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SANIRANJE EKSPERIMENTALNE TRAUMATSKE POVREDE MOZGA
PRIMENOM HIPERBARICNE OKSIGENACIJE

SAZETAK

Uvod: Traumatske povrede centralnog nervnog sistema (CNS)
predstavljaju Sirom sveta veliki zdravstveni problem, jer spadaju medu vodece
uzro¢nike smrtnosti i razlic¢itih oblika invaliditeta u radno sposobnoj populaciji.
Cinjenica je da se samo u koordinisanim istrazivanjima kako eksperimentalnim
i tako kliniénim, mogu razviti novi kolaborativni modeli i nove strategije za
sanaciju posledica moZdane traume. U ovom kontekstu hiperbari¢na
oksigenacija (HBO) se izdvaja kako procedura koja moZze u sinergistickom
dejstvu sa drugim terapijama dovesti do ubrzanja oporavka posle mozdane
traume. Cilj ove studije je da utvrdi da li primena HBO moZze poboljsati

oporavak pacova posle sukcione ablacije desnog senzomotornog korteksa.

Materijal i metode: Deset nedelja stari muzijaci pacova Wistar soja
rasporedeni su u sledece grupe (n=8, po grupi): Kontrolna (K) intakne zivotinje,
Kontrolna + HBO (KHBO) intakne Zivotinje koje su prosle kroz HBO protokol,
Sam (S) lazno operisane Zivotinje, Sam + HBO (SHBO), Lezija (L) desni
sezomotorni korteks je uklonjen sukcionom ablacijom i L + HBO (LHBO). HBO
protokol: pritisak 2,5 apsolutne atmosfere, 60 minuta, jedanput dnevno, tokom
10 dana. Za evaluaciju procesa oporavka lokomotornih funkcija koriséeni su test
prelaska preko grede i merenje snage stiska. Koli¢ina malondialdehida (MDA),
aktivnost superoksid dismutaze (SOD) i glutation peroksidaze (GPX) su mereni
u uzorcima tkiva povredenog hemikorteksa. Postraumatski procesi su praceni
na uzorcima mozdanog tkiva imunohistohemijskom metodom sa slededim
antitelima: GFAP, ED1, SMI31, GAP43 i SYP. U cilju evaluacije efekata HBO na
proces neuronalne degeneracije sprovedeno je dovostruko imunofluorescentno
bojenje: neuroni u procesu degeneracije su bojeni fluoro Zadom B, dok je NeuN

koriséen kao marker tela neurona.



Rezultati: LHBO grupa je postigla statisticki znacajno bolje rezltate na
testu prelaska brvna u odnosu na L grupu. Oporavak miSi¢ne snage
onesposobljene noge je bio znacajno veci posle HBO tretmana. HBO je izrazito
povecao aktivnost GPX u povredenom korteksu u odnosu na sve ostale grupe.
Posle povrede, nivo aktivnosti SOD je dramaticno smanjen u uzorcima
kortikalnog tkiva. HBO je povecao aktivhost SOD u povredenom korteksu
skoro do kontrolnog nivoa. Od svih ispitivanih grupa, najvisi nivo MDA je
naden u L grupi dok je kod LHBO bio smanjen. Smanjenje ekspresije GFAP-a
posle HBO tretmana ukazuje da je doslo do smanjena reaktivne astroglioze i
sprecavanja formiranja glijalnog oZiljka. Uoceno je i smanjenje aktivnosti
mikroglije/makrofaga. HBO podstice ekspresiju GAP43 i sinaptofizina u
neuronima oko mesta povrede i u subkortikalnoj beloj masi. Slaba
imunohistohemijska reakcija na SMI31 pod dejstvom HBO tretmana govori u
prilog tvrdnji da HBO terapija sprecava progresiju neuronalnog ostecenja.
Dvostruko imunofluorescentno bojenje je pokazalo da je broj degenerisanih
neurona posle HBO tretmana manji. HBO tretman sam po sebi nije imao

nikakvog efekta na intaktne Zivotinje.

Zaklju¢ak: Smanjenjem mikrogliajlne i makrofagne aktivnosti HBO
dovodi do remodelovanja glijalnog oziljjnog tkiva. HBO redukuje neuronalnu
degeneraciju i doprinosi uspe$nijem prezivljavanju neurona posle mozdane
traume. Nasi nalazi ukazuju da HBO promovise neuralno remodelovanje,
putem podsticanja izrastanja neurita, sinapti¢ckog remodelovanje i stvaranja
novih interneuronskih veza, ¢ime doprinosi oporavku lokomotornih funkcija.
Intenziviranje aktivnost antioksidativnih enzima GPX i SOD i smanjenje
stepena lipidne peroksidacije spadaju u uocene neuroprotektivne mehanizme
HBO. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da treba razmotriti mogucnost
integracije hiperbaricne oksigenacije u terapijske strategije usmerene ka
poboljSanju neuroloskog oporavka pacijenata sa traumatskim povredama

centralnog nervnog sistema.



Klju¢ne reci: hiperbari¢na oksigenacija, povrede mozga, poremecaj lokomocije,
oksidativni stres, regeneracija, GAP43, sinaptofizin, astroglioza, neuronalna

degeneracija
Naucna oblast: hiperbari¢na medicina

Uza nauc¢na oblast: neurofiziologija



THE REHABILITATION OF THE EXPERIMENTAL BRAIN INJURY WITH
HYPERBARIC OXYGENATION

ABSTRACT

Objectives: Traumatic brain injuries (TBI) are one of the leading causes of
death and chronic disability especially among the working population, and
represent an important public health problem worldwide. It is proposed that
coordinated research efforts of basic and clinical scientists will provide the
opportunity to develop collaborative models for translational neuroscience and
rehabilitation research. In this view hyperbaric oxygen therapy (HBO) appeared
as an adjunctive therapy that has the synergistic effect with other treatments,
strongly suggesting that combining therapies with HBO could yield better
results than either alone. The aim of this study was to investigate whether HBO
can improve the neurological recovery of the rat after suction ablation of the

sensorimotor cortex.

Methods: The experiments were conducted on the male Wister rats, 10
weeks old. Animals were organized into following groups (n = 8, per group):
Control (C) intact animals, Control+HBO (CHBO) intact animals subjected to
HBO treatment, Sham control (S) animals that underwent surgical procedure
without damaging the brain tissue, Sham control+HBO (SHBO), Lesion group
(L)-the right sensorimotor cortex was removed by suction ablation,
LesiontHBO (LHBO). HBO protocol: pressure applied 2.5 absolute
atmospheres (ATA), for 60 minutes, once daily for 10 days. Beam walking test
and grip strength meter were used to evaluate the recovery of motor functions.
Malondialdehyde (MDA) content, activity of superoxide dismutase (SOD) and
glutathione peroxidase (GPX) sampled from injured hemicortex were
measured. The posttraumatic processes were evaluated on the brain tissue

preparations using the immunohistochemical method with antibodies: GFAP,

Vi



ED1, SMI31, GAP43 and SYP. To evaluate the effect of HBO on
neurodegeneration we performed double immunofluorescence staining:
neurons undergoing degeneration were visualized with Fluoro Jade B, while

NeuN was used as a marker of neuronal cell body.

Results: LHBO group have achieved statistically superior scores in beam
walking test compared to the L group. Additionally, the recovery of muscle
strength of affected hindpaw was significantly enhanced after HBO treatment.
HBO markedly increased GPX activity in the injured cortex compared to all
other groups. After injury, the level of SOD activity was dramatically lowered
in the cortical tissue sample. HBO increased SOD activity in the injured cortex
to almost control levels. Compared to all investigated groups the highest level
of MDA was found in the cortical tissue samples from injured cortex, while
after HBO it was reduced. Reduced expression of GFAP after the HBO
treatment can be interpreted as a reduction of reactive astrogliosis and the
prevention of glial scar formation. Additionally, the macrophage and microglial
activities were reduced as well. Hyperbaric oxygenation induced over-
expression of GAP43 and SYP in the neurons surrounding the lesion site. Weak
immunohistochemical reaction to SMI31 after HBO treatment, suggests that
HBO was able to attenuate the effects of brain damage by reducing the
progression of neural degeneration. Double immunofluorescence staining
revealed that the number of degenerating neurons was decreased after HBO.

HBO by itself had no significant effect on the animals with intact brain tissue.

Conclusions: Attenuation of the microglial and macrophage activity by
HBO leads to the remodeling of the glial scar tissue. HBO reduces neuronal
degeneration and contributes to the better neuronal survival after TBI. Data
presented suggest that HBO can intensify neuroplastic responses by promoting
axonal sprouting and synapse remodeling, which contributes to the recovery of
locomotor performances in rats. Up-regulation of antioxidant enzymes and

reduction of lipid peroxidation are among observed neuroprotective effects of
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HBO. Our research points out that the integration of hyperbaric oxygen therapy
in treatment strategies intentional to improve the neurological rehabilitation

following brain trauma should be taken under the consideration.

Keywords: hyperbaric oxygenation, brain injury, locomotor impairments,
oxidative stress, regeneration, GAP43, synaptophysin, astrogliosis, neural

degeneration
Scientific field: hyperbaric medicine

Field of academic expertise: neurophysiology
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SANIRANJE EKSPERIMENTALNE TRAUMATSKE POVREDE MOZGA PRIMENOM HIPERBARICNE OKSIGENACIJE

1. UVOD

Traumatske povrede moZdanog tkiva ispoljavaju Sirok spektar klini¢kih
manifestacija u zavisnosti od toga koji je mozdani region zahvacéen traumom,
kao i od intenziteta i trajanja inicijalnog udara. Savremeni medicinski pristup
traumatskim povredama mozga je usmeren ka stabilizaciji pacijenta, putem
hirurske dekompresije, odrzavanja hemostaze, imobilizaciji frakture i prevenciji
razvoja reperfuzione povrede, a po prestanku vitalne ugrozenosti, sprovodenju
intenzivnog rehabilitaciono-restorativnog programa (Timmons 2010, Saiki 2009,
Paci 2009, Nolan 2005, Dutton 2003). Cinjenica da mozdanu traumu prate
dugoro¢ne posledice, namece stav da se prema moZzdanoj traumi mora
pristupiti kao prema hroni¢noj bolesti, sto ukazuje na potrebu da se i u
mesecima, ¢ak i godinama koje slede posle prvobitne traume moraju

primenjivati terapijske procedure (Masel 2010).

1.1. MOZDANA TRAUMA

Svako naruSavanje integriteta centralnog nervnog sistema (CNS) izaziva
niz reakcija kojima organizam odgovara na povredu. Krajnji odgovor
mozdanog tkiva naziva se “reaktivna glioza” ili stvaranje glijalnog oziljka.
Upravo zbog takvog okruZenja regeneracija i remijelinizacija aksona u CNS-u

su sporiji, a samim tim usporen je i funkcionalni oporavak.
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1.1.1. Glijalne celije

Centralni nervni sistem grade dva osnovna tipa celija: nervne i glijalne
Celije. Nervne Celije-neuroni su ekscitabilne celije koje stvaraju i provode

akcione potencijale, a njihove medusobne veze oblikuju nasu svest.

Dugi niz godina je uloga glije u medicinskoj praksi nepravedno
zanemarivana. Glija je posmatrana isklju¢ivo kao pasivni potporni materijal koji
obezbeduje fizicki integritet mozdanog tkiva. Medutim, novija istraZivanja su

ukazala da glijalne ¢elije imaju aktivnu ulogu u funkcionisanju mozga.

Glijalne celije su podeljene u dve velike grupe: makrogliju i mikrogliju.
Makrogliji pripadaju: astrociti, oligodendrociti, ependimske celije i periferna
glija (Svanove celije, satelitska glija, telioglija), dok se mikroglija ne deli u

podgrupe.

1.1.1.a. Oligodendrociti

Oligodendrociti su male celije dijametra od 3 do 5 um sa nekoliko
razgranatih nastavaka. U beloj masi mozga nalazi se interfascikularna
oligodendroglija koja ucestvuje u gradi mijelinskog omotaca, a u sivoj masi je
satelitska oligodendroglija. Osnovna funkcija oligodendrocita je formiranje
mijelina u CNS-u. Jedan oligodendrocit gradi jedan segment mijelina na jednom

aksonu, ali istovremeno moze da mijelinizira vise od 50 aksona.

Za razliku od oligodendrocita, jedna Svanova celija u perifernom
nervnom sistemu (PNS) stvara jedan segment mijelina na samo jednom aksonu.
Proliferacija oligodendrocita od prekursorskih celija zapocinje u embrionalnom
razvoju, ali se nastavlja i kasnije tokom Zivota. Jedan broj ovih progenitorskih
Celija zadrzava se u nediferenciranom obliku i u adultnom dobu (Stojiljkovi¢,

1998).
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1.1.1.b. Ependimske celije

Ependimske celije su cilijarne celije. Grade ependimsku membranu koja

ogranic¢ava mozdane komore i centralni kanal kicmene mozdine.

Izmedu ependimskih celija nema ¢vrstih veza sto omogucéava slobodnu
razmenu izmedu cerebrospinalne te¢nosti i nervnog tkiva. Specijalizovani oblik
ovih ¢elija su taniciti koji ogranicavaju komore u regionima gde krvno-mozdana

barijera (KMB) nije kompaktna (Stojiljkovi¢, 1998).

1.1.1.c. Mikroglija

Mikroglijalne celije su prisutne u svim delovima nervnog sistema.
Funkcionalno su sli¢ne klasi¢nim tkivnim makrofagima, ali ucestvuju i u
odrzavanju homeostaze unutar CNS-a. U mozgu se razlikuju dva funkcionalna

tipa ovih ¢elija: razgranate-mirujuca mikroglija i ameboidne-aktivne celije.

Mikroglija je prisutna oko mesta povrede, u toku infekcija ili drugih
poremecaja CNS-a, pa se tako moZe smatrati za prvu liniju odbrane u svim

patofizioloskim procesima koji se odvijaju u okviru CNS-a (Kreutzberg 1995).

1.1.1.d. Astrociti

U mozgu odraslog ¢oveka gotovo 40% od ukupnog broja svih ¢elija ¢ine
astrociti (Stojiljkovié, 1998). Astrociti obavljaju Sirok spektar kompleksnih
tizioloskih funkcija unutar CNS-a. Astrociti obezbeduju: strukturnu podrsku
nervnim celijama, ¢ine okruZenje neurona, oslobadaju Sirok spektar faktora
rasta i pomazu u odrzavanju krvnomozdane barijere (Sofroniew 2010). Nastaju

od primitivnih neuroepitelijalnih stem ¢elija iz ependimalne zone.
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1.1.1.d.i. Struktura astrocita

Astrociti su zvezdastog oblika, dijametra od 18 do 20 um (Sofroniew
2010). Citoplazmati¢nim nastavcima uspostavljaju kontakte sa neuronima,
drugim astrocitima i endotelijalnim ¢elijama. Zavrsni delovi njihovih nastavaka,
koji su u kontaktu sa membranom drugih celija, nazivaju se zavrsna stopala i
grade zastitni omota¢ oko mozga i ki¢mene mozdine. Vecina astrocita u CNS-u
je medusobno povezana pukotinastim vezama koje dozvoljavaju relativno
slobodno kretanje jona i malih molekula. Veze izmedu astrocita bogate su
proteinom nazvanim koneksin 43 (Ridet 1997), koji se cesto koristi kao marker
za identifikaciju ovih veza. Kao citoplazmati¢ni markeri za identifikaciju
astrocita koriste se intermedijerni filamenti (glijalni fibrilarni kiseli protein-
GFAP i vimentin) i protein S100p (Rajadhyaksha 2002), a kao membranski

marker koristi se neuralni adhezioni molekul-NCAM.

