001 0.91  24.00 <0.001 0.79  20.75 <0.001 0.76 

SOD 6 50.80 <0.001 0.87  44.56 <0.001 0.87  30.05 <0.001 0.82 

ILP 6 20.50 <0.001 0.76  24.49 <0.001 0.79  27.17 <0.001 0.81 
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Rezultati istraživanja pokazuju da ishemija dovodi do statistički 

značajnog povećanja oksidativnog stresa u svim ispitivanim strukturama 

mozga što se ogleda u povećanim vrednostima O2-, NO, i ILP (slike 32., 34., 35.) 

i to kako 7. tako i 14. dana nakon reperfuzije (tabele 8. i 9.). Aktivnost SOD kod 

ovih životinja (slika 33.) je bila na kontrolnom nivou (tabele 8. i 9.). 

Ishemični pustinjski miševi izloženi EMP  imaju takoñe statistički 

značajno povećane vrednosti merenih parametara 7. dana nakon reperfuzije 

(neposredni efekat EMP), ali u znatno manjoj meri nego jedinke ishemične 

grupe ili grupe izložene EMP. 14. dana nakon reperfuzije parametri 

oksidativnog stresa u mozgu ishemičnih pustinjskih miševa izloženih EMP su 

na nivou kontrolnih (slike 32-35 , tabela 8.).  

Produkcija O2- je bila povećana  7. dana nakon ishemije u svim testiranim 

moždanim strukturama u približno istoj meri dok je tretman EMP doprineo 

najvećoj produkciji ovog radikala u kori prednjeg mozga dok su striatum i 

hipokampus pokazali približno istu osetljivost (slika 32., tabela 8.). 

Aktivnost SOD je bila u istoj meri značajno povećana u svim ispitivanim 

strukturama 7. dana u grupi životinja izloženih EMP kao i grupi ishemičnih 

pustinjskih miševa izloženih EMP (slika 33., tabela 8.). 

Produkcija NO kod ishemičnih pustinjskih miševa je bila povećana u 

nešto višoj meri u kori prednjeg mozga i hipokampusu nego u striatumu (7. i 

14. dana), a u grupi životinja izloženih EMP u najvećoj meri u kori prednjeg 

mozga, potom hipokampusu i na kraju striatumu (7. dana) (slika 34., tabela 8.). 

ILP je 7. dana povećan kod ishemičnih i miševa izloženih EMP u svim 

strukturama u približno istoj meri (slika 35., tabela 8.). 
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Slika 32. Neposredan (7. dan) i odloženi (14. dan) efekat kontinuiranog 7-
dnevnog izlaganja EMP (0,5 mT, 50 Hz) na produkciju O2- pustinjskih miševa 
podvrgnutih 10-min globalnoj moždanoj ishemiji. Rezultati su predstavljeni 
kao srednja vrednost ± standardna greška (n=6-8 životinja po grupi). **p<0,01 i 
***p<0,001 predstavljaju značajne razlike u poreñenju sa EMP grupom; 
♦p<0,05, ♦♦p<0,01 i ♦♦♦p<0,001  predstavljaju značajne razlike u poreñenju 
sa ishemičnom grupom (jednofaktorijalna analiza varijanse praćena LSD 
testom). 
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Slika 33. Neposredan (7. dan) i odloženi (14. dan) efekat kontinuiranog 7-
dnevnog izlaganja EMP (0,5 mT, 50 Hz) na produkciju SOD pustinjskih 
miševa podvrgnutih 10-min globalnoj moždanoj ishemiji. Rezultati su 
predstavljeni kao srednja vrednost ± standardna greška (n=6-8 životinja po 
grupi). ***p<0,001 predstavlja značajne razlike u poreñenju sa EMP grupom; 
♦♦♦p<0,001 predstavlja značajne razlike u poreñenju sa ishemičnom 
grupom (jednofaktorijalna analiza varijanse praćena LSD testom). 
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Slika 34.  Neposredan (7. dan) i odloženi (14. dan) efekat kontinuiranog 7-
dnevnog izlaganja EMP (0,5 mT, 50 Hz) na produkciju NO  pustinjskih 
miševa podvrgnutih 10-min globalnoj moždanoj ishemiji. Rezultati su 
predstavljeni kao srednja vrednost ± standardna greška (n=6-8 životinja 
po grupi). **p<0,01 i ***p<0,001 predstavljaju značajne razlike u poreñenju 
sa EMP grupom; ♦p<0,05 i ♦♦♦p<0,001 predstavljaju značajne razlike u 
poreñenju sa ishemičnom grupom (jednofaktorijalna analiza varijanse 
praćena LSD testom). 
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Slika 35.  Neposredan (7. dan) i odloženi (14. dan) efekat kontinuiranog 
7-dnevnog izlaganja EMP (0,5 mT, 50 Hz) na ILP pustinjskih miševa 
podvrgnutih 10-min globalnoj moždanoj ishemiji. Rezultati su 
predstavljeni kao srednja vrednost ± standardna greška (n=6-8 životinja 
po grupi). *p<0,05, **p<0,01 i  ***p<0,001 predstavljaju značajne razlike u 
poreñenju sa EMP grupom;♦p<0,05 i ♦♦p<0,01 i predstavljaju značajne 
razlike u poreñenju sa ishemičnom grupom (jednofaktorijalna analiza 
varijanse praćena LSD testom). 
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  Cx S Hipp 
 EMP 

7. vs 14. dan 
*** *** *** 

NO Ishemija    

 Ishemija + EMP *** * ** 

 EMP 
7. vs 14.dan 

*** *** *** 

O2
- Ishemija  *** ** 

 Ishemija + EMP *** *** *** 

 EMP 
7. vs 14. dan 

*** *** *** 

SOD Ishemija * * * 

 Ishemija + EMP *** *** *** 

 EMP 
7.vs 14.dan 

*** *** *** 

ILP Ishemija    

 Ishemija + EMP    

  7. dana  14. dana 
  Cx S Hipp  Cx S Hipp 
                          EMP *** *** ***     

NO Kontrola  vs.    Ishemija *** *** ***  *** *** *** 

                          Ishemija + EMP *** * ***  *   

                          EMP *** *** ***     

O2
- Kontrola  vs.    Ishemija *** *** ***  *** *** *** 

                          Ishemija + EMP *** *** ***     

                          EMP *** *** ***     

SOD Kontrola  vs.    Ishemija        

                          Ishemija + EMP *** *** ***  *  * 

                          ELF-MF *** *** ***     

ILP Kontrola  vs.    Ishemia *** ** ***  ** * * 

                          Ishemia + ELF-MF        

 
 
A) 

B) 

Tabela 8. A) Značajne razlike u vrednostima parametara oksidativnog stresa izmerenih 7. 
u odnosu na 14. dan od početka eksperimentalne procedure. B) Značajne razlike u 
parametrima oksidativnog stresa u odnosu na kontrolnu grupu.Cx – kora prednjeg 
mozga; S – striatum; Hipp – hipokampus.  *p<0.05, **p<0.01 i ***p<0.001 
(jednofaktorijalna analiza varijanse praćena LSD testom). 
 



 

 

Diskusija 

 

82 
 

 

5. DISKUSIJA 

 

Ishemijsko oštećenje je povezano sa brojnim morfološkim i biohemijskim 

promenama u mozgu (Doyle i sar., 2008), kao i funkcionalnim promenama koje 

su uočene u studijama u kojima se prati ponašanje (Block, 1999). Na nivou 

ponašanja, postishemijsko oštećenje je praćeno motornom hiperaktivnošću koja 

je najizraženija prvog dana nakon ishemije, a potom postepeno opada do 5-7 

dana nakon ishemičnog oštećenja (Kuroiwa i sar., 1991; Block i Schwarz 1996; 

Araki i sar., 2001; Yamamoto i sar., 2001; Janać i sar., 2006). 