U zavisnosti od strukture i funkcije razlikuju se dva tipa astrocita:
fibrozni i protoplazmati¢ni. Ova dva tipa astrocita eksprimiraju razlicite
antigene i poti¢u od razli¢itih prekursorskih Ccelija. Fibrozni astrociti su
dominantno prisutni u beloj masi, imaju malo telo sa brojnim dugim
citoplazmati¢nim nastavcima. U citoplazmi ovih astrocita prisutan je veliki broj
tibrila i filamenata koji se prostiru i u nastavke. Glavni i specifi¢ni filament je
GFAP. Protoplazmati¢ni astrociti su zastupljeniji u sivoj masi mozga, telo im je
krupnije i imaju krace i deblje nastavke sa manjom koli¢inom filamenata.
Obuhvataju svojim nastavcima dendrite, tela neurona i sinapse. Nastavci
protoplazmati¢nih astrocita ostvaruju kontakt sa kapilarima gradeci
krvnomozZzdanu barijeru, koja sprecava difuziju velikih molekula iz cirkulacije u
mozak (Stojiljkovi¢ 1998). Radijalna glija predstavlja poseban tip astrocita koji se
pojavljuje u korteksu cerebruma u toku embriogeneze i ¢ini predominantnu
populaciju glijalnih ¢elija u toku razviéa. Imunohistohemijske studije su
pokazale da programiranu transformaciju glije prati prelazak specificnog

markera nezrele glije (vimentina) u markere zrele glije (GFAP) (Eng 2000).
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1.1.1.d.ii. Funkcije astrocita

Astrociti obezbeduju potporu neuronima u toku neurogeneze, pruzaju
mehanic¢ku potporu aksonima i ucestvuju u prostornoj organizaciji neurona u

zrelom mozgu (Sofroniew 2010, Hatten 1984, Rakic 1981, Hatten 1981).

Astrociti ucestvuju i u uspostavljanju jonske i transmiterske homeostaze
u perineuralnom tkivu (Nicholls 1990). Eksperimentalni dokazi ukazuju da
neke glijalne celije interaguju sa neuronima i ucestvuju u regulaciji sinapticke

transmisije, kao i modulaciji funkcije neurona (Araque 1999).

Astrociti ucestvuju i u formiranju i odrZavanju krvno-moZdane barijere.
Nastavci astrocita ostvaruju kontakte sa kapilarima sa jedne i neuronima sa

druge strane.

1.2. POVREDA I OPORAVAK NERVNOG SISTEMA

1. 2.1. Povreda nervnog sistema

Radi lakSeg razumevanja patofizioloskih procesa koji se odvijaju posle
povrede mozdanog tkiva, izvrSena je podela na primarnu i sekundarnu
povredu mozga. Primarna povreda obuhvata posledice koje nastaju kao
rezultat inicijalnog mehani¢kog dogadaja. Sekundarna povreda predstavlja
skup biohemijskih i metabolickih procesa zapocetih mehani¢kom povredom

(Faden 1993, Panter 1992, Young 1987).

U primarnoj zoni povrede, odmah posle traume odumire odreden broj
neurona, ali 24 c¢asa kasnije broj umrlih nervnih celija je daleko veci. Ovo se
moze objasniti sekundarnom degeneracijom na mestu povrede (Strong 1983)
koja se siri (Schoenfeld 1977). Sekundarna degeneracija se manifestuje

metabolickim promenama ne samo u oSte¢enim neuronima, ve¢ i u intaktnom
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nervnom tkivu. Sekundarno izumiranje neurona u zonama koje nisu bile
neposredno izlozene inicijalnom udaru, posle traumatske povrede mozga ili
ishemije nastavlja se u narednih nekoliko minuta do nekoliko sati i doprinosi
ireverzibilnim povredama tkiva (Cooper, 1985). Posledice povrede mogu biti
ishemija, moZdani edemi, acidoza i hemoragija (Zauner 1995, Miller 1993,

Cervos 1991).

1.2.2. Oporavak nervnog sistema posle povrede

Potvrdeno je da mozak ima sposobnost da se adaptira posle povrede i
postigne oporavak izgubljenih funkcija zahvaljujuéi plasti¢nosti nervnih celija
(Castellanos 2010, Kolb 2010, Fawcett 2009, Nudo 2003, Kolb 1999). Procesi koji
se odigravaju posle povrede mozga mogu se okarakterisati slededim

pojmovima: plasti¢nost, oporavak i o¢uvanje funkcija.

Plasti¢nost (reorganizacija) nervnog sistema predstavlja sve promene
nervnog sistema van perioda normalnog razvi¢a. Ove promene su prisutne u
svim fazama razvoja, degeneracije i regeneracije kako u perifernom nervnom

sistemu (PNS), tako i u centralnom nervnom sistemu (CNS) (Gispen 1993).

Oporavak predstavlja povratak odredenog ponasanja koje je izgubljeno
posle povrede, dok se pod oc¢uvanjem funkcionalnosti smatraju oblici ponasanja
koji se javljaju posle povrede, a nisu postojali ranije. Jos uvek je otvoreno pitanje
da li se stvaranje neurona de novo posle povrede moze uvrstiti medu moguce

mehanizme plasti¢nosti.

Kod osoba koje su pretrpele mozdani udar kao i kod osoba kod kojih je
doslo do traumatske povrede mozdanog tkiva, dolazi do posledi¢ne
funkcionalne redukcije i gubitka sposobnosti za koje je bio zaduzen osteceni
deo mozdanog tkiva. U mnogim istrazivanjima je uoc¢eno da posle izvesnog

vremena dolazi do oporavka tih funkcija. Zaklju¢ak koji se namece je da su one
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prenete na druge regione mozga (Frost 2003, Chu 2000, Cao 1994, Xerri 1998).
Najces¢e regioni neposredno oko povrede preuzimaju funkcije koje su
pripadale oste¢enom tkivu, ali kada je povreda velikih dimenzija, moze do¢i do

redistribucije funkcija na Sirem podrucju o¢uvanog mozdanog tkiva.

Kod pacijenata koji su pretrpeli mozdanu traumu, uoceno je postojanje
vremenske uskladenosti izmedu plasticnih promena unutar centralnog nervnog
sistema i njihovog funkcionalnog oporavka. Terapijski metodi koji podstic¢u
strukturnu plasti¢nost mozdanog tkiva, samim tim i ubrzavaju funkcionalni
oporavak posle povrede CNS-a (Vavrek 2006, Dancause 2005, Papadopoulos
2006, Bareyre 2004, Bradbury 2002, Raineteau 2001, Xerri 1998).

Regeneracija u perifernom nervnom sistemu je izrazenija nego u
centralnom nervnom sistemu. Proksimalni deo oste¢enog aksona daje nekoliko
izdanaka koji se izduzuju i “traze” distalni ostatak istog aksona. Kada jedan od
izdanaka dode u kontakt sa Svanovom celijom distalnog ostatka, na vrhu se
formira konus rasta sa filopodijama $to omogucava dalje izduZivanje duz lanca
Svanovih ¢elija. Sa druge strane, ukoliko ne dode do kontakta, distalni deo
ostecenog aksona odumire, a taj proces se naziva Valerian degeneracija

(Coleman 2010).

Posle prekida aksona prvi korak u procesu regeneracije je formiranje
konusa rasta. Ovaj proces se odvija u nekoliko faza. Prvo dolazi do retrakcije
ostecenog proksimalnog dela aksona, koji ¢e se posle izvesnog vremena

pretvoriti u konus rasta iz koga ¢e niéi novi izrastak.

U in vivo uslovima ovaj proces se moze desiti u toku jednoga dana (Pan
2003, Friede 1980), dok se u in vitro uslovima odvija u veoma kratkom
vremenskom roku, ¢ak i za svega par sati (Chierzi 2005, Verma 2005). Tokom
prve dve nedelje dolazi do relativno brzog izrastanja. Kasnije se izrastanje

usporava, ali se odrzava jos nekoliko meseci.
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Reaktivna glioza sprecava Sirenje povrede, ali nazalost i oporavak
neuronske mreZze, jer se stvara neprohodna sredina za nove nervne izrastke.
Medutim, pokazano je da aksoni adultnog CNS-a, ako im se obezbedi
adekvatna permisivna sredina, mogu da se regeneriSu i izrastaju na velike
daljine (David 1981).

Mnogi faktori doprinose neuspehu regeneracije u CNS-u. Osteceni
neuroni ne eksprimiraju proteine vezane za rast, a koji se javljaju u toku razvica
i uspesne regeneracije (Fu 1997). Cesto nedostaju i troficki faktori koji
potenciraju rast aksona (Gumy 2010). Jedan od razloga zbog koga je
regeneracija CNS-a kod ki¢menjaka slaba je i prisustvo mnogobrojnih
inhibitornih faktora koje produkuju astrociti oziljnog tkiva i koji uti¢u na celije
u okolini (Frederickson 1991). Prisutni su brojni inhibitorni faktori kao sto su
Nogo (Spillman 1998), mijelin-asocirani glikoprotein (MAG) (McKerracher
1994), hondroitin sulfatni proteoglikani (CSPG) (Jones 2003, Niederost 1999) i
aretin (Xiao 1997).

Oporavak se moze uslovno podeliti na rani i kasni. Rani period oporavka
nastupa neposredno posle povrede. U ovom periodu se zapaZzaju promene i u
neo$tecenim sinapsama. Preostali, intaktni nervni zavrseci koji su bili u vezi sa
osteenim aksonima postaju nefunkcionalni. Javlja se hiperosetljivost. Uzrok
ove pojave je povedan broj receptora na postsinaptickoj membrani, pa
stimuluse. U ranom periodu oporavka posle povrede neaktivne sinapse postaju
aktivne, a povecana je i efikasnost neostecenih sinapsi (5to je posledica
povecanog oslobadanja neurotransmitera u presinaptickim, delimi¢no

ostecenim aksonima).

Kasni period oporavka karakteriSe izrastanje novih ogranaka aksona.
Neosteceni aksoni mogu da se preusmeravaju ukoliko je postsinapticka

membrana osteéena.
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1.2.3. Inflamacija i centralni nervni sistem

Imuni i centralni nervni sistem su se dugo posmatrali odvojeno jedan od
drugog, zbog izolovanosti CNS-a od perifernog imunog sistema krvno-
mozdanom barijerom, pri ¢emu se mislilo da u fizioloskim uslovima nema
njihove medusobne interakcije. Danas se, medutim, prihvata misljenje da je

CNS pod konstantnom kontrolom imunog sistema (Becher 2000).

Prilikom povrede, glijalne celije sintetiSu ¢itavu paletu malih,
proinflamatornih citokina i hemokina, koji su sposobni da produ kroz krvno-
mozdanu barijeru i tako stimuliSu periferni imuni sistem i angaZuju

inflamatorne leukocite na mesto povrede (Sofroniew 2009).

Citokini, takode, stimuliSu ekspresiju intercelularnih adhezionih
molekula i na taj nac¢in stimuli$u infiltraciju leukocita kroz krvno-mozdanu
barijeru. Nakupljanje leukocita na mestu povrede dalje produbljuje ostecenje
tkiva oslobadanjem citotoksi¢nih supstanci kao $to su reaktivne vrste kiseonika,

koji se zajedni¢ki nazivaju slobodni kiseoni¢ni radikali (Stanimirovi¢ 2000).

Pored stimulacije perifernog imunog sistema, moZdana trauma indukuje
i aktivaciju prisutnih glijalnih ¢elija koje, takode, imaju ulogu u inflamatornom
odgovoru. Posle povrede CNS-a, mikroglija i makrofagi dobijaju fagocitnu
ulogu u odstranjivanju ostataka mijelina, ekstracelijskog matriksa i mijelin-
asociranih inhibitornih faktora rasta (Correale 2004). Mikroglija je posebno
aktivirana preko “toll-like” receptora na povrsini celije, ali njena aktivnost je
modulirana i preko purinskih i CD40 receptora koje eksprimira. Novija
istrazivanja su pokazala da su CD40 i njegov ligand, CD40L (CD154) koji se
nalazi eksprimiran na reaktivnim astrocitima, veoma bitni molekuli u procesu

inflamacije unutar CNS-a.
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1.3. REAKCIE CELIJA CENTRALNOG NERVNOG SISTEMA NA
POVREDU

Kao sto je ve¢ naglaseno, povrede ili oSteCenja mozga uzrokuju reakciju
okolnog tkiva koja se naziva reaktivna glioza. Proces se sastoji od formiranja
barijere izgradene od glijalnih celija, ¢ime se izoluje oste¢eno mesto od ostatka

tkiva.

Celije koje u najvecoj meri ucestvuju u formiranju barijere su reaktivni
astrociti (Sidoryk-Wegrzynowicz 2010, Afshari 2009, Norton 1992). Proces
ograniavanja i izolovanja mesta povrede pomaze u sprecavanju nastanka

sekundarne povrede i smanjuje dalje ostecenje tkiva (Voskuhl 2009, Ridet 1997).

Povreda zapocinje seriju ¢elijskih i molekularnih procesa koji se razvijaju
u narednim danima. Glavni tipovi ¢elija koji su ukljuceni u ove promene su
astrociti, mikroglija, oligodendrociti i prekursori oligodendrocita (sa moguéim
uces¢em meningealnih i stem celija). Glijalni oziljak je promenljiva struktura

koja se menja i razvija u vremenu u zavisnosti od celija koje ga grade.

Posle povrede aktiviraju se monociti i mikroglija. Monociti iz krvi
prelaze u mozdano tkivo i postaju aktivni makrofagi i trenutno pristizu na

mesto povrede, dok mikroglija deluje sporije (Mulligan 1991, Fulcrand 1977).

Ova vrsta glije ima dominantnu ulogu u uklanjanju degenerisanih
neurona (Mulligan 1991). Odstranjivanje celijskih ostataka vrsi se pinocitozom i
fagocitozom. Morfoloske promene na mikrogliji (koja dobija ameboidni oblik) i
astrocitima (hiperplazija i hipertrofija) se deSavaju mnogo ranije nego na
neuronima (Marty 1991, Mulligan 1991). Posle 3 do 5 dana, veliki broj
oligodendrocitnih prekursora se mobilise iz okolnog tkiva. Finalnu strukturu
oziljnog tkiva predominantno ¢ine astrociti koji se dele i polako migriraju na

mesto povrede gdje popunjavaju upraznjen prostor (Fawcett 1999).
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1.3.1. Reakcija oligodendrocita na povredu

Povreda direktno ostec¢uje mijelinski omota¢, dok degeneracija aksona
takode dovodi i do degeneracije mijelina. Ostatke ovog razorenog mijelina
uklanja mikroglija. Ovaj proces moze da traje i nekoliko nedelja. Neki od ovih
oligodendrocita umiru, dok neki prezivljavaju, pa glijalni oZiljak generalno
sadrzi oligodendrocite i mijelinski ostatak (Perry 1991). Sposobnost ovih
preostalih oligodendrocita da regenerisu svoje nastavke i formiraju novi mijelin

je diskutabilna (Keirstead 1997, Scolding 1996, Ludwin 1994).

Zreli oligodendrociti in vitro i mijelin in vivo imaju najmanje tri molekula

koji inhibiraju rast aksona: NI250, MAG i tenascin R.