Postoji nekoliko manje ili više efikasnih strategija za prevazilaženje  

posledica moždane ishemije (Doyle i sar., 2008; Corbett i Nurse 1998; Dekanski  

i sar., 2011; Selaković i sar., 2010). Pa ipak, ne treba zaboraviti uticaj i sredinskih 

faktora na krajnji ishod ovog neuropatološkog stanja. Jedan od njih su svakako 

ENF magnetna polja (<300 Hz), poreklom od električnih ureñaja i vodova, 

imajući u vidu njihovo sveprisustvo u životnoj sredini. Već je pokazano da ENF 

magnetna polja modulišu različite korake u sinaptičkoj transmisiji u mozgu, 

uključujući one koji leže u osnovi postishemijskog oštećenja, kao i motornog 

ponašanja organizama u fiziološkim i patofiziološkim stanjima (Grant i sar., 

1994; Lai i Carino 1999; Sieroń i sar., 2001; Zhao i sar., 2003; Grassi i sar., 2004; 

Kinoshameg i Persinger 2004; Lee i sar., 2004; Shupak i sar.,2004; Janać i sar., 

2005; Manikonda i sar., 2007; Shin i sar., 2007; Balassa i sar., 2009; Janać i sar., 

2009; Nikolić i sar., 2010;). 

Istraživanja koja se odnose na moguća mesta i načine delovanja EMP  na 

CNS se intezivno sprovode. Za sada su ti rezultati često kontradiktorni što se 

tiče struktura CNS na koje EMP imaju najveći uticaj, kao i načina na koji mogu 

da se objasne eventualno nastale promene u strukturi i ponašanju (Ossenkopp i 

Ossenkopp, 1983; Lai i sar., 1998.).  
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Izlaganje ćelija ENF magnetnim poljima dovodi do promena u biosintezi 

proteina usled prenosa informacije kroz ćelijsku membranu putem enzimske 

kaskade (Goodman i sar., 1983; Philips i sar., 1992). Pokazano je da EMP 

stimulišu transkripciju, ali delujući ne direktno na ćelijske komponente već 

indirektno putem indukovanog električnog polja. Pošto EMP prolaze 

nesmetano kroz membranu, membranski procesi nisu neophodni da bi signal 

stigao do DNK u jedru i stimulisao sintezu kao odgovor na stres (Goodman i 

sar., 1993). 

Dejstvo EMP se može posmatrati i ispitivati od molekulskog nivoa, 

preko ćelija i organa do čitavog organizma. Iako nesmetano prolazi kroz 

membranu, svoje dejstvo na organizam EMP može da ostvari delujući na 

ćelijske membrane zbog njihove specifične grañe, a posebno membrane 

ekscitabilnih ćelija kao što su nervne, srčane i mišićne (Wolke i sar., 1998; 

Stuchly i Dawson, 2000). Ekscitabilne ćelije se karakterišu i konduktivnošću, tj. 

provoñenjem naelektrisanja a kako je dobro poznata činjenica da su električno i 

magnetno polje tesno povezani, jasno je da dolazi do interakcije EMP i 

membrane. Na+, K+ i Ca2+ kanali su mesta u membranama koja omogućavaju 

razmenu naelektrisanja usled čega dolazi do niza promena u ćelijama, a mogu 

se odnositi na transmisiju, sintezu proteina i njihovih produkata. Takoñe i 

interćelijska sredina sadrži različite jone koji se u fiziološkim uslovima nalaze u 

stanju ravnoteže i oni mogu biti mesta na koja deluju EMP. Pošto je iz literature 

poznato da EMP primarno utiču na fluks jona Ca2+ (Liburdy i sar., 1993; 

Karabakhtsian i sar., 1994; Barbier i sar., 1996; Huang i sar., 2000), možemo 

pretpostaviti da su uočene promene u ispitivanim regijama mozga i motornom 

ponašanju indirektna posledica uticaja EMP na ove jone. Dakle, ispitivanjem 

fluksa Ca2+ bi se dobili značajni podaci koji bi išli u prilog ili nasuprot ove 

hipoteze. 
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5.1. Uticaj EMP (0,5 mT, 50 Hz) na motorno ponašanje pustinjskih miševa sa 

eksperimentalno izazvanom globalnom moždanom ishemijom  

 

Studije u kojima se prati ponašanje su veoma korisne za detektovanje 

funkcionalnih promena. Ove studije su važne i za procenu ishemijskog 

oštećenja i neuroprotekcije, zbog toga što globalna moždana ishemija dovodi do 

promena u motornoj aktivnosti, učenju i pamćenju. Testovi koji su najčešće u 

upotrebi su test otvorenog polja - „open field” (motorna aktivnost), radijalni i 

vodeni lavirint (učenje i pamćenje). U našim istraživanjima je korišćen “open 

field” test, koji se pokazao kao vrlo pogodan za procenu efekata različitih 

farmakoloških supstanci, eksperimentalnih postavki i sredinskih faktora na 

motornu aktivnost.  

EMP menja ponašanje, uglavom povećanjem lokomotorne i 

eksploratorne aktivnosti (Smith i Justesen, 1977; Ossenkopp i Ossenkopp, 1983; 

Rudolf i sar., 1985). Meñutim, neki naučnici su koristeći magnetna polja 

različitih kartakteristika (50 Hz, 46 mT) uočili smanjenje iritabilnosti i 

uspešnosti izvršenja zadataka u testovima učenja i pamćenja (Trzeciak i sar., 

1993). Izlaganje EMP (40 Hz, 10 mT) redukuje lokomotornu aktivnost i 

poboljšava prostornu orijentaciju u vodenom lavirintu kod pacova (Mrowiec i 

sar., 1994). Takoñe, u studijama sa 50 Hz EMP, ako je primenjeno na početku 

svetlog perioda, povećava češkanje, lokomociju i defekaciju u odreñenoj meri, 

dok tokom tamne faze nije bilo nikakvih promena kod pacova (Rudolph i sar., 

1985). 

Za procenu dejstva EMP na motorno ponašanje ishemičnih životinja 

praćeni su lokomocija, stereotipija, rotacije i vreme mirovanja, parametri za koje 

je poznato da su promenjeni kod životinja sa moždanom ishemijom i za koje 

možemo reći da su sigurni pokazatelji tj.markeri ovog stanja. Svi ovi parametri 
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se ponašaju isto u smislu povećanja vrednosti kod ishemičnih životinja osim 

vremena mirovanja koje se smanjuje. 

Do sada nisu rañena istraživanja efekta EMP na eksperimentalnom 

modelu moždane ishemije, niti sa eksperimentalnim dizajnom kao što je naš. 

Ima literaturnih podataka uglavnom na modelu fokalne ali ne i globalne 

moždane ishemije (Robertson i sar., 2007), a efekti neposrednog i odloženog 

efekta EMP do sada nisu paralelno izucavani. 

Najznačajniji rezultat naših istraživanja je da primenjeno EMP (0,5 mT, 

50 Hz) redukuje motornu hiperaktivnost pustinjskih miševa koji su bili 

podvrgnuti 10-min globalnoj moždanoj ishemiji. Njihova motorna aktivnost je 

bila na kontrolnom nivou već drugog dana nakon reperfuzije (neposredan 

efekat EMP). Na tom nivou je ostala do kraja izlaganja EMP, kao i sedam dana 

nakon završetka izlaganja (odloženi efekat EMP). 

Naši rezultati su pokazali da 10-min globalna moždana ishemija dovodi 

do značajnog povećanja motorne aktivnosti (lokomocija, stereotipija i rotacije) i 

samim tim smanjenja vremena mirovanja sve do 4. dana nakon reperfuzije. 