Regeneracija ne uspeva u mijeliniziranim putevima CNS, ali neki
nemijelinizirani putevi imaju ograni¢enu mogucnost regeneracije. Zreli
oligodendrociti in vitro ne dozvoljavaju izrastanje aksona i dovode do kolapsa
konusa rasta aksona sa kojima dodu u kontakt (Bandtlow 1990, Fawcett 1989).
Mijelin izolovan iz adultnog nervnog sistema takode ima inhibitorno dejstvo.
Antitelima NI-1 koja neutralizuju mijelinski inhibitorni molekul NI125/nogo in
vivo potvrduje se inhibitorno delovanje oligodendrocita na regeneraciju u CNS-
u. Potvrdeno je da primena ovih antitela u razli¢itim putevima CNS-a podstice

regeneraciju i grananje oStecenih aksona (Schnell 1990).

1.3.2. Odgovor oligodendrocitnih prekursorskih ¢celija

CNS sadrzi neprekidnu mreZzu malih ¢éelija koje se boje antitelom za
proteoglikan NG2, koje imaju receptore za factor rasta trombocita (PDGF) i
faktor rasta fibroblasta (FGF). Ove celije su identifikovane kao prekursori koji
mogu da se diferenciraju u oligodendrocite (Reynolds 1997, Scolding 1995,
Levine 1994, Noble 1992, Wren 1992).

11
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Cinjenica da se ove celije masovno mobilidu u svim tipovima povreda
CNS-a, a ne samo u demijelinizacionim povredama, ¢ini ih vaznim ucesnicima
glijalnog odgovora (Rhodes 2006, Keirstead 1998, Levine 1994). Prvo
povecavaju ekspresiju NG2 molekula na svojoj povrsini, a zatim se u velikom
broju akumuliraju na mestu povrede verovatno kombinacijom proliferacije i
migracije. Brojnost celija dostiZze svoj maksimum 7 dana posle povrede i zatim
pocinje polako da opada, ali ipak broj ostaje povisen tokom nekoliko nedelja
(Levine 1994). Zreli oligodendrociti inhibiraju konus rasta aksona preko NI250 i
MAG, ali ovakav efekat nije zabeleZen kod nezrelih oligodendrocita. Pokazano
je da NG2 proteoglikan koji je naden na oligodendrocitnim prekursorskim
¢elijama, predstavlja inhibitor rasta aksona senzornih, kortikalnih i cerebelarnih
neurona (Fidler 1999, Dou 1994). Ove ¢elije se u velikom broju okupljaju oko
mesta povrede. Sintetisu i eksprimiraju veliki broj inhibitornih proteoglikana,

¢ime deluju kao mo¢ni inhibitor regeneracije aksona.

1.3.3. Uloga mikroglije/makrofaga u patofiziologiji povrede CNS-a

Mikroglija je u fizioloskim uslovima u mozgu prisutna u neaktivnoj -
mirujucoj formi, sa kratkim razgranatim nastavcima. Posle povrede ove celije se
aktiviraju, dolazi do njihove deobe i migracije ka mestu povrede (Kreutzberg
1995, Kreutzberg 1996), i funkcionalne transformacije u Cdelije slicne
makrofagima. U toku 24 sata posle povrede, u zoni oStecenja, dolazi do
sakupljanja velikog broja aktiviranih celija mikroglije, a mogu biti prisutni i
makrofagi poreklom iz krvi (ako je doslo do ostecenja krvnomoZzdane barijere)
(Kreutzberg 1996). Povecan broj mikroglija/makrofaga, u razli¢itim fazama
aktivacije, ostaje na mestu povrede nedeljama (Fawcett 1999). Ove celije su
sposobne da stvaraju toksi¢ne molekule. Aktivirana mikroglija ima mnoge
osobine makrofaga i sposobna je da oslobada slobodne kiseoni¢ne radikale, azot
oksid, derivate arahidonske kiseline, citotoksi¢ne medijatore, citokine i druge

toksi¢ne molekule (Afshari 2009, Auger 1992, Giulian 1990).
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Mnogi citokini deluju direktno na neurone, posto oni poseduju brojne
receptore za citokine. Interleukin 1 (IL-1) izaziva oslobadanje drugih faktora
rasta od strane astrocita (interleukin 6 - IL-6, neuronalni faktor rasta - NGF) koji
uti¢u na aktivnost neurona (Cotman 1994). Istovremeno citokini koje stvaraju

astrociti i neuroni uti¢u na mikrogliju (Eng 1994).

1.3.4. Meningealne ¢elije i povreda

Mozak i ki¢mena mozdina su okruZeni slojem meningealnih celija koje
su identifikovane i oko nekih vecih krvnih sudova. Svaka povreda koja probija
meningealnu povrSinu mozga ili kicmene mozdine dovodi do migracije
meningealnih éelija, koje ponovo stvaraju kontinuirani sloj celija koji pokriva
CNS. Ove celije u interakciji sa astrocitima dovode do ponovnog formiranja

“glije limitans” (Krueger 1986).

1.3.5. Multipotentne progenitorske ¢elije i povreda

Kod odraslih ljudi CNS sadrzi mali broj multipotentnih progenitorskih
¢elija. Vecina njih se nalazi u periventrikularnom prostoru prednjeg mozga, ali
su prisutne i u ostalim delovima nervnog sistema (Weiss 1996, Palmer 1995,
Cameron 1993, Lois 1994). U fizioloskim uslovima, osnovna funkcija ovih celija
je da migriraju u olfaktorne bulbuse i daju nove neurone i glijalne ¢elije (Lois
1994). Ove Ccelije eksprimiraju intermedijerni filament nestin i imaju
polisijalizovan neuronalni celijski adhezioni molekul (N-CAM) na svojoj
povrsini. U kiémenoj moZzdini je pokazano da periventrikularne celije koje
eksprimiraju nestin migriraju na mesto povrede i pocinju da eksprimiraju

GFAP (Johansson 1999).
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1.3.6. Astrociti i povreda

U finalnoj formi, glijalni oziljak sadrzi uglavnom mrezu gradenu od
astrocitnih nastavaka, ¢vrsto prepletenih i povezanih tesnim i pukotinastim
vezama. Astrocitni oziljak ima inhibitornu ulogu jer predstavlja mehanic¢ku
barijeru koja sprecava izrastanje aksona i prorastanje “pupljenja” kroz mozdano
tkivo (Sofroniew 2010). Tome doprinose i mnoge inhibitorne supstance koje
sintetiSu ove celije, u prvom redu hondrotin sulfatni proteoglikani - CSPG

(Voskuhl 2009, Ridet 1997).

Astrociti u blizini povrede povecéavaju produkciju vimentina i nestina a
uocena je i njihova celijska deoba. Javljaju se i biohemijske promene u
produkciji trofickih faktora, citokina, proteaza, inhibitora proteaza, molekula
ekstracelularnog matriksa i drugih molekula (Hamby 2010, Wu 1998, Ridet
1997, Merrill 1996, Eddleston 1993a, Norton 1992, Cervos 1991, Dusart 1991).
Rani dogadaj koji uti¢e na odgovor astrocita je invazija meningealnih celija na
mesto povrede. Interakcijom ovih celija i prezivelih astrocita uspostavlja se
nova “glija limitans” (Abnet 1991, Reier 1988, Mathewson 1985). Astrociti oko
ovog podrudja postaju hipertrofirani, stvaraju mnogo tankih nastavaka, a neki
podlezu celijskoj deobi. Tako dolazi do formiranja tkiva predominantno
gradenog od gusto pakovanih, hipertrofiranih astrocita sa tesno povezanim

nastavcima.

Potvrdeno je da reaktivni astrociti, koji su udaljeni od mesta povrede, na
svojoj celijskoj membrani eksprimiraju receptore za razlicite faktore rasta
(Nagai 2007, Pekny 2004). Astrociti luce neurotroficki faktor koji stiti neurone
od degeneracije, oslobadaju nekoliko proteaza i inhibitora proteaza koji
moduliSu rast neurita (Gaughwin 2006). Kod reaktivnih astrocita dolazi do
povecanja broja celijskih povrsinskih molekula, ukljuc¢uju¢i adhezione delijske

molekule kao i adhezione molekule matriksa.
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Pokazano je da pod odredenim okolnostima to moze da obezbedi
povoljnu sredinu za regeneraciju aksona (Nedergaard 2003). Sa druge strane,
pokazano je da reaktivna glioza i formiranje glijalne barijere moze da spreci

regeneraciju aksona (Voskuhl 2009).

Jedna od osobina astrocita je njihov snazan odgovor na razli¢ita
neuroloska ostecenja. Odgovor astroglije je brz i moZe biti registrovan u toku
prvog sata posle mehanicke povrede (Mucke 1991). Kakav ¢e biti odgovor
astrocita zavisi od lokalnih faktora, kao $to su signali koji poti¢u od okolnog
ostecenog tkiva. Tako astrociti igraju glavnu ulogu u odluc¢ivanju sudbine
neurona posle povrede, u odlucdivanju da li ¢e neuroni preziveti ili ne, kao i da li

¢e dodi do regeneracije aksona (Myer 2006).

Reaktivna glioza se definiSe kao povecanje veli¢ine celijskog tela astrocita
i njihovih nastavaka, zajedno sa povecanom ekspresijom GFAP-a,
intermedijernog filamenta koji se javlja samo u astrocitima (Eng 1994). Mitoza
astrocita se javlja u slucaju da povreda ostavi prazan prostor koji moze biti
ispunjen proliferiSu¢im astrocitima. Povecanje GFAP-a je univerzalno
prihvaéeno kao marker reaktivne glioze. Reaktivna glioza se pojavljuje kao
odgovor na svako narusavanje integriteta mozdanog tkiva, bez obzira da li je u

pitanju hemijski ili fizicki agens.

Norton i saradnici (1992) su pretpostavili da razli¢ite vrste povreda
indukuju drugaciji odgovor astrocita, specifican po vremenskom toku,
uklju¢enosti kontralateralne strane, kao i u odnosima izmedu GFAP iRNK i/ili
proteina. Reaktivni astrociti sintetiSu i razli¢ite faktore rasta, citokine i
neuropeptide (McMillian 1994, Eddleston 1993a, Eddleston 1993b, Schwartz
1992), koji nisu detektovani kod astrocita u mirovanju. U zavisnosti od nacina
na koji je doslo do inicijalnog naru$avanja integriteta mozdanog tkiva, moze
do¢i do razvoja inflamatornog odgovora u koji mogu biti uklju¢ene imune celije
i/ili citokini. Astrociti i mikroglija mogu da oslobadaju citokine i odgovaraju na

njih (Giulian 1994 a, b).
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Mikroglija se ¢esto aktivira pre pojave reaktivnih astrocita u odgovoru na
povredu u CNS-u, tako da u nekim uslovima ona oslobada faktore koji mogu

da pokrenu i indukuju reaktivnu gliozu.

U inicijalnom periodu posle mozdane traume u kome dolazi do smrti i
ostecenja celija neuroprotektivni tretmani su vazna terapijska sredstva. Svi
tretmani koji bi se koristili u oporavku CNS-a posle inicijalnog perioda moraju
da se izbore sa sredinom u kojoj postoji glijalni oZiljak, jer on moZe da inhibira
rast akona i mijelinizaciju. Prona¢i mehanizam koji aktivira astrocite i utvrditi
da li se on javlja kod svih vrsta povreda, ostaje jedan od glavnih ciljeva u

istraZivanjima ostecenja i oporavka CNS-a.

1.4. INTERMEDIJERNI FILAMENTI

Citoskelet omogucava eukariotskoj celiji da ima kakteristican oblik i
mehanicki integritet (Herrmann 2004). Citoskelet je sastavljen od tri proteinske

mreZze koje su izgradene od tri proteinska filamenta:
1. Mikrofilamenti ili aktinski filamenti (tanki) pre¢nika oko 6 nm.
2. Mikrotubule (debeli filamenti) pre¢nika oko 20 nm.
3. Intermedijerni filamenti (IF) koji variraju u pre¢niku od 8-12 nm.

Intermedijerni filamenti su veoma razliciti i pokazuju specifi¢nu ¢elijsku
ekspresiju. Genska ekspresija intermedijernih filamenata je veoma precizno
koordinisana sa razvojem organa i tkivhom diferencijacijom. Filamenti
predstavljaju znacajne markere celija u kojima se nalaze i sredstvo su pomocu
koga se moze proucavati celijska determinacija i diferencijacija. Intermedijerni

tilamenti su heterogena familija proteina i podeljeni su u 6 klasa (Fuchs 1994).
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Prvu i drugu grupu cine kiseli i bazni keratini koji se javljaju u
epidermalnim celijama. Treéu grupu c¢ine vimentin i filamenti srodni
vimentinu, u koje spadaju: dezmin, GFAP i periferin. Cetvrtu i $estu grupu ¢ine
neurofilamenti (NF). Eksprimiraju se u zrelim neuronima i c¢ine glavnu

citoskeletnu komponentu aksona. Petu grupu ¢ine laminini.

1.4.1. Vimentin

Vimentin je kao proteinski marker veoma koristan za proucavanje
mehanizma oporavka neuronske mreze i razumevanja vremenske i prostorne
ekspresije mehanizama koji se deSavaju u toku razvica (Pekny 2004). On je
tkivno specifican i razviéem regulisan IF. Javlja se u nekoliko izoformi koje su
rezultat razlic¢itih fosforilacija. Ekspresija vimentina je regulisana faktorima
rasta. Vimentin i GFAP nisu prisutni u diferenciranim nervnim celijama. U
Celijskoj kulturi i vimentin i GFAP se eksprimiraju u astrocitu. Vimentin se
razlikuje od ostalih IF, jer se eksprimira u ranom stadijumu Cdelijske
diferencijacije. Tokom diferencijacije koli¢ina vimentina se smanjuje i prestaje
njegova ekspresija, dok se indukuje ekspresija drugih IF kao $to su dezmin,
GFAP ili neurofilamenti (Zehner 1999, Bermano 2001). Vimentin se eksprimira
u nezrelim astrocitima (Correia 1999) i u radijalnoj gliji (Schachner 1977), gde
moze biti pracen i ekspresijom nestina (Frederiksen 1988). Posle kortikalne
povrede na ivicama lezije pojavljuju se astrociti sa eksprimiranim vimentinom: i
nestinom (Pixley 1984). Unutrasnji reaktivni glijalni sloj, debljine 300-350 pm,
koji ogranicava povredu sastoji se od reaktivnih astrocita pozitivnih na
prisustvo i vimentina i GFAP-a (oko 60 %). Izvan unutrasnjeg sloja, mogu se
pronaci samo GFAP pozitivni astrociti (Calvo 1991). Smatra se da vimentin ima
ulogu u komunikaciji i transportu izmedu celijske povrsine i jedra, tako sto
spaja jedro sa plazma membranom. Uloga vimentina je vrlo znacajna u
odrzavanju unutrasnje organizacije Cdelija, jer drzi organele i jedro na

odredenom mestu.
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1.4.2. Glijalni fibrilarni kiseli protein (GFAP)

GFAP je fibrozni, gradivni protein citoskeleta, molekulske mase 40-54
kD, debljine 10 um (Eng 2000, 1971). Broj monomernih jedinica koje ¢ine GFAP
kre¢e se od 1 do 7. Tokom razvoja mozga, sadrzaj GFAP-a i nivo iRNK je
daleko veci u beloj nego u sivoj masi (Lewis 1985). Regionalna distribucija ovog
proteina pokazuje njegovu zastupljenost u protoplazmati¢nim astrocitima
molekularnog sloja korteksa, paraventrikularnoj beloj masi, hipokampusu,
subependimalnom sloju, talamusu, granularnom sloju i Bergmanovoj gliji
malog mozga (Liu 2006, Schiffer 1986). Vimentin koegzistira sa GFAP-om u
gliji, ali se javlja ranije i u toku procesa sazrevanja u potpunosti ga zamenjuje

GFAP (Schnitzer 1981).

GFAP ima vaznu ulogu u pokretljivosti astrocita, odreduje njihov oblik i
strukturnu stabilnost nastavaka. GFAP je specifi¢ni marker zrelih astrocita u
normalnim i patoloskim uslovima. U CNS-u visih ki¢menjaka posle povrede ili
kao rezultat bolesti ili genetskih poremecaja, astrociti postaju reaktivni i
odgovaraju na tipi¢an nacin u procesu astroglioze. Reaktivna astroglioza se
karakterise brzom sintezom GFAP-a. Nivo ekspresije je znacajno povecan od

prvog dana pa sve do cetvrte nedelje posle povrede (Lavrence 2000).

1.4.3. Neurofilamenti

Neurofilamenti predstavljaju glavne konstituente citoskeletnih proteina.
U nervnom sistemu sisara neurofilamenti se sastoje od tri subjedinice: NF-H, od

200kD, NF-M od 150kD i od NF-L od 68kD. Ove tri subjedinice zajedno
formiraju neurofilament ¢iji je dijametar 10 nanometara (Goldstein 1983). Sva
tri neurofilamentna proteina mogu biti fosforilisana in vivo i in vitro. Putem
fosforilacije se =zapaza promena konformacije fosforilisanog domena i

zapremine celog molekula (Julien 1983).
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Antitela SMI31 prepoznaju fosforilisane oblike neurofilamenata od
200kD i 150kD i u fizioloskim uslovima ne zapaza se beleZenje tela nervnih
Celija, ve¢ samo obelezavanje tankih i debelih aksona (Hugon 1990) i nekih

dendrita, kao npr. kod kosarastih celija.

Upotrebom  monoklonskih  antitela na  fosforilisane  oblike
neurofilamenata, tj. SMI31, doslo se do otkrica da proces fosforilacije
neurofilamenata pocinje u telu nervnih Cdelija, zatim se nastavlja u
proksimalnom, pa u distalnom segmentu aksona (Hugon 1990). Neki neuroni
pokazuju citoplazmatsku heterogenost neurofilamenata. Nefosforilisana forma
se nalazi u somi neurona, dendritima i proksimalnom delu aksona, dok se
fosforilisana forma nalazi u dugackim projekcionim vlaknima i terminalnim

aksonima (Sternberger 1983).

SMI32 je monoklonsko antitelo, koje prepoznaje nefosforilisane epitope
na srednjoj (150kD) i teskoj subjedinici (200kD) neurofilamentnih proteina. Ovo
antitelo primarno belezi tela neurona i dendrite piramidalnih neurona, kao i
neke tanke aksone (Lim 2007). U patoloskim stanjima dolazi do pojac¢anog
bojenja tela nervnih celija. Pretpostavlja se da neurofilamenti imaju znacajnu
ulogu u stabilizaciji citoskeleta aksona putem interakcije sa mikrotubulima i

tau-proteinom, ali da ne ucestvuju direktno u procesima rasta aksona.

1.4.4. Za mikrotubule vezani protein 2 (MAP2)

MAP2 predstavlja jedan od najvaznijih proteina u moZdanom tkivu.
Postoje tri forme MAP2: dve forme su priblizne molekulske mase oko 280 kD
(MAP2a i MAP2b) dok je treca nesto manje molekulske mase od oko 70 kD
(MAP2c) (Scheftler 2005). MAP2 ucestvuje u procesu stvaranja mikrotubula, $to
predstavlja jedan od najvaznijih koraka u neurogenezi. Smatra se da MAP 2
stabilizuje mikrotubule i omoguc¢ava medusobno povezivanje bo¢nih lanaca kao

i njihovo povezivanje sa drugim intermedijernim filamentima.
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U mozgu novorodenih pacova, MAP2b i MAP2c su prisutni, dok je
primetno potpuno odsustvo MAP2a. Tek od 10 dana po rodenju moze se uociti
prisustvo MAP2a. U tom periodu se takode moze primetiti da dolazi do
znacajnog pada nivoa MAP2c. Ove promene Kkoreliraju sa periodom
intenzivnog rasta dendrita, na putu ka postizanju morfoloskog stepena razvoja
koji odgovara zrelom mozdanom tkivu. MAP2 se moze koristiti kao validan
marker za pracenje procesa oporavka dendritskih nastavaka posle povrede

CNS-a (Furutani 2011).

1.4.5. Protein rasta 43 (GAP43)

Protein rasta 43 spada u grupu membranskih proteina. Klju¢na je
komponenta koja ucestvuje u regulaciji metabolickih puteva koji su ukljuceni u
procese membranskog remodelovanja i izrastanja neurita (Hulsebosch 1998).
Registrovano je da u visoko plasti¢cnim regionima adultnog mozga dolazi do

fosforilacije GAP43 tokom procesa ucenja (Pfenninger 1991).

GAP43 ima vaznu ulogu u procesu regeneracije aksona ostecenih
neurona, tako da se koristi kao validan proteinski marker rasta i neuralne
plasti¢nosti (Dijk 2007). Do masovnog ispoljavanja GAP43 dolazi na konusima
rasta kako tokom razvoja nervnog sistema, tako i tokom regeneracije (Benowitz

1997).

Potvrdeno je postojanje korelacija izmedu ekspresije GAP43 i
regenerativnih potencijala oste¢enih motoneurona (Yuan 2009). U periodu od
treceg do sedmog dana posle povrede moZdanog tkiva dolazi do porasta
GAP43 imunoreaktivnosti, koja dostiZe maksimum dve nedelje posle povrede.
Pokazano je da se ovakav porast imunoreaktivnosti na GAP43 podudara sa
aksonalnom regeneracijom (Hall 2010, Harris 2010, Yuan 2009, King 2001,
Masliah 1993).
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1.4.6. Sinaptofizin (SYP)

Glikoprotein sinaptofizin je prisutan u mnogim neuroendokrinim

¢elijama i u svim neuronima unutar mozga i kicmene mozdine. Unutar neurona

vezikula (Wiedenmann 1985).

Uzimajuéi u razmatranje njegovu dobro poznatu ulogu u procesu
formiranja sinapsi (Tarsa 2002), SYP se koristi kao funcionalni molekularni
marker sinapsi (Hall 2010, Shojo 2006, Masliah 1993). Imunoreaktivnost na SYP
se primenjuje kao pouzdan metod u istrazivanjima patofizioloskih procesa koji
se nalaze u osnovi neuroloskih poremecaja (Masliah 1993), kao i kod povreda

mozga (Shojo 2006) i kicmene mozdine (Li 2004).

1.5. HIPERBARICNA OKSIGENACIJA (HBO)

Hiperbari¢na oksigenacija (HBO) predstavlja terapijsku i dijagnosticku
metodu u kojoj pacijent u specijalizovanim uslovima pod pritiskom visim od

atmosferskog udise 100% molekulski kiseonik (Gill 2004).

U pocetku je hiperbari¢na oksigenacija razvijana kao terapija za
dekompresionu bolest ronilaca (Moon 1997), dok se danas HBO primenjuje i

kao terapija izbora kod trovanja ugljen monoksidom, kao i kod gasne gangrene

(Schaub 2009, Korhonen 1999).

Terapijski principi hiperbari¢ne oksigenacije se zasnivaju na istiskivanju
mehurica gasa iz plazme i povecanju parcijalnog pritiska kiseonika u krvi, ¢cime
se prevazilazi hipoksija u obolelim tkivima, koja uzrokuje kolaps energetskog

metabolizma (Berger 1999), sto dovodi do odumiranja celija (Yager 1992).
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Hiperbari¢na oksigenacija je danas Siroko prihvacena terapijska metoda,
koja se primenjuje u terapiji niza klinickih stanja kao $to su: hroni¢ne
nezarastajuce rane, opekotine, rezistentne bakterijske infekcije, kompartment
sindrom, kompromitovani graftovi, intrakranijalni abscesi, radijacione povrede,
refraktorni osteomijelitis, okluzija arterije centralis retine, kao i u terapiji
komplikacija diabetesa (Murphy-Lavoie 2008, Wilkinson 2004, Abidia 2003,
Kalani 2002, Feldmeier 2002, Niezgoda 1997, Faglia 1996, Doctor 1992, Lampl
1992, Bevers 1992, Knighton 1990, Skyhar 1986, Knighton 1981, Hart 1974,
Ninikoski 1972, Perrins 1967).

Pored toga ova metoda se u znacajnoj meri moze primeniti i kod zdravih
osoba u cilju ocuvanja zdravlja i poboljSanju kvaliteta Zivota, kao i kod
profesionalnih sportista u cilju ubrzanja oporavka posle intenzivnih fizi¢kih

napora.

1.5.1 Fundamentalni zakoni fizike koji se primenjuju u hiperbariénoj

medicini

Bojl-Mariotov zakon glasi da je pri konstantnoj temperaturi, proizvod

pritiska gasa i zapremine suda u kome se gas nalazi konstantan.
P xV =const. Za T = const.
P1xVi=P2x V2 Za T = const.

Zakon idealnih gasova se nadovezuje na Bojl-Mariotov zakon i mozZe se

iskazati slede¢om jednac¢inom:

PxV P xV, _ P, xV,

= const. ili !
Tl T2

Henrijev zakon glasi da je masa gasa koji ¢e se rastvoriti u datoj

zapremini te¢nosti direktno proporcionalna pritisku i rastvorljivosti gasa.
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axV

= const. Za T = const.

gde je P = parcijalni pritisak gasa iznad povrsine te¢nosti
C = koncentracija gasa u te¢nosti
a = koeficijent rastvorljivosti gasa

Povecanjem pritiska u hiperbari¢noj komori udeo fizi¢ki rastvorenog

kiseonika u krvnoj plazmi raste.

Da bi se standardizovao iznos rastvorenog kiseonika uveden je termin
apsolutna atmosfera (ATA). Izra¢unava se kao proizvod procenta kiseonika u

smesi gasova i pritiska.

1.5.2. Efekti hiperbari¢ne oksigenacije na transport kiseonika u organizmu

Kiseonik se krece niz gradijent pritiska iz atmosfere, preko alveolarnog
vazduha, arterijske krvi, kapilarne krvi, kroz intersticijumsku i intracelularnu
te¢nost do mesta u celiji gde se uklju¢uje u metabolicke procese: prvenstveno u
mitohondrijama, a zatim i u peroksizomima i endoplazmatskom retikulumu
(Zauner 2002a). Pod normobari¢nim uslovima, gradijent parcijalnog pritiska
kiseonika POz , koji se jo$ naziva i kiseoni¢na kaskada (Nun 1993), pocinje sa

159 mm Hg, a zavrSava sa 3,8-22,5 mm Hg u zavisnosti od ciljnog tkiva.

Kada se udise vazduh pri atmosferskom pritisku od 1 atmosfere (20,9%
kiseonika, pri 1 ATA), u krvi se 97% kiseonika prenosi putem eritrocita, vezano
za hemoglobin. U fizioloSkim wuslovima 100 ml krvi sadrzi 15 grama
hemoglobina. Svaki gram hemoglobina moze za sebe da veze oko 1,34 ml
kiseonika, tako da pri saturaciji hemoglobina od 97%, svakih 100 ml krvi mozZze

da prenese 19,4 ml kiseonika, $to se moze i izraziti kao 19,4 vol.%.
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Kada se postigne 100% saturacija hemoglobina, svakih 100 ml krvi moZe
da prenese 20 ml kiseonika. Kako na nivou kapilara dolazi do prelaska
kiseonika u intersticijumsku te¢nost vol.% kiseonika u venskoj krvi opada na
14,4. U fizioloskim uslovima se oko 5 ml kiseonika transportuje od pluéa do
tkiva, putem 100 ml krvi vezano za hemogolobin. Svega oko 3% kiseonika
prenosi se u formi fizi¢ki rastvorenog u plazmi prilikom udisanja vazduha pri 1
ATA, tako da ukupna koli¢ina kiseonika koja se prenosi u 100 ml krvi iznosi

oko 19,7 vol.% (Guyton 2008).

Prema Henrijevom zakonu pocenat fizicki rastvorenog kiseonika raste u

hiperbari¢nim uslovima.

Koli¢ina O; u arterijskoj krvi = O vezan za Hb + Oz rastvoren u plazmi

KO, =Sa0; x Hb x1,34 + 0,003 x PaO»

KOz =ml Oz / 100 ml arterijske krvi

Sa0» = procenat saturacije hemoglobina kiseonikom, u formi decimalne frakcije
Hb = koli¢ina hemoglobina (g/100 ml krvi)

1,34 = Kapacitet hemoglobina za vezivanje kiseonika (Hufner-ov broj), koji
ukazuje da 1 g Hb moZe vezati 1,34 ml O; kada je u potpunosti zasi¢en

kiseonikom

0,003 = konstanta rastvorljivosti kiseonika u plazmi koja oznacava da ¢e se 0,003

ml O2/100 ml plazme/mm Hg PaO:
PaO; = arterijski parcijalni pritisak kiseonika

Kada se udise 100% kiseonik pri 1.5 ATA, dolazi do porasta arterijskog
parcijalnog kiseonika (sa 90 mmHg pri udisanju 20,9 % kiseonika, pri 1ATA) na
1053 mmHg, da bi pri pritisku od 2.5 ATA dostigao 2000 mmHg. Kao posledica

povecane oksigenacije procenat fizicki rastvorenog kiseonika pri pritisku od 1,5
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ATA bi porastao na 3,2 vol.% a pri pritisku od 2,5 ATA na 5,6 vol.%. Kako je
hemoglobin u potpunosti saturisan kiseonikom pri pritisku od 2,5 ATA,
ukupna koli¢ina kiseonika koja se u ovakvim uslovima prenosi putem 100 ml
krvi bi iznosila 26,8 vol.%. U ovakvim wuslovima 100% saturisani
oksihemoglobin prelazi iz arterijske u vensku krv, jer fizi¢ki rastvoren kisonik iz
plazme mnogo lakSe prelazi u intersticijumsku tec¢nost (Jain 2004). Kada se
primeni pritisak od 3 ATA koli¢ina od 6,8 ml kiseonika se fizi¢ki rastvara u 100
ml plazme. Ako se minutni volumen srca odrzi u fizioloskim okvirima, ova
koli¢ina kiseonika je dovoljna da zadovolji metabolicke potrebe organizma u
mirovanju. U radu pod naslovom: Zivot bez krvi, I. Boerema je 1960. godine

publikovao ove epohalne eksperimentalne nalaze.

Koli¢ina kiseonika koja se doprema do tkiva zavisi od minutnog

volumena srca i koli¢ine kiseonika u arterijskoj krvi.
DOz =MV x KOz

DO; = dopremanje kiseonika ml/min

MYV = minutni volumen ml/min

U skladu sa Fikovim principom, koli¢ina kiseonika koju preuzme
celokupan organizam u jedinici vremena (VO>) je jednaka koli¢niku minutnog
volumena i koli¢ine kiseonika koju tkiva preuzimaju iz krvi. To se moze
preracunati kao razlika izmedu koli¢ine kiseonika u arterijskoj krvi i krvi
unutar pulmonalne arterije. Osnovna hipoteza hiperbari¢ne oksigenacije se
zasniva na c¢injenici da ¢e povecano snabdevanje kiseonikom u hiperbari¢nim
uslovima, pojacati potrosnju kiseonika i zadovoljiti metabolicke potrebe u

uslovima kada VO, zavisi od DO:..