Moždana ishemija izaziva mnoge morfo-funkcionalne promene u mozgu, a 

najosetljivije strukture na ovu vrstu povrede su hipokampus, striatum i kora 

velikog mozga, koji su izmeñu ostalog uključeni i u kontrolu motornog 

ponašanja (Bast i Feldon, 2003; Groenewegen, 2003; van der Knaap i Valk, 2005). 

Poznato je da patofiziologiju moždane ishemije karakteriše inicijalna 

ekscitotoksičnost izazvana influksom Ca2+, praćena poremećenom sinaptičkom 

transmisijom i povećanom motornom aktivnošću. Naši rezultati su u skladu sa 

već objavljenim rezultatima koji na to ukazuju (Kuroiwa i sar., 1991; Block i 

Schwarz 1996; Araki  i sar., 2001; Yamamoto i sar., 2001; Janać i sar., 2006) i 

mogu se povezati sa promenama u sinaptičkoj transmisiji izazvanim 

moždanom ishemijom u gore navedenim moždanim strukturama. Sa druge 

strane, redukovan intezitet i trajanje motorne hiperaktivnosti kod ishemičnih 
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pustinjskih miševa izloženih EMP bi mogli biti posledica modulacije procesa 

koji se nalaze u osnovi postishemičnog funkcionalnog oštećenja i/ili motorne 

kontrole pod uticajem EMP.  

Manikoda i sar. (2007.) su pokazali da EMP (50 Hz, 50 i 100 µT) povećava 

nivo unutarćelijskog Ca2+, što posledično povećava aktivnost Ca2+ zavisnih 

protein kinaza C, cAMP zavisne protein kinaze i kalcineurina, kao i smanjuje 

aktivnost glutamatnih NMDA receptora u hipokampusu pacova. Takoñe, 

povećan nivo Ca2+ stimuliše aktivnost Ca2+/kalmodulin (CaM) zavisne kinaze. 

CaM je Ca2+ vezujući protein koji aktivira Ca2+/CaM zavisnu kinaznu 

signalizaciju u nervnim ćelijama. Ca2+ uzrokuje konformacione promene u CaM 

vezujući se za 4 mesta što je neophodno za interakciju i aktivaciju Ca2+/CaM 

zavisne kinaze. Postoji nekoliko tipova CaM kinaza i u zavisnosti od toga koja 

je više aktivirana zavise i efekti. Poznato je da inhibicija CaM kinaze redukuje 

volumen lezija u prolaznoj i trajnoj fokalnoj ishemiji (Kuroda i sar., 1997; Takagi 

i sar., 2001). CaM kinazaII je uključena u mnoge neuronalne funkcije kao što je 

sinteza i oslobañanje neurotransmitera, modulacija neuroreceptora i jonskih 

kanala, ekspresija gena i izrastanje neurita. CaM kinazaIV fosforiliše 

transkripcione faktore, uključujući CREB („cAMP responsive element binding 

protein“) namećući dalju regulatornu ulogu kroz fosforilaciju CREB vezujućeg 

proteina (CBP). CREB je povezan sa neuroprotekcijom u eksperimentalnim 

modelima moždanog udara (Walton i sar., 1996; Hu i sar., 1999). Takoñe, 

Ca2+/CaM zavisna defosforilacija posredstvom kalcineurina ograničava 

sinaptičku transmisiju (Manikonda i sar., 2007). Kalcineurin je jedina protein 

fosfataza koja je aktivirana Ca2+/CaM u CNS, igrajući kritičnu ulogu u indukciji 

dugotrajne depresije zavisne od NMDA receptora i obezbeñujući link izmeñu 

regulacije Ca2+, sinaptičke plastičnosti i ćelijskog preživljavanja. DARP32 

(dopamin-cAMP regulisani fosfoprotein), koji inhibira protein fosfatazu 1 

uključenu u inaktivaciju NMDA receptora, je takoñe defosforilisan 
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kalcineurinom. To obezbeñuje dodatni regulatorni mehanizam kontrole cAMP 

zavisne protein kinaze i funkcije NMDA receptora. Takoñe, Wierasko (2004) je 

našao da izlaganje preseka hipokampusa pulsirajućem magnetnom polju 

povećava neuronsku ekscitabilnost na Ca2+ zavisan način, što se može odraziti 

na promene u sinaptičkoj transmisiji. 

EMP različitih karakteristika utiču i na sinaptičku transmisiju dopamina, 

serotonina, glutamata i acetilholina (Lai i Carino 1999; Sieroń i sar., 2001; Shin i 

sar., 2007; Janać i sar., 2009; Manikonda i sar., 2007), neurotransmitera 

odgovornih za regulaciju motornog ponašanja. Na osnovu dobijenih rezultata 

možemo pretpostaviti da je uočeno smanjenje motorne hiperaktivnosti izazvane 

ishemijom kod pustinjskih miševa izloženih EMP posledica direktne i/ili 

indirektne modulacije sinaptičke transmisije u bazalnim ganglijama. Jedna 

mogućnost je da dolazi do favorizovanja sinaptičke transmisije posredstvom 

GABAergičkih neurona indirektnog puta u bazalnim ganglijama (slika 36). 

Aktivacija ovog puta posredstvom glutamatergičkih neurona poreklom iz 

frontalnog korteksa inhibira talamus, što ima za posledicu smanjenje motorne 

aktivnosti. Druga mogućnost je da primarno dolazi do modulacije aktivnosti 

glutamatergičkih neurona kore velikog mozga koji se projektuju na bazalne 

ganglije (slika 36). Ovi rezultati su u skladu sa ranijim nalazima o specifičnim 

efektima akutnog izalaganja EMP (0,5 mT, 50 Hz, 7 dana) u mozgu pacova 

(Janać, 2007; Janać i sar., 2009). Pokazano je da primenjeno EMP uzrokuje 

promene samo u kori velikog mozga, modulišući aktivnost serotonergičkih 

5HT2A receptora i sadržaj cAMP. 

Uočeni efekti EMP na lokomociju ili kretanje i stereotipiju mogu se 

dovesti u vezu sa izmenjenom sinaptičkom transmisijom (prvenstveno 

dopaminergičkom) u nukleus akumbensu i striatumu, regionima bazalnih 

ganglija odgovornim za njihovu kontrolu (Moroz i sar., 1992; Hepp-Reymond i 

sar., 1997; Aldridge i sar., 2004). Uticaj EMP (0,5 mT, 50 Hz) na lokomociju i 
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stereotipiju, kao i dopaminergičku transmisiju je već pokazan u eksperimentima 

sa amfetaminom (Janać i sar., 2005). U prilog ovom su i rezultati Yamamoto i 

sar. (2001) koji su predložili da inhibicija hiperaktivnosti izazvane ishemijom 

može biti postignuta kompletnom blokadom dopaminskih receptora 

neposredno nakon ishemije. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mnogi autori ukazuju na vezu izmeñu ishemijskog oštećenja i opioidne 

transmisije u mozgu, gde karakteristike ove interakcije zavise od vrste 

opioidnog peptida i tipa njegovog receptora (Tang, 1985; Birch i sar., 1991; 

Graham i sar., 1993; Héron i sar., 1996). Poznato je da se pojačano 

postishemijsko oštećenje i snažno oslobañanje dopamina mogu javiti kao 

Slika 36. Mogući putevi za ostvarivanje depresornog uticaja EMP na hipermotorno 
ponašanje pustinjskih miševa sa eksperimentalno izazvanom globalnom moždanom 
ishemijom. D1 i D2-dopaminski receptori; GABA-γ-aminobuterna kiselina; SP- 
supstanca P; STR-striatum; GPe-spoljašnji segment globus palidusa; GPi-SNr-izlazna jedra 
bazalnih ganglija (unutrašnji segment globus palidusa-substantia nigra pars reticulata; SNc-
supstantia nigra pars compacta; Op-opioidni receptori; STN-subtalamičko jedro;A2A-
adenozinski receptor 
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rezultat smanjenog nivoa dinorfina, a što je indukovano globalnom moždanom 

ishemijom (Héron i sar., 1996). Tretman antagonistom µ-opioid receptora ima 

neuroprotektivni efekat u modelu globalne moždane ishemije kod pacova 

(Graham i sar., 1993). Sa druge strane, pre- i postishemijska aplikacija 

specifičnog agoniste κ-opioidnog receptora štiti od letalnih efekata pustinjske 

miševe podvrgnute 7-min bilateralnoj okluziji i redukuje razvoj hiperaktivnosti 

(Tang, 1985; Birch i sar., 1991). Ovo je povezano sa inhibicijom glutamatne 

ekscitotoksičnosti i provodljivosti za Ca2+ koja je prouzrokovana stimulacijom 

κ-opioidnih receptora. (Ventura i sar., 1992; Terman i sar., 2000). Takoñe, 

ustanovljeno je da je neuroprotekcija na hipoksično/ishemični stres 

posredovana δ-opioidnim receptorima. Ushodna regulacija ekspresije ovih 

receptora i oslobañanje endogenih opioida može povećati neuronalnu tolerancu 

na hipoksiju/ishemiju (Feng i sar., 2009). Opioidi mogu modulisati električnu 

aktivnost i ekscitatornu transmisiju baziranu na promenama aktivnosti jonskih 

kanala i jonskih flukseva (Fujita i sar., 2006). Aktivacija δ-opioidnog receptora 

značajno smanjuje „curenje“ K+ u uslovima hipoksije, što je karakteristično i za 

ishemiju (Sung i sar., 2008) delimično kroz inhibiciju punjenja Ca2+. PKC-MEK-

ERK signalizacija može biti glavni put za protekcije posredovane δ-opioidnim 

receptorima. G protein aktivira PKC-ERK put i pojačava aktivnost Bcl-2 i 

suprimira oslobañanje citohroma c (Ma i sar., 2005). δ-opioidni receptor 

povećava aktivnost glavnih enzima antioksidativne zaštite, glutation 

peroksidaze i SOD, i smanjuje nivo malonaldehida i NO u kori velikog mozga 

izloženoj moždanoj ishemiji/reperfuziji (Feng i sar., 2009). 

Eksperimenti sa EMP različitih inteziteta i trajanja, su takoñe pokazali da 

ova polja per se utiču na opioidni sistem dovodeći do hiperalgezije i analgezije 

(antinociceptivni efekat) kod eksperimentalnih životinja (Shupak i sar., 2004; 

Dixon i Persinger, 2001; Ryczko i Persinger, 2002; Bao i sar., 2006; Jeong i sar., 

2006). Kada imamo na umu ove činjenice, moguće je da EMP imitira opioidne 
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transmitere ili ima uticaj na nivou opioidnih receptora i tako smanjuje 

hipermotornu aktivnost izazvanu ishemijom (slika 36). 

Takoñe, ne možemo zanemariti učešće EMP u procesima koji leže u 

osnovi ishemijskog oštećenja ćelija i smrti. Neki od njih bi mogli uključivati 

„heat shock“ proteine (Hsp) s obzirom na uticaj koji EMP imaju na njihovu 

ekspresiju (Robertson i sar., 2007). Poznato je da povećana ekspresija Hsp 

obezbeñuje zaštitu u uslovima moždane ishemije, povećavajući broj preživelih 

neurona i tolerancu neurona na ishemijsku povredu (Welsh i sar., 1992; Yang i 

sar., 1999; Giffard i Yenari, 2004). Hsp štite proteine i citoskelet od oštećenja 

kroz mehanizme asocirane izmeñu ostalog sa poremećajem u masnim 

kiselinama dugog lanca i kalmodulina u stresnim situacijama kao što je 

ishemično oštećenje (Kregel, 2002). Tako, moguće je da EMP povećavajući 

ekspresiju Hsp ima neuroprotektivni efekat kod pustinjskih miševa 

podvrgnutih globalnoj moždanoj ishemiji (Robertson i sar., 2007). 

Neuroprotektivna efikasnost EMP u fokalnoj moždanoj ishemiji na 

modelu zeca i pacova je već pokazana (Grant i sar., 1994; Zhao i sar., 2003) i naši 

rezultati su u skladu sa ovim nalazima. Pa ipak, zanimljiv rezultat na osnovu 

našeg istraživanja je potpuno drugačiji efekat EMP u fiziološkim i 

patofiziološkim uslovima. U ovom istraživanju primenjeno EMP (0,5 mT, 50 

Hz) koje samo po sebi indukuje porast spontane lokomotorne aktivnosti (Janać i 

sar., 2005, 2012), sprečava razvoj karakteristične hiperaktivnosti uzrokove 

ishemijom, pokazujući mogućnost doprinosa patološkom oštećenju ali i 

neuroprotekciji istovremeno. Naši prethodni rezultati su takoñe pokazali da 

EMP istih karakteristika smanjuje motornu hiperaktivnost izazvanu 

amfetaminom (1,5 mg/kg, i.p.) (Janać i sar., 2005). Svi ovi rezultati ukazuju na 

veoma kompleksnu prirodu EMP i navode na potrebu detaljnog istraživanja 

ovih efekata pod različitim okolnostima. 
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 U našim istraživanjima je pokazano da je EMP faktor koji može jako 

brzo da deluje na parametre motorne aktivnosti i da svoje statistički značajno 

dejstvo ostvaruje već 1. i 2. dana nakon reperfuzije i pokazuje dalji trend 

smanjenja hiperlokomocije u ostalim vremenskim tačkama. I 7. dana nakon 

završenog tretmana ishemične životinje koje su bile u EMP pokazuju motornu 

aktivnost na nivou kontrolnih životinja. 

Dobijene rezultate tj. činjenicu da EMP smanjuje motornu hiperaktivnost 

kod ishemičnih pustinjskih miševa možemo povezati sa mogućnošću njegovog 

delovanja na sve pomenute nervne puteve i receptore a koji su uključeni tj. 

pogoñeni ishemijskom povredom tako da ciljni neurotransmiteri preko kojih 

EMP može ostvariti svoje dejstvo mogu biti dopamin, serotonin, glutamat i 

acetilholin (Lai i Carino, 1999; Sieroń i sar., 2001; Shin i sar., 2007; Janać i sar., 

2009; Manikonda i sar., 2007). Takoñe, imajući u vidu značaj i sve puteve u koje 

je uključen Ca2+ kao i na osnovu poznatih rezultata o dejstvu EMP na  ovaj jon 

(Manikoda i sar., 2007), Ca2+  bi mogao biti jedan od ključnih molekula u ovom 

putu a što bi opet direktno i/ili indirektno modulisalo sinaptičku transmisiju u 

bazalnim ganglijama. Na taj način bi se favorizovala sinaptička transmisija 

posredstvom GABAergičkih neurona indirektnog puta u bazalnim ganglijama 

što bi posledično dovelo do smanjenjenja motorne aktivnosti kao što se desilo u 

našem slučaju kada je EMP smanjilo ishemijom izazvanu hiperaktivnost. 

Takoñe, primarno bi moglo da doñe do modulacije aktivnosti glutamatergičkih 

neurona kore velikog mozga koji se projektuju na bazalne ganglije. Takoñe, 

uočeni efekti EMP na lokomociju ili kretanje i stereotipiju mogu se dovesti u 

vezu sa izmenjenom sinaptičkom transmisijom (prvenstveno 

dopaminergičkom) u nukleus akumbensu i strijatumu. 
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5.2. Uticaj EMP (0,5 mT, 50 Hz) na morfološke karakteristike mozga 

pustinjskih miševa sa eksperimentalno izazvanom globalnom moždanom 

ishemijom  

 

 Rezultati histoloških istraživanja ukazuju da ishemični pustinjski miševi 

izloženi EMP (0,5 mT, 50 Hz, 7 dana) imaju značajno smanjenu volumensku 

gustinu oštećenih neurona, kao i povećan odgovor astrocita i mikroglijalnih 

ćelija u hipokampusu. 