Prema tome potrosnja kiseonika se za svaki organ moZe preracunati kao
koli¢nik protoka krvi kroz dati organ i razlike izmedu koli¢ine kiseonika u

odgovarajucoj arteriji i koli¢ine kiseonika u odgovarajué¢im venama.
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VO2=Q x ([O2]a - [O2]v)

Q = protok krvi kroz dati organ

[O2]a = koli¢ina kiseonika u odgovarajucoj arteriji
[O2]v = kolic¢ina kiseonika u odgovarajucoj veni

Ekstrakcija kiseonika EO; se definiSe kao razlika izmedu koli¢ine
kiseonika koji su tkiva preuzela iz krvi, i koli¢ine kiseonika koja je dostavljena
do datoga organa, a zavisi od stepena metabolic¢ke aktivnosti datog organa.

[O2]a-[O2]v
[O2]a

EO;=

1.5.2.a. Hiperbari¢na vazokonstrikcija

Za razliku od vazokonstrikcije koja nastaje primenom kateholamina,
hiperbari¢na vazokonstrikcija ne dovodi do smanjenja snabdevanja tkiva
kiseonikom. Hiperoksija u fizioloski o¢uvanom tkivu izaziva vazokonstrikciju,
ali je ovaj fenomen kompenzovan povecanjem sadrzaja kiseonika u plazmi u
mikrovaskularnom prostoru. Znacajno je da se mnaglasi da ovakva
vazokonstrikcija nastaje samo u tkivima koja su u stanju hiperoksije, kao
mehanizam prevencije razvoja kiseoni¢ne toksi¢nosti, dok se ne razvija u
hipoksi¢kim tkivima. Tako, HBO omogucava da parcijalni pritisak kiseonika u
ostecenom tkivu ostane na fizioloSkom nivou (Mathieu 1993). Vazokonstrikcija
u zdravim regionima uz ocuvanje protoka kroz ishemic¢ne regione, dovodi do
redistribucije minutnog volumena upravo ka pogodenim regionima. Ovaj
fenomen je u medicinskoj literaturi poznat kao “Robin Hud efekat”. Sa druge
strane, ova vazokonstrikcija smanjuje edem tkiva u posttraumatskom periodu,
usled smanjenja kapilarne transudacije. Na ovaj nac¢in se doprinosi saniranju
opekotina, kompartment sindroma kao i kras povreda i moZe znacajno

doprineti smanjenu cerebralnog i medularnog edema.
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1.5.2.b. Efekti hiperbari¢ne oksigenacije na eritrocite

Eritrociti su konkavne Cdelije, koje mogu menjati svoj oblik prilikom
prolaska kroz kapilare. Iako je dijametar kapilara manji od dijametra eritrocita,
oni prolaze kroz njih zahvaljujuéi elasti¢nosti njihovih celijskih membrana.

Sposobnost eritrocita da menjaju svoj oblik uti¢e na viskoznost krvi.

Eksperimentalno je pokazano da pri pritiscima manjim od 2 ATA
sposobnost eritrocita da menjaju svoj oblik raste, dok pri vis§im pritiscima opada
(Amin 1995). Promena viskoznosti krvi moze uticati kako na sam protok krvi,

tako i na stepen razmene gasova na nivou kapilara.

1.5.2.c. Efekti hiperbari¢ne oksigenacije na parcijalni pritisak kiseonika u

tkvima

Poslednji korak u kiseoni¢noj kaskadi je transport kiseonika u celije
(konvekcijom i pasivhom difuzijom). Stvarna vrednost parcijalnog pritiska
kiseonika u tkivu nastaje postizanjem ravnoteZe izmedu koli¢ine kiseonika koje
je tkivo preuzelo iz krvi i koli¢ine kiseonika koje su celije iskoristile za svoje
metabolicke potrebe (Popel 1989, Ivanov 2001). Prema tome, sledeéi faktori

uti¢u na parcijalni pritisak kiseonika u tkivu:
1. Lokalne energetske potrebe tkiva u skladu sa stepenom metabolizma,
2. Sposobnost kardiovaskularnog sistema i mikrovaskularne perfuzije,
3. Kapacitet krvi za transport kiseonika,

4. Difuzija kiseonika iz kapilara do mitohondrija u datom tkivu.
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1.5.3. Efekti hiperbari¢ne oksigenacije u centralnom nervnom sistemu

U fizioloskim uslovima cerebralni protok krvi kod odrasle osobe varira
izmedu 50 i 65 ml na 100 g mozdanog tkiva u minuti, dok mikro-redistribucija
moze biti veoma heterogena ¢ak i u veoma bliskim mozdanim regionima
(Purves 1972). U proseku siva masa dobija 69 ml krvi dok istovremeno bela
masa dobija svega 28 ml po 100 g tkiva. To znaci da globalno centralni nervni
sistem dobija izmedu 750 i 900 ml krvi u minuti, Sto iznosi izmedu 15 i 20 %
minutnog volumena (Guyton 2008). Ovakva disproporcija izmedu ukupne
mase mozdanog tkiva i koli¢ine krvi koja se do njega doprema svakoga minuta
je posledica velikih metaboli¢kih potreba najkompleksnijeg organa u ljudskom

organizmu (Paulson 2002, Vavilala 2002, Demchenko 2002).

Dok veéina tkiva u organizmu moze opstati bez kiseonika tokom vise
minuta, a neka ¢ak i do 30 minuta, to nije slucaj sa mozdanim tkivom.
Iznenadni prekid protoka krvi u mozgu ili iznenadni potpuni nedostatak

kiseonika u krvi, mogu izazvati gubitak svesti za 5-10 sekundi.

Energetski metabolizam u moZdanom tkivu je jedinstven. U uslovima
mirnog budnog stanja, metabolizam u mozgu ¢ini oko 15% ukupnog
metabolizma u telu, iako je njegova masa samo 2% ukupne telesne mase
(Guyton 2008). Najveci deo ovog povisenog metabolizma u mozgu odvija se u
neuronima, a ne u glijalnom tkivu. Energetski najzahtevniji proces u

mozdanom tkivu je odrzavanje membranskog aktivnog transporta jona.

Vecina Celija izvan mozdanog tkiva je u stanju da dobija energiju iz
procesa anaerobnog metabolizma. Iako ovi procesi nisu ekonomi¢ni, daju male
koli¢ine energije uz utroSak velikih koli¢ina glukoze i glikogena, oni ipak
omogucavaju tkivima da funkcioni$u i prezive krizne situacije. MoZdano tkivo
nema veliku sposobnost za anaerobni metabolizam. U fizioloskim uslovima
mozdane celije dobijaju svu potrebnu energiju aerobnim metabolizmom

glukoze u mitohondrijama (Calvert 2007).
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Kako u mozdanom tkivu postoje minimalne rezerve glukoze, konstantno
dopremanje glukoze i kiseonika putem krvi do neurona je od vitalnog znacaja
za odrzavanje mozdanog integriteta i funkcija. U fizioloskim uslovima, postoji
linearan odnos izmedu arterijskog parcijalnog pritiska kiseonika (PaO.) i

parcijalnog pritiska kiseonika u moZzdanom tkivu.

Postoje i znacajne varijacije u vrednosti parcijalnog pritiska kiseonika u
razli¢itim zonama mozga. Regionalne varijacije u vrednosti parcijalnog pritiska
kiseonika unutar mozdanog tkiva nastaju usled razli¢itog nivoa neuronalne

akivnosti, lokalnog stepena metabolizma i protoka krvi kroz dati region.

Parcijalni pritisak kiseonika u kranijalnim arterijama iznosi izmedu 90 i
110 mmHg, dok u kranijalnim venama parcijalni pritisak kiseonika iznosi
izmedu 35 i 40 mmHg (Erecinska 2001). Kako se kiseonik stalno preuzima od
strane mozdanog tkiva, ocigledno je da se parcijalni pritisak kiseonika u
mozdanom tkivu mora opisati kao dinamicka, a ne stati¢ka varijabla. Prema
tome parcijalni pritisak kiseonika u mozdanom tkivu se moze najbolje iskazati
kao spektar vrednosti koji varira od 35 do 90 mmHg, u zavisnosti da li se
posmatraju zone koje su u neposrednoj blizini kapilara ili pak zone koje su na
vecoj distanci od kapilara (Zauner 2002a). Treba imati na umu da za svaku
ponaosob moZzdanu zonu, vrednost parcijalnog pritiska kiseonika u fizioloSkim
uslovima fluktuira za oko 5% oko specificne ravnotezne vrednosti.
Eksperimentalno je pokazano da u korteksu pacova vrednost parcijalnog

pritiska kiseonika varira od 1 mmHg do 40 mmHg (Cater 1961).

Dean i saradnici (2003) su polarografskim merenjem utvrdili da pri
udisanju normobari¢nog vazduha, vrednost parcijalnog pritiska kiseonika u
mozdanom tkivu pacova varira izmedu 10-34 mmHg. Prilikom udisanja 100%
kiseonika u hiperbari¢nim uslovima pod pritiskom od 3 ATA, vrednost
parcijalnog pritiska kiseonika u mozdanom tkivu pacova raste na 452 + 68
mmHg, dok pri pritisku od 5 ATA iznosi 917 + 123 mmHg. Pokazali su i da se

dodavanjem ugljen dioksida u inhalacionu smesu, dodatno povecava kortikalni
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parcijalni pritisak kiseonika, usled inhibicije vazokonstriktornog odgovora na
hiperoksiju. Udisanjem mesSavine gasova 95% Oz i 5% COz pri pritisku od 3
ATA, parcijalni pritisak kiseonika u mozdanom tkivu dostize vrednost od 791 +

5 mmHg, dok pri pritsku od 5 ATA iznosi ¢ak 1540 + 94 mmHg.

Sposobnost da poboljSa oksigenaciju mozdanog tkiva dala je osnovu za
istrazivanja mogucénosti primene hiperbaricne oksigenacije u saniranju
patofizioloskih procesa unutar centralnog nervnog sistema. Potvrdeno je da kod
mozdane hipoksije, usled oste¢enja mitohondrijalnih membrana, neadekvatnog
protoka krvi kroz mozdano tkivo, dolazi do smanjenog prelaska kiseonika iz
kapilarne krvi u tkivo (Menzel 1999, Zauner 2002b). Samim tim dolazi i do
smanjenja transporta kiseonika u mitohondrije unutar samih neurona, ¢ime
dolazi do funkcionalnog narusavanja oksidativnog metabolizma (Menzel 1999).
Ovome treba dodati i sledece ¢injenice, da citotoksi¢ni edem i arterio-venski
Santovi mogu povecati difuzionu distancu i preusmeriti protok krvi kroz
kapilarna korita, ¢ime dolazi do naru$avanja ravnoteze izmedu potreba tkiva za

kiseonikom i njegovog dopremanja.

Primenom hiperbaricne oksigenacije povecava se koli¢ina fizicki
rastvorenog kiseonika u plazmi, ¢ime se poboljSava snabdevanje ugroZenog
mozdanog tkiva kiseonikom (Gunther 2004). Podstakao bi se transport
kiseonika do mitohondrija i samim tim preokrenuo disbalans izmedu potreba
za kiseonikom i njegovog neadekvatnog dopremanja. Kako je u zonama
neposredno oko povrede, protok kroz kapilare uglavnom sacinjen od plazme,
povecanje udela fizicki rastvorenog kiseonika u plazmi u hiperbari¢nim
uslovima znacajno doprinosi boljoj oksigenaciji ugrozenog tkiva (Theilen 1994,
Veltkamp 2000). Pored toga treba imati na umu i ve¢ pomenuti efekat
hiperbari¢ne oksigenacije, a to je da dovodi do povecanja fleksibilnosti
eritrocita, ¢ime se dodatno pomaze snabdevanje ugrozenog mozdanog tkiva

kiseonikom (Van Hulst 2003).
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Tokom godina, nalazi eksperimentalnih i klini¢kih studija su pokazali da
hiperbari¢na oksigenacija moze poboljsati oksigenaciju oste¢enog mozdanog
tkiva (Rockswold 2010, Niklas 2004, Daugherty 2004, Reinert 2003, Neubauer
1998). Takode, publikovan je i niz nalaza koji ukazuju da hiperbari¢na
oksigenacija moze da doprinese stabilizaciji energetskog metabolizma posle
mozdane hipoksije-ishemije, te na taj na¢in moZze biti pimenjena kao korisno
neuroprotektivno sredstvo (Golden 2002, Sukoff 2001). Na eksperimentalnim
modelima kako in vitro hipoksije pracene reoksigenacijom (Gunther 2004), tako
i u in vivo modelu ishemije (Gunther 2002), pokazano je da HBO dovodi do
ponovnog uspostavljanja nukleotidnog statusa (ATP/ADP i GTP/GDP
odnosa). Rezultati registrovani na akuthom modelu cerebralne ishemije
ukazuju da HBO dovodi do podizanja nivoa ATP-a u moZdanom tkivu
(Shiokawa 1986) i da dovodi do stabilizacije nivoa glukoze, piruvata i glutamata

(Badr 2001a).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Do danas nije pronadena nijedna specifi¢na supstanca koja moze uticati
na sve patofizioloske procese koji prate mozdanu traumu, niti koja moze
ukloniti sve njene posledice. Mali broj istraZivanja uzima u obzir krucijalni
problem, koji se ispoljava kako u mehanizmu ostecenja, tako i tokom procesa
oporavka, a to je neadekvatna oksigenacija traumatizovanog mozdanog tkiva.

Primena hiperbari¢ne oksigenacije je pokazala da ona moze znacajno
doprineti u terapiji mnogih bolesti razli¢itih etiologija. Stoga je opravdano
razmatrati mogucnost pojave pozitivnih efekata i njihove potencijacije u
traumatizovanom moZzdanom tkivu posle izlaganja molekulskom kiseoniku
pod hiperbaricnim uslovima. Stanoviste da bi adekvatno snabdevanje
mozdanog tkiva kiseonikom u postraumatskom periodu omogucilo o¢uvanje
neo$tecenih neurona kao i brzi oporavak povredenih, dovelo je do ciljeva ovog
istrazivanja. Da li hiperbari¢na oksigenacija posle jednostrane ablacije desnog

senzomotornog korteksa pacova:
e ubrzava oporavak senzomotorne integracije i motornih funkcija,
e utice na oksidativni status u traumatizovanom tkivu,

e utie na procese reaktivne astroglioze i infiltracije monocita u

traumatizovano tkivo,
e dovodi do smanjenja stepena degeneracije neurona i
e dalistvara pogodne uslove za neuronalno remodelovanje.

Krajnji cilj ovog eksperimenta bio bi da se ustanovi da li hiperbari¢na
oksigenacija moZe doprineti poboljSanju neuroloskog oporavka posle
eksperimentalne traumatske povrede mozga, ¢ime bi se ukazalo na mogucénost

njene primene u le¢enju pacijenata sa povredom centralnog nervnog sistema.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. EKSPERIMENTALNI MODEL

Poznato je da postoji analogija u funkcionalnoj organizaciji kortikalnih i
subkortikalnih struktura izmedu ljudskog mozga i mozga glodara. Zato se
korteks pacova moZe smatrati kao dobar model za izu¢avanje procesa u toku

oporavka posle povrede mozga.