 Globalna moždana ishemija onemogućava normalnu sintezu ATP i 

funkciju Na+/K+-ATPaze i dovodi do jonskog disbalansa, influksa vode i 

oticanja neurona (Murdoch i Hall, 1990). Ishemijska povreda je praćena 

inflamacijom čija posledica može biti edem mozga (Crack i Taylor, 2005). 

Odreñivanje volumena regiona mozga je koristan metod za procenu fizioloških 

i patoloških stanja kao što su starenje, razlike meñu polovima i Alchajmerova 

bolest (Sherrz i sar., 1996, von Bohlen i Halbach, 2002; Redwine i sar., 2003).  

U ovoj studiji, procena volumena hipokampusa, zajedno sa merenjem 

podregiona (CA1, CA2, CA3 i DG) odvojeno, omogućava posmatranje gore 

pomenutih fenomena. Vrednosti volumena kontrolnih životinja su u skladu sa 

vrednostima koje su dobili i drugi istraživači na miševima (Sherrz i sar., 1996, 

von Bohlen i Halbach, 2002). Odsustvo promene ovog parametra u bilo kojoj 

eksperimentalnoj grupi, čak i kad se preračuna na pojedinačne subregione 

dovodi do zaključka da 10-min ishemijsko oštećenje nije dovoljno, u 

vremenskim tačkama kada je vršeno ovo merenje, da naruši KMB kao ni da 

izazove masovnu infiltraciju limfocita i/ili stepen degenerišućih ćelija koji bi 

ovom stereološkom metodom bio merljiv. Takoñe, postoji mogućnost da 

infiltracija i degeneracija kompenzuju jedni druge tako da nema promene u 

volumenu. 
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Volumen striatuma je, takoñe, nepromenjen kod svih eksperimentalnih 

grupa i kreće se od 22,88 - 23,71 mm3 što je u okvirima volumena izmerenog 

kod 5 sojeva inbreed miševa (20-37 mm3) (Rosen i Williams, 2001). 

Neuronska ćelijska smrt se javlja kao krajnja tačka poremećenog 

metaboličkog stanja i gubitka energije nakon moždane ishemije (Murdoch i 

Hall, 1990; Chen i Swnson, 2003). Postoje dva utvrñena puta apoptoze - 

mitohondrijalni unutrašnji put i spoljašnji put posredovan receptorima (Elmore, 

2007). Unutrašnjim putem moždana ishemija dovodi do stvaranja propustljive 

tranzicione pore u unutrašnjoj mitohondrijalnoj membrani koja vodi ka 

razaranju spoljašnje mitohondrijalne membrane usled oslobañanja nekoliko 

apoptotskih faktora (kaspaze, endonukleaze, citohrom c, Kroemer i sar., 1998). 

Ovi dogañaji dovode do DNK fragmentacije. Put nezavisan od mitohondrija ili 

spoljašnji put apoptoze uključuje nekoliko familija receptora kao što su Fas. 

(Harukuni, 2006). Termin «odložena ćelijska smrt» (Kirino i sar., 1982, Corbet i 

Nurse, 1998) dobro opisuje vreme njenog pojavljivanja. Prvi znaci ćelijske smrti 

se javljaju nekoliko dana nakon ishemijskog oštećenja, dok progresija zavisi od 

trajanja i jačine ishemijskog dogañaja i poznata je kao fenomen sazrevanja 

(Martin i sar., 1998). Morfološki fenotip ekscitotoksične ćelijske smrti, koja se 

javlja nakon masivnog oslobañanja glutamata tokom ishemije postoji kao 

gradijent izmeñu dva osnovna oblika ćelijske smrti i bila je osnov novog 

koncepta apoptotično-nekrotičnog kontinuuma (Martin i sar., 1998). Naše 

generalno zapažanje, na osnovu NeuN-Dil-DAPI bojenja hipokampusa je 

selektivna osetljivost hipokampalnog CA1 regiona na ishemijsku povredu, što 

je u skladu sa prethodnim istraživanjima (Sugawara i sar., 1999), DG je takoñe 

oštećen ali u manjoj meri, potom sledi CA3 region i skoro neoštećen CA2 

region. Najveća gustina oštećenih neurona (bojenje FJ) je uočena u grupi 

ishemičnih pustinjskih miševa 14. dana nakon reperfuzije i bila je uspešno 

blokirana izlaganjem EMP 14. dana nakon reperfuzije. Gustina degenerišućih 
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neurona u grupi ishemičnih pustinjskih miševa izloženih EMP je ostala na 

nivou grupe ishemičnih pustinjskih miševa 7. dana nakon reperfuzije. 

FJ bojenje je jasno pokazalo selektivnu osetljivost moždanih struktura na 

ishemijsku povredu. Kod najvećeg broja životinja, nakon 10-min bilateralne 

okluzije, došlo je do jasno uočljive degeneracije u hipokampusu. Samo trećina 

životinja sa razvijenom ishemijom uočljivom u hipokampusu ima i oštećene 

neurone u striatumu i kori velikog mozga. FJ ćelije su uočljive u 

dorzolateralnim delovima striatuma (selektivna osetljivost u okviru strukture) i 

premotornom korteksu (insularnom korteksu i sekundarnom 

somatosenzornom korteksu) kore velikog mozga. 

 Neuroprotektivni efekat EMP je uočen i u drugim istraživanjima gde 

primenjeno EMP (različitog inteziteta i trajanja) pozitivno utiče na vijabilnost 

ćelija, povećava indeks proliferacije i čuva neurone od apoptoze in vitro (Oda i 

Koike, 2004; Di Loreto i sar, 2009; Pirozzoli i sar, 2003). Moguće je da kroz 

modifikaciju prometa glutamata u hipokampalnom tkivu (Wierazsko i sar., 

2005) ili kroz smanjeno vezivanje za NMDA receptore (Manikonda i sar., 2007), 

EMP smanjuje ekscitotoksičnost i pomera neurone iz apoptoza-nekroza 

kontinuuma ka apoptotskom putu. Ovo bi dalje smanjilo u najvećoj mogućoj 

meri degeneraciju, inflamaciju i/ili indukovalo ekspresiju Hsp za koje je 

pokazano da imaju neuroprotektivan efekat u moždanoj ishemiji na nivou 

proteina i citoskeleta (Robertson i sar., 2007). 

 Moždana ishemija utiče na aktivaciju i proliferaciju glijalnih ćelija (Kato i 

sar., 2003; Panickar i Norenberg, 2005). Jedan od glavnih uzroka njihove 

aktivacije je snažno i povećano oslobañanje Ca2+ tokom ishemije (slika 36.). 

Odgovor astrocita tokom ishemije može biti kritičan za preživljavanje neurona i 

ishod ishemije, imajući u vidu njihovu funkciju u preuzimanju glutamata, 

transportu vode, odstranjivanju viška K+ i održavanju stalne pH vrednosti 
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(Chen i Swanson, 2003). Astrociti regulišu metabolizam u mozgu i predstavljaju 

glavno skladište glikogena (Swanson i Choi,1993; Wender i sar., 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pored toga, astrociti sadrže više koncentracije glutationa (Wilson, 1997), 

glavnog antioksidanta u mozgu i pokazuju veću mogućnost uklanjanja ROS 

nego neuroni. Antioksidativni kapacitet i komunikacija izmeñu neurona i 

astrocita je važna u odbrani od ROS. Astroglioza je praćena hipertrofijom i 

proliferacijom astrocita kao odgovor na povredu mozga (Ridet i sar., 1997). 

Reaktivni astrociti povećavaju stepen ekspresije svojih strukturnih proteina kao 

što je GFAP koji su neophodni za normalnu funkciju fibroznih astrocita i 

astroglijalne ćelije migriraju u udaljeni povreñeni region i pridružuju se 

lokalnom skupu reaktivnih astrocita. Oni produkuju citokine uključujući TNF-

α, TNF-β, interleukine (IL-1, IL-6, IL-10), interferone (IFN-α, IFN-β) (Feuerstein 

i sar., 1998; Dong i Benveniste, 2001), ali takoñe oslobañaju i NGF, FGF i cilijarni 

neurotrofički faktor (Ridet i sar., 1997). Naši rezultati su potvrdili postojanje 

reaktivnih astrocita nakon ishemijskog oštećenja što se vidi kroz morfologiju 

hipertrofiranih astrocita i povećanu ekspresiju GFAP. Zanimljiv je rezultat da 

primenjeno EMP snažno povećava odgovor astrocita kod ishemičnih 

pustinjskih miševa, naročito 7. dana nakon reperfuzije (neposredan efekat 

Slika 37. Šematski prikaz Ca2+ talasa. ATP i IP3 učestvuju u propagaciji povećanog 
unutarćelijskog Ca2+, koji će uticati na razne signalne puteve uključujući PLA2 i PLC. 
ATP - adenozin trifosfat: IP3 - inozitol trifosfat; R - receptor; PLA2 - fosfolipaza A2; 
PLC - fosfolipaza C. Preuzeto iz Liu (2011). 
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EMP). Prethodno je pokazano da akutno i hronično izlaganje sinusoidalnom, 

statičkom i kombinovanom EMP od 1 mT nema uticaja na citoskelet, proteine 

stresa i proliferaciju astrocita u kulturi (Bodega i sar., 2005), što je u skadu sa 

našim rezultatima u EMP grupi. Stimulacija proliferacije astrocita uočena kod 

ishemičnih životinja izloženih EMP nas dovodi do zaključka da su efekti 

magnetnih polja kompleksni i mogu biti različiti u fiziološkim i patofiziološkim 

stanjima. U našem slučaju, moguće je da primenjeno EMP dodatno stimuliše 

već povećanu sintezu astrocitnih proteina kod ishemičnih pustinjskih miševa. 

Na taj način EMP doprinosi bržem i boljem prevazilaženju ishemijske povrede. 

 Mikroglijalne ćelije kao «senzori patoloških dogañaja u mozgu» 

(Kreutzberg, 1996) su aktivirane u ishemijskom oštećenju. Kao 

imunokompetentne ćelije, koje nastaju od monocita iz krvi, mikroglijalne ćelije 

deluju kao prva linija odbrane u mozgu. Još jedan od razloga zašto se mikroglija 

smatra imunoregulatornom ćelijom CNS je što produkuje imunoregulatorne 

citokine – IL-1, IL-5, IL-6, IL-10, TGF-β i TNF-α (Suzumura, 2002). Pošto 

mikroglija eksprimira receptore za većinu ovih citokina oni mogu funkcionisati 

kao autokrini regulatori. Čak i u stanju mirovanja mikroglijalne ćelije su u 

velikoj meri aktivne i kontinuirano vrše nadgledanje lokalnog mikrookruženja. 

U odgovoru na povredu mozga, mikroglijalne ćelije prolaze kroz promene u 

morfologiji, fenotipu i broju (Perry i Gordon, 1991). Mirujuće mikroglijalne 

ćelije imaju kompaktno ćelijsko telo sa granatim nastavcima, dok aktivirane 

imaju veliko telo sa kratkim, debelim nastavcima (Jinno i sar., 2007). U 

patološkim stanjima, kao što je moždana ishemija, mikroglijalne ćelije su 

spremne da fagocitiraju ćelijske ostatke nakon smrti ćelija. Takoñe, mrtvi ili 

neuroni koji su u fazi umiranja se uklanjaju makrofagima nastalim od 

ramifikovane mikroglije. Promene elektriciteta nastale kao posledica nervnog 

oštećenja i promena u okružujućem jonskom miljeu oštećenih ćelija pokreću 

molekule i signale koji aktiviraju mikrogliju. Biološki aktivne supstance kao što 
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su peptidi i hormoni, su druga kategorija aktivatora. Faktori rasta ili citokini 

mogu takoñe biti u stanju da aktiviraju mikroglijalne ćelije, kao i neki molekuli 

koje oslobañaju neuroni i/ili astrociti. Aktivirana mikroglija produkuje razne 

biološki aktivne supstance koje indukuju inflamaciju i ćelijsku smrt (ROS, NO, 

TNF-α, glutamat, histamin, eikozanoidi), ali takoñe i one koji regulišu 

regenerativne procese kao što su neurotrofički molekuli koji uključuju NGF, 

BDNF, NT3, TGF-β, IL-7, inhibitorni faktor leukemije (LIF), bFGF i IL-3 

(Nakajima i Kohsaka, 2001). U našim eksperimentima mikroglijalne ćelije su 

pokazale snažnu aktivaciju i ekspresiju kod ishemičnih pustinjskih miševa, 

naročito izloženih EMP. EMP per se nije indukovalo bilo kakve promene u 

odgovoru mikroglijalnih ćelija. Moguće je da EMP u izmenjenim stanjima, kao 

što je ishemijsko oštećenje pokazuje stimulatorni efekat na aktivaciju mikroglije 

usled promenjenog odgovora astrocita. 

Postoji komplikovana interkomunikacija izmeñu aktivacije mikroglije i 

astrocita (slika 37.). Aktivirana mikroglija olakšava aktivaciju astrocita; 

aktivirani astrociti povratno regulišu mikroglijalnu aktivnost i pokreću 

aktivaciju udaljene mikroglije. Ono što je veoma važno je da astrociti imaju 

dvostruku ulogu u CNS u inflamatornim bolestima, ne samo što imaju 

mogućnost da pojačaju imuni odgovor i ubrzaju oporavak, oni i ograničavaju 

inflamaciju u CNS i imaju neuroprotektivnu ulogu (inhibitoran efekat na 

aktiviranu mikrogliju). Postavlja se pitanje kako ova dva totalno suprotna 

efekta koegzistiraju. Stepen inflamacije je veoma važan i u uslovima kada je 

inflamatorni stimulus suviše jak astrociti nisu u mogućnosti da inhibiraju 

produkciju NO u mikrogliji (von Bernhardi i Ramirez, 2001). Trajanje stimulusa 

je takoñe relevantno za ishod astrocitnih efekata na modulaciju mikroglije. 
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Povećan broj astrocita i mikroglije kod ishemičnih životinja izloženih 

EMP, naročito 7. dana nakon reperfuzije, bi mogao biti neuroprotektivan. Ova 

moguća zaštita je najuočljivija 14. dana nakon reperfuzije kada nivo 

degenerišućih neurona ostaje na onom kao i 7 dana nakon reperfuzije. 

Zaustavljanje dalje progresije postishemijskog oštećenja 14. Dana nakon 

reperfuzije, u uslovima izlaganja EMP, može ukazati na neuroprotektivnu 

ulogu astrocita (Li i sar., 2008) i mikroglije (Neuman i sar., 2006) u globalnoj 

moždanoj ishemiji. Tako, pozitivni efekti EMP bi mogli biti ostvareni kroz 

povećanu pokretljivost mikrovezikula u astrocitima (Golfert i sar., 2001), 

olakšavanje metaboličkih potreba oštećenih neurona ili povećanu ekspresiju 

BDNF i IL-1β signalnih puteva uključenih u preživljavanje (Di Loreto i sar., 

2009). 