U eksperimentu su koris¢eni muZzjaci pacova Wistar soja, uzrasta 10
nedelja, uzgajani u vivarijumu Instituta za medicinsku fiziologiju “Richard

Burian”, Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu.

Protokol istrazivanja je sproveden u skladu sa pravilima dobre
laboratorijske prakse u radu sa eksperimentalnim Zzivotinjama, uz saglasnost
Etickog komiteta Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu (br. odluke
3027/2, doneta 19.02.2010. godine). Eksperimenti su sprovodeni u skladu sa
preporukama za rad sa eksperimentalnim Zivotinjama datim u "Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals” (National Academy Press, Washington,
D. C.1996).

Pacovi su drzani u grupama od po cetiri Zivotinje u prozirnim plasti¢nim
kavezima (55 x 35x 30 cm) oblozenim Su$kom, sa hranom i vodom bez
ogranicenja, u konstantnim ambijentalnim uslovima: temperatura (22 £ 1 °C),
vlaznost (oko 50%) i 12-to ¢asovni ciklus svetlo-tama (svetlo od 09-21 h). Period

aklimatizacije je trajao nedelju dana.

Pre ukljuc¢ivanja u eksperiment Zivotinjama se merila telesna masa. Na
pocetku istraZzivanja nije postojala statisticki znacajna razlika u telesnoj masi
zivotinja kako u okviru jedne grupe tako i izmedu grupa (p > 0,05). Prosecna

telesna masa pacova je iznosila 250 + 30 g.
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3.2. EKSPERIMENTALNI DIZAJN

3.2.1. Eksperimentalne grupe

Posle perioda aklimatizacije, zivotinje su prosle obuku, testirane i po

principu slucajnog izbora rasporedene u grupe (tabela 1).

Tabela 1. Eksperimentalne grupe

Grupa Skracenica | Broj Zivotinja

(n)

Fizioloska kontrola K 8

Fizioloska kontrola + HBO | KHBO 8

Sam kontrola S 8

Sam kontrola + HBO SHBO 8

Lezija L 8

Lezija +HBO LHBO 8

3.2.2. Model traumatske povrede mozga-hirurska procedura

Pre zapocinjanja operacije pacovi su izmereni i u skladu sa njihovom
telesnom masom anestezirani Thiopental-om (Rotex Medica, Germany) u kon-
centraciji od 20 mg/kg telesne tezine intraperitonealno. Posle zapocinjanja
dejstva anestezije, koje je konstatovano po opustanju tonusa misica, Zivotinja je
tiksirana u stereotaksi¢nom aparatu. Kako je operacija vrsena na glavi Zivotinje,
ona je posebno ucvrséena pomocu poluge za koju je zakacena njuska Zivotinje i
boc¢nih drzaca. Prvo se skida dlaka sa gornje strane glave i skalpelom pravi rez,
tako da se raseca koZa i meko tkivo koje se nalazi ispod nje. Lobanja se u
potpunosti ocisti od tkiva i krvi, kako bi se ta¢no mogle da odrede koordinate

kraniotomije.
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Polozaj kraniotomije odreden je u odnosu na bregmu i sredisnju liniju, a
koordinate su sledece: 2 mm ispred bregme, 4 mm iza bregme i 4 mm lateralno
od sredi$nje linije. Koordinate kraniotomije koje odgovaraju polozaju desnog

senzomotornog korteksa kod pacova uzete su prema anatomskom atlasu

(Paxinos 1986) (Slika 1).

Slika 1. Sematski prikaz koordinata kraniotomije.

Zubnom busilicom se stvaraju otvori na odgovarajucoj povrsini kosti
lobanje. Pincetom se odvaja kostani fragment na stranu. Dura se paZljivo iseca
sa tri strane i prebacuje preko kosti lobanje. Hirusko odstranjivanje
senzomotorne kore prednjeg mozga pacova vrsi se metodom sukcione ablacije
(usisavanja). Sam operativni postupak predstavlja blago usisavanje sive

mozdane mase kroz tanki polipropilenski nastavak pomoc¢u vakuma (Slika 2.a).

Vakum sisaljkom se skida siva masa mozga sve do pojave bele mase, sto
je znak da je povreda napravljena. (Slika 2.b). Posle prestanka krvavljenja dura
se vraca preko povredenog dela mozga, a kost se pazljivo vrati u isti poloZaj u
kome se nalazila pre operacije. Zatim se kost fiksira pomocu lepljivog zastitnog

flastera, a koza zaSije hiruskim koncem.
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Slika 2.a Slika 2.b

Slika 2. Hirurska procedura-sukciona albacija. a: Operacija na desnom
senzomotornom korteksu. b: Izolovani mozak operisanog pacova.

LaZzno operisane zivotinje (sham kontrola) prolaze ceo operativni
postupak kao i zivotinje kojima je izvrSena povreda, jedino Sto se njima ne
otvara lobanja, nego se samo na odgovaraju¢im koordinatama napravi rez

busilicom.

Posle operacije zivotinje su drzane na toplom. U Zzelji da smanjimo
mogucnost pojave barotraume bubne opne, odlucili smo da se pre prve HBO
ekspozicije, zivotinjama omogudi spontani izlazak iz stanja opste anestezije.
Rukovodilii smo se i ¢injenicom da je sposobnost Zivotinja da se adaptiraju na
promenu vrednosti atmosferskog pritiska uslovljena i njihovim svesnim
aktivnostima-ponasanjem. U cilju izjednacavanja vrednosti pristiska vazduha u
srednjem uvu, sa povisenim pritiskom u hiperbari¢noj komori, Zivotinje zevaju
i trljaju njusku Sapama. Zbog navedenih razloga, prva HBO ekspozicija
zivotinja koje su prosle kroz anesteziju, sprovodena je 5 ¢asova po zavrsSetku

hirurske intervencije.
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U toku prva dva dana posle hirurske intervencije u cilju izbegavanja
telesnog kontakta i medusobnog nanosenja povreda, Zivotinje su prebacene u
individualne kaveze, uz omogucen vizuelni, olfaktorni i akusticki kontakt.

Posle toga pacovi su ¢uvani u grupama od po cetiri Zivotinje u jednom kavezu.

3.2.3. Protokol hiperbari¢ne oksigenacije

Zivotinje su izlagane 100% kiseoniku u eksperimentalnoj hiperbari¢noj
komori (Slika 3), po sledecem protokolu: 2,5 apsolutne atmosfere (ATA), 60
minuta sa periodom kompresije i dekompresije po 10 minuta (1 m/min),
jedanput dnevno, tokom 10 sukcesivnih dana. Po postizanju Zeljenog pritiska,
dotok kiseonika je smanjen, koncentracijeakiseonika u komori je odrzavana na
vrednosti oko 90%. U cilju smanjenja koncentracije ugljen dioksida u komori,
prilikom svake sesije u komoru je stavljana posuda sa kalcijum karbonatom.

Tokom trajanja tretmana temperatura u komori nije prelazila 279 C.

Slika 3. Eksperimentalne hiperbaricne komore. Na slici su prikazane komore u
laboratoriji za eksperimetnalnu hiperbariécnu medicinu, Instituta za Medicinsku
fiziologiju “Rihard Burian”, Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu.
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3.3. ISPITIVANJE MOTORNIH FUNKCIJA

3.3.1. Ispitivanje senzomotorne integracije - koordinacije, test prelaska preko

llgredell

Za ovaj test aparatura se sastojala od drvene platforme (10 x 5 cm) iznad
koje se na udaljenosti od 10 cm nalazila sijalica (100 W) sa usmerenim svetlom,
kao i od drvene “grede” duZine 122 cm i $irine od 2,5 cm i kartonske kutije (24 x
18 x 20 cm). Aparatura je bila uzdignuta od povrsine celicnim nosa¢ima na
visinu od 70 cm. Pacovi su postavljani na drvenu platformu i procenjivala se
njihova uspesnost tokom prelaska “grede” do kartonske kutije. Za utvrdivanje
korektnosti prelaska, na osnovu proklizavanja zadnje kontralateralne-
“onesposobljene” noge (Goldestein 1990), Zivotinjama su dodeljivane sledece

kategorije:
1- ukoliko je pacov padao sa “grede”,

2- ukoliko pacov nije mogao da prede gredu, ali je postavljanjem noge odrzao

ravnotezu,
3- ukoliko je prelazak izvrSen a noga je “vucena” prilikom prelaska,

4- ukoliko je prelazak izvrSen sa najmanje jednim pravilnim stupanjem

onesposobljene noge na horizontalnu povrsinu,
5- ukoliko je taj procenat ispod 50%,

6- ukoliko se greda prede sa uceS¢em onesposobljenog ekstremiteta u vise od

50% koraka
7- ukoliko nije postojalo vise od dva promasaja “grede” prilikom korac¢anja.

Obuka Zivotinja se sprovodila u periodu od 5 dana pre planirane

operacije, svakoga dana u isto vreme.
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Prvog dana obuke, svaka zivotinja je prosla kroz seriju od tri probna
prelaska. Prilikom prvog prelaska Zivotinja je postavljana na udaljenost od 5 cm
od ciljne kutije. Prilikom drugog prelaska zivotinja je postavljana na polovinu
“grede”, tako da je udaljenost nosa Zivotinje od ciljne kutije iznosila 60 cm.
Prilikom treeg prelaska Zivotinja je postavljana na pocetnu platformu.
Narednih dana obuke Zivotinje su jedanput dnevno postavljane na platformu,
sve dok nisu bile u stanju da u dva uzastopna dana u potpunosti izvrse

prelazak.

3.3.2. Testiranje miSicne snage

Po Zavrsetku obuke prelaska preko “grede” Zivotinje su postavljane na
podlogu za testiranje aparata za merenje snage stiska Sape (Ugo Basile, Milan,
Italy, model 47105) (Savi¢ 2008, Gliter 2004). Povlacenjem za rep, izaziva se
refleks hvatanja. Zivotinja $apom hvata trapezoidni nastavak, koji je povezan sa
transdjuserom. Aparat meri snagu (u gramima) koju ispitivac treba da primeni
prilikom povlacenja repa Zivotinje, da bi se savladala snaga stiska ekstremiteta

zivotinje.

U eksperimentru je registrovana snaga oba zadnja ekstremiteta zivotinje.
Prvo bi im se postavljala kontralateralna, pa zatim ipsilateralna zadnja noga na
trapezoidni nastavak. Procena sposobnosti Zivotinja je testirana dan pre
operacije. U dalju proceduru su uklju¢ene samo Zivotinje kod kojih je utvrden
kriterijum 7 i kod kojih nije registrovana statisticki znacajna razlika izmedu

intenziteta snage zadnjih ekstremiteta.

Testiranja su izvodena po principu slucajnog izbora grupe Zzivotinja, u
isto vreme svakoga dana, po dnevnoj svetlosti. Svaka zivotinja je tri puta
uzastopna testirana, prilikom svake serije merenja. Testiranja su sprovodena

dan pre operacije, zatim treceg, sedmog i desetog dana po operaciji.
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Po zavrsetku HBO ekspozicije i testiranja, Zivotinje su vracane u
providne plasti¢ne kaveze. Istrazivanje je zavrSeno desetog dana dva sata po

zavrsetku testiranja.

3.4. IMUNOHISTOHEMIJA

3.4.1. Antitela
U istrazivanju su kori$¢ena sledeca primarna antitela:

e Poliklonski imunoglobulini (Ig) kuni¢a na glijalni fibrilarni kiseli protein-

GFAP (Dako, Glostrup, Denmark).

.....

ED1 (Seratec, Goettingen, Germany).

e Monoklonski mi$iji imunoglobulini (Ig) na fosforilisane oblike

neurofilamenata-SMI31 (Sigma-Aldrich S.r.l. Milan, Italy).

.....

.....

.....

MAP2 (Seratec, Goettingen, Germany).
Sekundarna antitela koja su kori$¢ena u ovim analizama:

e anti-zecija IgG biotiniziran (Vector Laboratories, Loerrach, Germany).
e anti-kozija IgG biotiniziran (Vector Laboratories, Loerrach, Germany).

e anti-konjska IgG biotiniziran (Vector Laboratories, Loerrach, Germany).

40



SANIRANJE EKSPERIMENTALNE TRAUMATSKE POVREDE MOZGA PRIMENOM HIPERBARICNE OKSIGENACIJE

e anti-zecija IgG Alexa 555 konjugovana (Invitrogen, Loerrach, Germany).

e anti-kozija IgG Alexa 488 konjugovana (Invitrogen, Loerrach, Germany).

3.4.2 Priprema mozgova za imunohistohemiju

Posle dekapitacije, mozgovi su izolovani (n=4, za svaku eksperimentalnu
grupu) i u toku 24 sata fiksirani u 4% paraformaldehidu u 0.1 mol fosfatnom
puferu (PBS) pH=7 preko nodi, a potom su, radi dehidratacije tkiva, stavljeni u
rastvore saharoze rastucih koncentracija (10, 20, 30%) sve dok ne potonu na dno
bocice. Tkivo je zaledeno u 2-metil-butanu (izopentan) na -70°C, zavijeno u

parafilm i ¢uvano u zamrzivac¢u na -70°C do upotrebe.

3.4.3. Secenje preseka mozgova na kriostatu

Preseci debljine 16 pm su iseceni na kriostatu na temperaturi od -23°C i
pazljivo lepljeni na prethodno pripremljene Zelatinizirane ploc¢ice. Tkivo je pre
seCenja temperirano u kriostatu oko 30 minuta na radnoj temperaturi, a plocice
sa ise¢enim tkivom su drZane na sobnoj temperaturi nekoliko sati da se osuse, a

zatim su stavljane u zamrzivac (-70°C) u kome su ¢uvane do upotrebe.

3.4.4. Priprema staklenih ploc¢ica

Preseci mozgova su lepljeni na Zelatinizirane staklene plocice. Proces
zelatiniziranja je sprovoden na sledeci nacin: sat vremena su plocice ostavljane
u koncentrovanom deterdzentu, zatim su isprane, prvo obi¢nom, a posle
destilovanom vodom. Mokre plocice se provlace kroz rastvor Zelatina (0,5%
zelatin, 0,05% hrom-kalijum-sulfat) i ostavljaju da se osu$e u uspravhom

poloZaju na sobnoj temperaturi.
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3.4.5. Imunohistohemijsko bojenje preseka

Imunohistohemijsko bojenje je kvalitativni metod za otkrivanje prisustva
i distribucije odredenog proteina na presecima tkiva koji se zasniva na
specifi¢nosti reakcije antigen-antitelo. Primarna antitela se vezuju za antigene u
tkivu koje treba lokalizovati. Za primarna antitela se vezuju sekundarna
antitela, biotinizovana ili na drugi nacin obeleZena, ¢ime se postiZze pojacavanje

signala. Citav kompleks se vizualizuje vezivanjem nekog vidljivog markera.

3.4.6. Postupak imunohistohemijskog bojenja

Plocice se izvade iz zamrzivaca sa temperature od -70° C i 20 minuta se
suse na vazduhu (temperiranje). Zatim se ispiraju dva puta po pet minuta u
0,01 mol fosfatnom puferskom rastvoru-PBS-u. PBS (0,01 mol) se pravi od 50 ml
0,2 mol NaoHPOy (Sigma-Aldrich S.r.1. Milan, Italy) pH 7,4, 8,7 g NaCl (Sigma-
Aldrich S.r.1. Milan, Italy) i destilovane vode do 1 L

Endogena peroksidaza se blokira 30 minuta u 3% vodonik peroksidu
(H202) (0,5 ml) koji je rastvoren u metanolu (50ml). Blokiranje se vrsi kako ne bi
doslo do geneze nespecifi¢nih signala od strane endogene peroksidaze prilikom
vizualizacije antigena. Posle ¢ega su se plocice ispirale u 0.01 mol PBS-u 2 x 5

minuta.