 Primenjeno EMP pokazuje sposobnost protekcije neurona u modelu 

globalne moždane ishemije kroz redukciju neuronalne smrti i aktivaciju 

astrocita i mikroglije. 

 

Slika 38. Šematski prikaz interkomunikacije izmeñu mikroglije i astrocita. ATP - 
adenozin trifosfat; IL-1 -  interleukin 1; IL-18 -  interleukin 18; PGD2 - 
prostaglandin D2; TGF-β - transformišući faktor rasta β; NO - azot oksid; ROS - 
reaktivne kiseonične vrste; TNF-α - faktor nekroze tumora α . Preuzeto iz Liu 
(2011). 
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5.3. Uticaj EMP (0,5 mT, 50 Hz) na parametre oksidativnog stresa u mozgu 

pustinjskih miševa sa eksperimentalno izazvanom globalnom moždanom 

ishemijom  

 

 Rezultati naših istraživanja koji se odnose na parametre oksidativnog 

stresa pokazali su da: a) EMP povećava oksidativni stres u kori prednjeg 

mozga, striatumu i hipokampusu neposredno nakon završetka izlaganja, a 

izmerene vrednosti se vraćaju na kontrolne nivoe 7 dana nakon završetka 

izlaganja; b) globalna moždana ishemija dovodi do povećane produkcije 

parametara oksidativnog stresa u svim ispitivanim strukturama i 7. i 14. dana 

nakon reperfuzije; c) ishemični pustinjski miševi izlagani EMP imaju takoñe 

povećane vrednosti parametara oksidativnog stresa, ali u znatno manjoj meri, 7. 

dana nakon reperfuzije, dok su 14. dana nakon reperfuzije vrednosti za 

izmerene parametre na nivou kontrolnih.   

Produkcija slobodnih radikala, naročito reaktivnih kiseoničnih vrsta je 

zajednička karakteristika svih ćelija sa aerobnim metabolizmom. U fiziološkim 

koncentracijama, reaktivne kiseonične i azotne vrste imaju ulogu sekundarnih 

glasnika i molekula uključenih u unutarćelijsku signalnu kaskadu i odbranu od 

infektivnih vrsta (Dröge, 2002). Nizak nivo slobodnih radikala se održava kroz 

ravnotežu prooksidativnog i antioksidativnog sistema. Kada produkcija 

slobodnih radikala prevazilazi mogućnost njihovog uklanjanja, oni mogu imati 

razarajuće efekte i aktivirati puteve ćelijske smrti uključujući izmenjenu 

funkciju i patološka stanja. Oksidativna oštećenja enzima dovode do promene 

njihove aktivnosti, a strukturna oštećenja proteina izazvana oksidativnim 

stresom stvaraju proteinske agregacije (Kregel i Zhang, 2007).   

Moždana ishemija i reperfuzija dovode do povećanja oksidativnog stresa 

tj. stvaranja slobodnih radikala (Nita i sar., 2001; Selaković i sar., 2010, 2011) što 

za posledicu ima razarajuće efekte (Lewen i sar., 2000; Chan, 2001). Mozak, 
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usled visokog sadržaja lipida i relativno malog sadržaja endogenih 

antioksidanata, je organ posebno osetljiv na prisustvo slobodnih radikala 

(Sugawara i Chan, 2003). Stepen u kom će se stvarati slobodni radikali može da 

ima odlučujuću ulogu na celokupne fiziološke funkcije važne za preživljavanje. 

U uslovima moždane ishemije dolazi do prevelike aktivacije NMDA receptora 

što za posledicu ima povećanu produkciju ROS i NO. ROS dovodi do 

peroksidacije lipidnih membrana pri čemu se stvaraju toksični aldehidi kao što 

su 4-hidroksinonenal (4-HNE) koji oštećuje razne jonske kanale, transportere i 

citoskeletne proteine. Moždana ishemija dovodi do aktivacije fosfolipaze A2 

(PLA2) koja oslobaña arahidonsku kiselinu iz membranskih fosfolipida a 

arahidonska kiselina je takoñe značajan izvor ROS (Katsuki i Okuda, 1995). I 

reoksigenacija tokom reperfuzije obezbeñuje supstrat za brojne enzimske 

reakcije oksidacije. Reperfuzija nakon ishemije dovodi do velike produkcije 

ROS u mitohondrijama koji troši endogene antioksidanate, a što dalje može 

dovesti do dramatičnog povećanja unutarćelijskog ROS.  

Efekti izlaganja EMP na slobodnoradikalske vrste su ispitivni poslednjih 

godina i baziraju se na istraživanjama biofizičkih mehanizama kojim bi ova 

polja mogla uticati na koncentraciju slobodnih radikala (npr radical pair 

mechanism), kao i bioloških i biohemijskih mehanizama koji leže u osnovi 

izmenjenog stepena stvaranja radikala u izloženim ćelijama i/ili njihove 

povećane interakcije sa DNK. U slučaju da žive organizme posmatramo na 

nivou fizičkih procesa na atomskom nivou, a ne na nivou hemijskih reakcija 

izmeñu biomolekula (Adey, 1997), EMP bi moglo da reguliše stepen i količinu 

produkata biohemijske reakcije najverovatnije kroz mehanizam slobodnih 

radikala (McLauchlan i Steiner, 1991), izmeñu ostalog direktno utičući na 

aktivnost enzima (Grissom, 1995). Priroda hemijskih veze je u osnovi magnetna 

pošto su formirane izmeñu susednih atoma kroz sparivanje elektrona suprotnih 

spinova i na taj način privučene magnetnim silama. Po hipotezi Landera (1997) 
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odreñene aminokiseline proteina na površini ćelija se mogu ponašati kao 

selektivne mete za kiseonične i azotne slobodnoradikalske vrste i na taj način 

EMP podešava redoks potencijal molekula ciljnog proteina i utiče na interakcije 

tog proteina sa antitelima i hormonima. 

EMP može aktivirati ćelije imunog sistema i slobodnoradikalske vrste 

(Frahm i sar., 2006, 2010; Lupke i sar., 2006). Zanimljivi su rezultati Di Loreto i 

sar. (2009) da EMP (50 Hz, 0,1 i 1 mT) samo blago povećavaju produkciju ROS i 

MDA (malondialdehid, parametar lipidne peroksidacije), ali značajno 

povećavaju ekspresiju BDNF i NGF u kulturi kortikalnih neurona. BDNF i NGF 

imaju ulogu u uklanjanju slobodnih radikala i zaštiti što ukazuje na mogućnost 

da EMP paralelno aktivira oksidanse i molekule sa osobinama antioksidanasa.  

Studije koje se bave ispitivanjima efekata EMP na nocicepciju (Thomas i 

sar., 1997; Kavaliers i sar., 1998; Jeong i sar., 2006; Martin i Persinger, 2004), su 

pokazale da je Ca2+ uključen u ove procese i da dovodi do aktivacije NOS, 

enzima koji generiše NO. Takoñe, u drugim eksperimentima, EMP (50 Hz, 100 

µT) povećava unutarćelijsku koncentraciju Ca2+, kroz influks vanćelijskog Ca2+ i 

oslobañanja iz unutarćelijskih rezervi. Takoñe EMP povećava provodljivost 

ćelijske membrane za Ca2+ (Huang i sar., 2000). U našim eksperimentima, EMP 

je povećalo produkciju NO u svim ispitivanim strukturama mozga pustinjskog 

miša neposredno nakon izlaganja. Yoshikawa i sar. (2000) su takoñe našli da 

EMP (60 Hz, 0,1 mT) može da pojača stvaranje NO a do sličnih rezultata su 

došli i Jelenković i sar. (2006) nakon izlaganja EMP (50 Hz, 0,5 mT) u toku 7 

dana. Coskun i sar. (2009)  su nakon izlaganja EMP (50 Hz, 1,5 mT, 4h/day,) 

uočili povećanu produkciju NO, koja nije bila statistički značajna.  

U našim eksperimentima, EMP je povećalo aktivnost SOD, jednog od 

glavnih enzima antioksidativne zaštite, a koji je dobar pokazatelj kapaciteta 

ćelije za uklanjanje superoksid radikala Ovi rezultati su u skladu sa nekim 

istraživanjima (Ciejka i sar.; Batcioglu i sar., 2002), ali takoñe postoje i suprotni 
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rezultati. Tako su Falone i sar. (2007) pokazali smanjenje Cu,ZnSOD u 

kortikalnim ćelijama pacova nakon izlaganja EMP (50 Hz, 0,1 mT, 10 dana) i 

pozitivnu modulaciju antioksidativne zaštite ka više redukovanom stanju. 

Dodatno, Zwirinska-Korczala (2004) su opisali smanjenje Cu,ZnSOD i MnSOD 

sadržaja nakon izlaganja ćelijskih kultura EMP (185-195 Hz, 120 mT, 24 h i 48 

h). Ovi različiti rezultati se mogu delimično objasniti različitim 

karakteristikama primenjenih polja, kao i različitim eksperimentalnim 

procedurama.  

U većini istraživanja (bez obzira na trajanje i intezitet), kao i u našoj 

studiji, primenjeno polje povećava lipidnu peroksidaciju (Ciejka i sar., 2011; 

Jelenković i sar., 2006; Romodanova i sar., 1990; Bediz i sar., 2008), osim 

rezultata Coskun i sar. (2009) gde je kontinuirano i intermitentno MP (50 Hz, 1,5 

mT, 4 h/dan, 4 dana) smanjilo lipidnu peroksidaciju u mozgu, ali je povećalo u 

plazmi i jetri. Meñutim, primenjeno polje na modelu moždane ishemije 

pokazuje kapacitet da smanji ILP u toku izlaganja (7.dana) sa daljom 

redukcijom i smanjenjem na kontrolne vrednosti 14. dana tj. 7 dana nakon 

prestanka izlaganja. Na ovaj način EMP može da smanji štetne efekte moždane 

ishemije na membrane i redukuje dalju produkciju reaktivnih kiseoničnih i 

azotnih vrsta. Jedno od mogućih objašnjenja je da kroz povećanje produkcije 

NO, a koje naši rezultati pokazuju, EMP redukuje ILP kod ishemičnih 

pustinjskih miševa, pošto se zna da NO može direktno da inhibira lipidnu 

peroksidaciju reagujući sa intermedijernim molekulima kao što su alkoksil i 

peroksil radikali. Na taj način NO završava dalju propagaciju ove reakcije 

(Nicolescu i sar., 2002; Niziolek i sar., 2003). 

Ne postoji uniformnost odgovora na primenjeno polje kao ni na ishemiju 

u smislu osetljivosti pojedinih stuktura kao i parametara oksidativnog stresa. 

Tako, recimo, što se tiče produkcije NO i O2- kod životinja izloženih EMP 7. 

dana najveći stepen promene je uočljiv u kori prednjeg mozga dok je promena 
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približno ista u hipokampusu i striatumu. Stepen promene lipidne 

peroksidacije i produkcije SOD je približno ujednačen u sve tri strukture u 

slučaju kada su životinje bile izložene EMP. Što se tiče odgovora praćenih 

parametara na moždanu ishemiju oni su ujednačeni u svim strukturama.  

Ono sto je siguran pokazatelj da EMP može da deluje kao antioksidans je 

što povećava produkciju SOD, jednog od enzima antioksidativne zaštite i na taj 

način sigurno i direktno i indirektno smanjuje količinu izuzetno reaktivnog O2-. 

Najznačajniji nalaz ove studije je da i pored toga što i EMP i ishemija 

zasebno povećavaju stepen oksidativnog stresa primenjeni istovremeno nemaju 

kumulativi efekat već dovode do smanjenja merenih parametara. Pošto se ne 

zna tačan vremenski profil očigledno zajedničkih puteva na koje deluju, teško je 

predpostaviti trenutak i mesto na kome se aktivira ili dominira put kojim se 

aktiviraju enzimi antioksidativne zaštite. Za to su potrebna dodatna i 

biohemijska i molekularna istraživanja pri čemu treba uzeti u obzir sveukupnu 

interakciju svih gradivnih elemenata CNS. 

Na osnovu iznetih rezultata iz naše studije, u toku samog izlaganja 

ishemičnih pustinjskih miševa, EMP utiče na sve merene parametre ponašanja, 

oksidativnog stresa kao i histološka merenja u smislu smanjenja 

hiperaktivnosti, nivoa produkcije slobodnoradikalskih vrsta, ali i aktivacije 

astrocita i mikroglijalnih ćelija što bi predstavljalo njegov direktni efekat. Sedam 

dana nakon završenog izlaganja EMP, kada i sama ishemijska povreda ima 

svoju dinamiku, primenjeno polje održava većinu  parametara na kontrolnom 

nivou i nastavlja da stimuliše proliferaciju astrocita i mikroglije tj. povećava 

njihovu aktivaciju, a što bi se moglo smatrati odloženim efektom EMP. 
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6. ZAKLJUČCI 

 

Na osnovu iznetih rezultata možemo zaključiti da: 

� kod ishemičnih životinja primenjeno EMP dovodi do smanjenja 

hipermotorne aktivnosti  

� ishemični pustinjski miševi izloženi EMP 14. dana nakon reperfuzije 

pokazuju smanjen stepen umirućih neurona  

� intezivna aktivacija astrocita je uočena u grupi ishemičnih pustinjskih 

miševa izloženih EMP 7. dana nakon reperfuzije (neposredno nakon 

prestanka izlaganja), dok su 14. dana nakon reperfuzije astrociti slični 

onima iz grupe ishemičnih životinja 

� kod ishemičnih pustinjskih miševa, naročito onih izloženih EMP, dolazi do 

povećanja broja mikroglijalnih ćelija po jedinici površine u poreñenju sa 

kontrolom 7. dana nakon reperfuzije  

� ishemični pustinjski miševi izloženi EMP imaju smanjene vrednosti 

merenih parametara oksidativnog stresa 7. dana nakon reperfuzije 

(neposredni efekat EMP), u poreñenju sa jedinkama iz ishemične grupe ili 

grupe izložene EMP.  

 

Kod ishemičnih pustinjskih miševa, primenjeno EMP inhibira razvoj 

karakteristične hipermotorne aktivnosti, smanjuje broj oštećenih neurona u 

hipokampusu, povećava ekspresiju astrocita i mikroglije i smanjuje stepen 

oksidativnog stresa u mozgu. Na osnovu analize ponašanja, biohemijskih i 

morfoloških karakteristika mozga, može se zaključiti da EMP (0,5 mT, 50 Hz) 

pokazuje neuroprotektivna stvojstva u modelu globalne moždane ishemije kod 

pustinjskog miša. 

Primenjeni eksperimentalni dizajn je pokazao da je kontinualni efekat 

EMP bio depresorni na ishemijom izazvano povećanje motorne aktivnosti, 
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antioksidativni i stimulatorni za astrocite i mikroglijalne ćelije, i da se rezidualni 

efekat pokazao tj. zadržao na nivou merenih parametara oksidativnog stresa i 

glijalnih ćelija. 
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лиценца дозвољава комерцијалну употребу дела. 

6. Ауторство - делити под истим условима. Дозвољавате умножавање, 
дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на 
начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце и ако се прерада 
дистрибуира под истом или сличном лиценцом. Ова лиценца дозвољава 
комерцијалну употребу дела и прерада. Слична је софтверским лиценцама, 
односно лиценцама отвореног кода. 

 
 
 
 
 

 

 