Blokiranje preseka u vlaznoj komori u trajanju od 30 minuta rastvorom
koji se sastoji od PBS-a i konjskog seruma (Sigma-Aldrich S.r.l. Milan, Italy).

ViSak seruma se ukloni sa plocica bez njihovog ispiranja.

Primarno antitelo razblazeno u 0,01 mol PBS-u se nanosi po kap na svaki
presek na plocici i inkubira u vlaznoj komori preko noci na +4° C. Inkubacija se
prekida ispiranjem plocica u 0,01mol PBS-u 3 x 5 minuta kako bi se uklonio

visak primarnih antitela.
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Zatim se, u zavisnosti od prirode primarnog antitela, nanose
biotinizirana sekundarna antitela, protiv zeca ili misa, koja se specifi¢no vezuju
za ve¢ prisutna primarna antitela. Sekundarna antitela su razblazena u 0,01 mol
PBS-u u odnosu 1 : 200 i inkubirana na sobnoj temperaturi u vlaznoj komori u
trajanju od 2 sata. Visak sekundarnih antitela se uklanja sa plocica njihovim

ispiranjem u 0,01 mol PBS-u, 3 x 5 minuta.

U cilju vizualizacije imunokompleksa vrsi se bojenje preparata DAB-om
(diaminobenzidin tetrahidrohlorid) (Sigma-Aldrich S.r.l. Milan, Italy) koji je
prethodno pripremljen po wuputstvu proizvodaca. DAB reaguje sa
preoksidazom rena i u prisustvu H>O» proizvodi kompleks braon boje. Reakcija

se prekida ispiranjem u tekucoj vodi. Plo¢ice se ispiraju i u destilovanoj vodi.

Zatim se vrsi dehidratacija preseka u seriji alkohola (po 5 minuta u
svakoj koncentraciji): 70%, 96%, 100%. Preseci se 5 minuta prosvetljavaju u
ksilolu. Posle toga preparati se montiraju nanoSenjem DPX (Fluka, Buchs,
Switzerland) i pokrovne plocice. Preseci su analizirani na Axio imager (Zeiss

Gottingen, Germany) mikroskopu i fotografisani digitalnom kamerom.

3.4.7. Histohemijsko bojenje krezil violetom

Krezil violet je bazna boja kojom se obeleZzavaju nervne celije vezivanjem
za Nislovu supstancu koja je prisutna u njima. Neuroni se boje svetlom

nijansom ljubicaste, dok se glijalne celije boje tamnije.

Koris¢en je 0,5% rastvor krezil violeta u 0,3% sircetnoj kiselini. Boja je
diferencirana u seriji alkohola (po 5 minuta u svakoj koncentraciji): 70%, 96%,

100%. Preparati su montirani i analizirani po opisanom principu.
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3.4.8. Imunofluorescentno bojenja fluoro-zadom

Fluoro-zad B (F] B) je fluorohromni derivat fluorescein-a, koji se koristi
za oblezavanje degenerisanih neurona. U naSem istrazivanju koristili smo

modifikovanu metodu po Schmued-u (2000) bojenja sa FJ] B i NeuN-om.

Ploc¢ice (super frost) sa presecma mozdanog tkiva su po 5 minuta
inkubirane prvo u 1% rastvoru NaOH, pa zatim u 80% rastvoru etanola i na
kraju destilovanoj vodi. Zatim su 10 minuta inkubirani, na klackalici u 0,06%

rastvoru kalijumpermanganata (KMnOy) u prekrivenoj posudi.

Posle toga su ispirani 2 minuta u destilovanoj vodi. Zatim su 20 minuta
inkubirani u 0,0004% rastvoru fluoro-zada i NueN. Potom su plocice ispirane 3
x 2 minuta u destilovanoj vodi i ostavljane da se osuse. Preparati su montirani i

analizirani po opisanom principu.

3.5. BIOHEMIJSKE ANALIZE

3.5.1 Priprema uzoraka tkiva za analize

Posle dekapitacije, krv se sakuplja u epruvete i ostavlja da spontano
koaguliSe na sobnoj temperaturi. Centrifugiranjem 5 minuta na 3000 obrtaja
izdvaja se serum. Mozgovi su izolovani i ispirani u ohladenom fizioloSkom
rastvoru. Pazljivo se uklanja kora sa leve i desne hemisfere. Za potrebe analiza
iz svake grupe Zzivotinja, u dva nezavisna eksperimenta, pulovana su po dva
kompatibilna hemikorteksa. Uzorci se homogenizuju u hladnom Ringerovom
rastvoru ultrazvuénim celijskom disrupterom (2000U Ultrasonic Power
Corporation Freeport, II USA 2008) i razblaZzuju Ringerovim rastvorom do
postizanja koncentracije 50 mg/ml, dele u dva jednaka dela i neposredno

analiziraju.
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3.5.2. Analiza enzmske aktivnosti glutation peroksidaze (GPX)

Odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze (GPX) sprovedeno je
kontinuiranim spektrofotokolorimetrijskim merenjem po metodi Wandel A.

(1980).
Princip metode:

2 GSH +Hs0» Glutation Peroxidaza s GSSG + 2Ha0

GSSG + B-NADPH Glutation Reduktaza , B-NADP + 2GSH

Koris¢ene skracenice: GSH - glutation, redukovana forma, GSSG -
glutation, oksidovana forma, B-NADPH - B-nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat, redukovana forma, B-NADP - B-nikotinamid adenin dinukleotid fosfat,

oksidovana forma.
Uslovi merenja: temperatura 25°C, pH=7,0 i svetlosna distanca 1 cm.

Reagens A: natrijum fosfatna-etilendiaminotetrasiréetna kiselina (EDTA)
pufer, pH=7,0 na 25°C. Priprema reagensa A u 100 ml destilovane vode sipano
je 50 mmol dehidratisanog, monobaznog natrijum fosfata i 0,40 mmol soli
natrijum etilendiaminotetrasiréetne kiseline. Pri temperaturi od 25°C podeSena

je pH vrednost na 7,0 sa 1 molarnim rastvorom NaOH.

Reagens B: 1,0 mmol natrijum azida rastovora (Pufer w/Azide).

Pripreman je tako sto je u 50 ml reagensa A unet 1,0 mmol natrijum azida.

Reagens C: B-nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, redukovana forma
(B-NADPH). Pripreman je tako to je u boc¢icu od 1,0 mg B-nikotinamid adenin

dinukleotid fosfata, redukovana forma, unetse tetranatrijumska so).

Reagens D: Rastvor enzima glutation reduktaze (GR). Pripreman je
neposredno pre upotrebe, rastvor koji sadrzi 100 jedinica u 1 ml glutation

reduktaze u hladnoj destilovanoj vodi.
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Reagens E: 200 mmol glutation, redukovana forma (GSH). Pripreman je

rastvaranjem glutationa-free acid, redukovane forme u 5 ml destilovane vode.

Reagens F: natrijum fosfatni pufer sa ditiotreitolom, pH=7,0 na 25°C
(Pufer w/DTT). U 100 ml destilovane vode uneto je 10 mmol-a dehidratisanog,
monobaznog, Natrijum fosfata i 10 mmol DL-ditiotreitola. Pri temperaturi od

250C podesena je pH vrednost na 7,0 sa 1 mol rastvorom NaOH.

Reagens G: Rastvor enzima glutation peroksidaze. Neposredno pre
upotrebe, pravljen je rastvor koji sadrzi 1,5-3,0 jedinice u 1 ml glutation

peroksidaze u hladnom reagensu F.

Reagens H: 0,042% vodonik peroksid neposredno je pravljen

razblaZivanjem 30% rastvora vodonik peroksida u 5 ml destilovane vode.
Hemikalije su nabavljene od Sigma-Aldrich S.r.1. Milan, Italy.

Procedura: Reakcioni koktel: pipetiranjem u reagens C (B-NADPH) 9,2
ml Reagensa B (Pufer w/Azide), 0,1 ml reagensa D (GR) i 0,05 ml Reagensa E
(GSH). Rastvor je promesan i po potrebi korigovan na pH 7,0 sa 1 mol HCl ili sa
1 mol NaOH.

Pipetirane su sledece koli¢ine rastvora, izrazene u ml epruvete za

merenje:

Test Proba
Reakcioni koktel 3,00 3,00
Reagens F (Pufer w/DTT) / 0,05
Reagens G (Glutation Peroksidaza) 0,05 /

Promesani rastvor je inkubiran na 25°C. Spektrofotokolorimetrijski je
oc¢itavana apsorbanca do uspostavljanja konstantnih uslova, na talasnoj duzini

340 nm. Posle toga dodavan je:
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Test Proba
Reagens H (ml) 0,05 0,05

Neposredno posle mesanja, oc¢itavano je smanjenje apsorbanse tokom 5
minuta, na talasnoj duZzini 340 nm. Preracunavana je razlika u apsorbanci u

odnosu na vreme, uz pomo¢ linearne stope za testirani uzorak i probu.

Finalna koncentracija u uzorku: U 30,5ml reagensne smese, finalna
koncentracija je 48 mmol natrijum fosfata, 0,38 mmol etilendiamintetrasiréetne
kiseline, 0,12 mmol redukovane forme B-nikotinamid adenin dinukleotid fosfat,
0,95 mmol Natrijum Azida, 3,2 jedinice Glutation reduktaze, 1 mmol glutationa,
0,02 mmol DL-ditiotreitola, 0,0007% (w/w) vodonik peroksida i 0,075-0,15

jedinica glutation peroksidaze.

Izra¢unavanje:

(AA3s0nm/min Test - AAs40nm/min Proba)(2) (3,1) (df)
(6,22) (0,05)

Jedinica/ml enzima =

2 = 2 umola GSH stvorena po pumolu oksidiovae f-NADPH

3,1 = Ukupna zapremina u ml uzorka

df = dilucioni faktor

6,22 = Milimolarna ekstinkcija koeficijenta B-NADPH oc¢itana na 340 nm
0,05 = Zapremina ( u mililitrima ) enzima koji su kori$éeni u reakciji

jedinice / ml enzima

Jedinica / mg suvi ostatak = -
mg suvog ostatka / ml enzima

jedinice / ml enzima

Jedinica / mg proteina = - -
mg proteina / ml enzima
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Definicija jedinice: Jedna jedinica katalizuje oksidaciju 1 pmol-a
redukovanog glutationa u oksidovani glutation pomocé¢u H>O>, tokom jednog

minuta na pH 7,0 pri temperaturi od 25° C.

3.5.3. Analiza enzimske aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

Princip metode: Aktivnost ukupne superoksid dismutaze odredivana po
metodi McCord i Fridovich (1969) u sistemu citohrom c (Fe3*)/ksantin/ksantin
oksidaza. Metoda se zasniva na tome da superoksid radikal, koji se generise u
reakciji sa ksantin oksidazom, redukuje citohrom c (Fe3* u Fe?*) $to je praceno
promenom kontinuiranim spektrofotokolorimetrijskim merenjem apsorbance
na 550 nm. Superoksid dismutaza, ako je prisutna u uzorku, dismutirace ovaj
superoksid radikal tako da ¢e se smanjiti brzina redukcije citohroma c. Ovo
smanjenje je proporcionalno aktivnosti SOD. Kao jedinica aktivnosti superoksid
dismutaze definisana je ona aktivhost SOD potrebna za smanjenje brzine

redukcije za 50 % (pri promeni apsorbance od 0,025/ min).

Reagensi: 0,5 mol KH2POy4, 0,5 mol Na2HPO4,100 mmol EDTA, 100 mmol
NaNj3, 50 pmol ksantin, ksantin oksidaza (XOD, iz kravljeg mleka), 20 p mol

citohrom c (Fe3*) (iz konjskog srca, tip III). Hemikalije su nabavljene od Sigma-

Aldrich S.r.1. Milan, Italy.
Postupak:

Rastvor A: pripreman je meSanjem 0,57 ml KH>POy, 3,14 ml Na,HPOs,
0,1 ml EDTA, 1,0 ml NaNj3, 1,0 ml ksantina, 0,4 ml citohroma c. Posuda u kojoj
se nalazila smeSa dopunjavana je do 100 ml sa destilovanom vodom. Rastvor je
promesan i korigovan na pH 7,8 sa 1 mol HCl ili pak sa 1 mol NaOH. Kako je
rastvor stabilan tri dana na +4°C pripreman je pre ocitavanja i ¢uvan u

frizideru. Tokom rada drzan je na sobnoj temperaturi.
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Rastvor B: pripreman je mesanjem 0,2 U XOD/ml u 0,1 mmol EDTA,

rastvor je drzan na ledu, i pravljen je svez svakog dana.

Reakcioni koktel: 1,3 ml rastvora A, 25-100 pl uzorka, 0,1 ml rastvora B,
ako je postojala potreba dopunjavana je posuda sa destilovanom vodom do 1,5
ml. Reakcija odpocinje dodavanjem rastvora B, a apsorbanca se prati u toku tri
minuta. Promena apsorbance slepe probe treba da iznosi 0,025/ minuti. Reakcija

se odigrava na sobnoj temperaturi.

Izra¢unavanje: Aktivnost SOD je izrazavana u jedinicama aktivnosti po

mg proteina.

3.5.4. Odredivanje stepena lipidne peroksidacije-koncentracije

malondialdehida (MDA) u mozdanom tkivu i serumu

Princip metode: Ustanovljenoj od strane Dillard i Tappel (1984) i
modifikovnoj od strane Mohanakumar i saradnika (1994). Tiobarbituratna
kiselina (TBA) reaguje sa malondialdehidom (MDA), koji je jedan od krajnjih
proizvoda lipidne peroksidacije. Na poviSenoj temperaturi, u kiseloj sredini
MDA ucestvuje u reakcijama nukleofilne adicije sa TBA, pri ¢emu nastaje
konjugat crvene boje (u odnosu 1 MDA : 2 TBA), sa pikom apsorpcije na 532
nm. Nativna (inicijalna) koli¢ina lipidnih peroksida odnosno reaktanata sa TBA
u homogenatu kortikalnog tkiva, odreduje se sprecavanjem procesa lipidne
peroksidacije u fazi zagrevanja inkubacione smese, dodavanjem antioksidansa
butiliranog hidroksi-toluena (BHT). Intenzitet indukovane lipidne peroksidacije
koja se pokrece u in vitro uslovima odreduje se dodavanjem fero jona (Fe3*) i

askorbinske kiseline.

Reagensi: kalijum hlorid (KCl), Morova so, askorbinska kiselina,
tiobarbiturna kiselina (TBA), butilirani hidroksi-toluen (BHT). Hemikalije su

nabavljane od Sigma-Aldrich S.r.1. Milan, Italy.
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Postupak: po 2 ml homogenizovananih uzoraka razblazenih u KCl-u su
sipani u 2 epruvete. U prvu epruvetu u kojoj se odreduje sadrzaj nativnih
lipidnih peroksida, dodaje se 0,2 ml rastvora BHT-a. U drugu epruvetu u kojoj
se odreduje sadrZaj lipidnih peroksida posle indukovane peroksidacije, dodaje

se 0,1 ml rastvora Morove solii 0,1 ml askorbinske kiseline.

Treca epruveta sluzi kao slepa proba i u nju se dodaje 2,2 ml rastvora

KCl-a.

Sve tri epruvete se inkubiraju u vodenom kupatilu na 37°C u trajanju od
10 minuta. Zatim se u sve tri epruvete sipa po 1 ml trihlorsiréetne kiseline i 1 ml
rastvora TBA. SadrZaj se dobro promesa i inkubira 10 minuta u klju¢alom
vodenom kupatilu. Posle 10 minuta centrifugiranja na 3000 obrtaja, epruvete se
prenose do spektrofotokolorimetra i ¢ita apsorbanca superanatanta na talasnoj

duzini od 540 nm.

Izrac¢unavanje: Koncentracija MDA se odreduje pomoc¢u nanomolarnog

apsorpcionog koeficijenta i formule:
Nativni sadrzaj lipidnih peroksida u tkivu u nmol/mg tkiva (Nmpa):

(An— Asp) y tV
£ pV

NMmpa = x Rx10

Sadrzaj lipidnih peroksida posle stimulisane peroksidacije u u nmol/mg

tkiva (Smpa):

(As — Asp) y tV
€ pV

SMpa= x Rx10

e = Apsorpcioni koeficijent za MDA-TBA konjugat. Na 540 nm iznosi
0,156 ml/(nmol x cm)

R = razblazenje homogenata

10 = faktor za preracunavanje na mg tkiva
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tV = ukupni volumen u epruveti
pV = volumen uzorka

Sadrzaj indukovanih peroksida se izracunava iz razlike u sadrZaju

lipidnih peroksida pre i posle stimulacije.

3.6. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Svi numericki parametri su prikazani kao srednja vrednost + standardna
greska i u procentima + standardna greska. Za testiranje znacajnosti razlike
koris¢éen je Studentov t test za nezavisne i vezane uzorke, analize varijanse
(ANOVA za ponovljena merenja), generalni linearni model i korelacija.
Verovatnoca nulte hipoteze manja od 0,05 smatrana je statisticki znac¢ajnom (p <
0,05). Svi parametri dobijeni tokom istraZzivanja obradivani su upotrebom

kompjuterskog statistickog programa SPSS 12,0 for Windows.
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4. REZULTATI

4.1. TELESNA MASA

Zivotinjama je merena telesna masa pre hirurgke procedure, odnosno pre
zapocinjanja prvog seta testiranja i po zavrSetku poslednjeg seta testiranja

(Tabela 2).

Tabela 2. Telesna masa zivotinja

Telesna masa (g)
Grupa Dan 0. Dan 10.
K 235+ 15 265+ 15
KHBO 245+ 25 280+ 20
S 220 + 20 255 + 25
SHBO 255 +10 290 + 15
L 225+ 20 250+ 25
LHBO 230 £ 20 255+ 25

U tabeli su prikazane srednje vrednosti + standarna greska telesne mase Zivotinja u
gramima, na dan operacije i deset dana posle.

Desetog dana istrazivanja u svim grupama registrovan je statisticki
znacajan nivo razlike u telesnoj masi u odnosu na rezultate ostvarene prilikom
prvog merenja (p < 0,05). Zivotinje iz svih grupa su tokom 10 dana istrazivanja
znacajno povecale svoju telesnu masu. Statisticki znacajna razlika u telesnoj

masi je uo¢en izmedu grupe SHBO u odnosu na grupe S, L i LHBO (p < 0,05).
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4.2. REZULTATI ISPITIVANJA MOTORNIH FUNKCIJA

4.2.1. Rezultati ispitivanja senzomotorne integracije - koordinacije, test

prelaska preko “grede”
Dan 0:

Tokom ove serije testiranja, sve zivotinje iz svih grupa su prilikom
svakog prelaska preko “grede” ostvarile maksimalan kriterijum 7. Kako su
prilikom svih narednih testiranja sve Zivotinje iz grupa K, KHBO, S i SHBO
nastavile da ostvaruju maksimalan kriterijum 7 (Slika 4), u daljim poredenjima

smo prikazivali samo rezultate ostvarene u grupi K.
Dan 3:

U odnosu na rezultate ostvarene prilikom prve serije testiranja, kod
zivotinja iz grupa L treCeg dana posle operacije registrovano je statistic¢ki
znacajno (p < 0,05) smanjenje sposobnosti motorne koordinacije (55% u odnosu
na dan 0). Kod zivotinja iz grupe LHBO registrovana je takode statisticki
znacajna redukcija (p < 0,05) lokomotorne sposobnosti (45% u odnosu na dan 0)

(Slika 5).

Kao 8to smo istakli Zzivotinje iz kontrolnih grupa, su tokom svih
testiranja postizale maksimalan kriterijum, tako da su u odnosu na njih Zivotinje
iz grupa L i LHBO treceg dana posle operacije prikazale statisticki znacajno

smanjenje sposobnosti motorne koordinacije (p < 0,05) (Slika 5).
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Slika 4. Graficki prikaz rezultata testa prelaska preko “grede” pacova kojima nije
naruSen integritet moZdanog tkiva. Na apscisi su prikazani dani testiranja
eksperimentalnih Zivotinja iz slede¢ih grupa: K kontrolna grupa - intaktne Zivotinje
(n=8), KHBO kontrolna grupa - intaktne Zivotinje koje su prosle kroz HBO protokol
(n=8), S sam kontrola - lazno operisane Zivotinje (n=8), SHBO- laZzno operisane
zivotinje koje su prosle kroz HBO protokol (n=8). Na ordinati su prikazani srednje
vrednosti rezultata za datu grupu, dobijene iz tri nezavisna sukcesivna prelaska preko
“grede” svakog pacova, u kriterijum + standardna greska.
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Dan 7:

Sedmog dana testiranja kod zivotinja iz grupa L i LHBO registrovan je
statisti¢cki znacajno poboljsanje motorne koordinacije (p < 0,05), u odnosu na
rezultate koje su ostvarile treceg dana. Medutim, i dalje je u grupama L (29%) i
LHBO (12%) postojalo statisticki znacajno smanjenje lokomotorne sposobnosti
(p <0,05) u odnosu na rezultate dobijene kod ostalih kontrolnih grupa Zivotinja,

kao i u odnosu na uspsenost prelaska preko “grede” dan pre operacije (Slika 5).
Dan 10:

Kod zivotinja iz grupe L desetog dana posle operacije, zapaza se
statisticki znacajno poboljsanje motorne koordinacije (p < 0,05) u odnosu na
rezultate ostvarene sedmog dana i treceg dana. U proseku su Zzivotinje iz ove
grupe ostvarile kriterijum od 5,8 + 0,4. Medutim, uspe$nost prelaska preko
“grede” jos uvek je statisticki znac¢ajno niza (p < 0,05) u grupi L (18%) u odnosu

na kontrolne grupe (Slika 6).

Sve zivotinje iz grupe LHBO su desetog dana, barem prilikom jednog
prelaska preko “grede”, dostigle najvisi kriterijum 7 (6,9 % 0,1), $to predstavlja
statisticki znacajno (p < 0,05) poboljsanje motorne koordinacije u odnosu na
rezultate ostvarene sedmog i treceg dana. Desetog dana nije registovana
statisticki znacajna razlika (p > 0,05) u nivou kriterijuma izmedu grupe LHBO

(3%) i kontrolnih grupa (Tabela 3).

Najznacajniji nalaz je da su desetog dana u grupi L ragistrovane za 19%
niZze vrednosti lokomotorne koordinacije u odnosu na grupu LHBO, §to znaci
da je HBO znadajno podstakao motornu aktivnost nakon ablacije

senzomotornog korteksa pacova.
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Slika 5. Graficki prikaz rezultata test prelaska preko “grede” pacova kojima je
naruSen integritet moZdanog tkiva. Na apscisi su prikazani dani testiranja
eksperimentalnih Zivotinja iz slede¢ih grupa: K-kontrolna grupa intaktne Zivotinje
(n=8), L-operisane Zivotinje (n=8), LHBO-operisane Zivotinje koje su prosle kroz HBO
protokol (n=8). Na ordinati su prikazane srednje vrednosti rezultata za datu grupu
dobijene iz tri nezavisna prelaska preko “grede” svakog pacova, u procentima *
standardna greska. Vrednosti ostvarene prilikom prvoga testiranja su uzimane za
100%. * p < 0,05 vs. K za dati dan testiranja, # p < 0,05 vs. L za dati dan testiranja, + p <
0,05 u odnosu na vrednosti ostvarene u prethodnom testiranju u okviru iste grupe.
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Slika 6. Graficki prikaz rezultata testa prelaska preko “grede” pacova kojima je
naruSen integritet moZdanog tkiva. Na apscisi su prikazani dani testiranja
eksperimentalnih Zivotinja iz slede¢ih grupa: K kontrolna grupa-intaktne Zivotinje
(n=8), L-operisane Zivotinje (n=8), LHBO-operisane Zivotinje koje su prosle kroz HBO
protokol (n=8). Na ordinati su prikazane srednje vrednosti za datu grupu, dobijene iz
tri nezavisna prelaska preko “grede” svakog pacova, u obliku kriterijumi * standardna
greska. * p < 0,05 vs. K za dati dan testiranja, # p < 0,05 vs. L za dati dan testiranja, + p
< 0,05 u odnosu na vrednosti ostvarene u prethodnom testiranju u okviru iste grupe.

57



SANIRANJE EKSPERIMENTALNE TRAUMATSKE POVREDE MOZGA PRIMENOM HIPERBARICNE OKSIGENACIJE

Tabela 3. Ispitivanje senzomotorne integracije - koordinacije, test prelasaka

preko “grede”
Grupa Dan 0. Dan 3. Dan?7. Dan 10.
K 70 70 70 70
KHBO 70 70 70 70
S 7+0 7+0 7+0 7+0
SHBO 7+0 7+0 7+0 7+0
L 70 31+0.7 5+£1.2 58+0.4
LHBO 70 39+£09 6.2+0.5 6.9+0.1

U tabeli su prikazani rezultati testa prelaska preko “grede” u vidu srednje vrednosti
ostvarenih kriterijuma, izra¢unate iz tri sukcesivna prelaska svake Zivotnje *
standardna greska, za svaku seriju testiranja.

4.2.2. Rezultati testiranja misSiéne snage
Dan 0:

Prilikom prvog seta testiranja nije registrovana statisticki znacajna
razlika u intenzitetu snage zadnje kontralateralne-onesposobljene noge, kako
kod zivotinja unutar svake grupe (p > 0,05), tako ni izmedu grupa (p > 0,05)
(Tabela 4). Takode, nije registrovana statisticki znacajna razlika izmedu
intenziteta snage zadnje kontralateralne i zadnje ipsilateralne noge kod
pojedinacne zivotinje, ni unutar grupe (p > 0,05), kao ni izmedu grupa (p > 0,05)

(Slika 7) (Tabela 4).
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Testiranje miSi¢ne snage 0 dan
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Slika 7. Graficki prikaz rezultata testa snage ipsilateralne i kontralateralne zadnje
noge 0 dana testiranja. Na apscisi su prikazani kontralateralni i ipsilateralni zadnji
ekstremiteti, eksperimentalnih Zivotinja iz slede¢ih grupa: K kontrolna grupa-intaktne
zivotinje (n=8), L-operisane Zivotinje (n=8), LHBO-operisane zivotinje koje su prosle
kroz HBO protokol (n=8). Na ordinati su prikazani rezultati ostvareni 0 dana testiranja
u vidu srednje vrednosti za datu grupu, dobijene iz tri nezavisna merenja snage stiska
svake Zivotinje u gramima + standardna greska.
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Dan 3:

Treceg dana testiranja unutar grupa K i KHBO nije registrovan statisti¢ki
znacajan nivo razlike u intenzitetu snage zadnjih ekstremiteta (p > 0,05).
Takode izmedu ove dve grupe nije registrovan statisticki znacajan nivo razlike
u intenzitetu misicne snage kontralateralnog (p > 0,05), a ni ipsilateralnog

zadnjeg ekstremiteta (p > 0,05) (Tabela 4).

Tako je kod pacova iz grupa S i SHBO tre¢eg dana testiranja registrovan
pad intenziteta snage kod oba zadnja ekstremiteta, uocena razlika nije statisti¢ki
znacajna, kako u odnosu na vrednosti ostvarene prvog dana u okviru ovih
grupa (p > 0,05), tako i u odnosu na rezultate ostvarene treceg dana u grupama

K i KHBO (p > 0,05) (Tabela 4).

Takode, unutar grupa K, KHBO, S i SHBO, posmatrano pojedina¢no, nije
postojala statisticki znacajna razlika (p > 0,05) izmedu intenziteta snage

kontralateralnog i ipsilateranog zadnjeg ekststremiteta (Tabela 4).

U okviru grupa L i LHBO treceg dana testiranja registrovana je statisticki
znacajna razlika u intenzitetu snage zadnje kontralateralne noge u odnosu na
vrednosti ostvarene u okviru tih grupa u 0 danu (p < 0,05) (Slika 8). Takode,
unutar grupa L (39%) i LHBO (27%) postojala je statisticki znacajna razlika u
intenzitetu snage onesposobljenog-kontralateralnog i ipsilateranog zadnjeg
ekststremiteta (p < 0,05) (Slika 8). Medutim, izmedu prosecnih vrednosti
intenziteta snage onesposobljene-kontralateralne zadnje noge pacova iz grupa L

i LHBO nije registrovana statisticki znacajna razlika (p > 0,05) (Slika 8).

U odnosu na rezultate intaknih pacova iz grupe K, kod zivotinja iz grupa
L smanjen je intenzitet miSicne snage za 51%, a u grupi tretiranim sa HBO
(LHBO) za 38% (p < 0,05), sto znaci da se mi$i¢na snaga pod dejstvom HBO
ubrzano opopravlja (Slika 8) (Tabela 4).
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Slika 8. Graficki prikaz rezultata testa snage ipsilateralne i kontralateralne zadnje
noge 3 dana testiranja. Na apscisi su prikazani kontralateralni i ipsilateralni zadnji
ekstremiteti, eksperimentalnih Zivotinja iz slede¢ih grupa: K kontrolna grupa-intaktne
zivotinje (n=8), L-operisane Zivotinje (n=8), LHBO-operisane Zivotinje koje su prosle
kroz HBO protokol (n=8). Na ordinati su prikazani rezultati ostvareni treceg dana
testiranja u vidu srednje vrednosti za datu grupu, dobijene iz tri nezavisna merenja
snage stiska, svake Zivotinje, u gramima + standardna greska. * p < 0,05 ipsilateralno
vs. kontralateralno za datu grupu, # p < 0,05 vs. K.
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Dan 7:

Sedmog dana testiranja izmedu grupa K, KHBO i SHBO nije
registrovana statisticki znacajana razlika (p > 0,05) izmedu prose¢nih vrednosti
intenziteta snage zadnjih ekstremiteta. Takode, u grupama K i KHBO nije
registrovan statisti¢ki zna¢ajan nivo razlike u odnosu na prethodna dva merenja

(p > 0,05) (Tabela 4).

lako je kod grupa S i SHBO sedmog dana testiranja do$lo do porasta
intenziteta snage kod oba zadnja ekstremiteta u odnosu na rezultate ostvarene
tre¢ega dana, razlika je samo u grupi SHBO dostigla nivo statisti¢ke znacajnosti
(p < 0,05) (Tabela 4). Rezultati u okviru grupa S i SHBO sedmoga dana nisu
pokazivali statisticki znacajnu razliku u odnosu na vrednosti koje su

registrovane u ovim grupama prvoga dana (p > 0,05) (Tabela 4).

Sedmog dana je i dalje postojala statisticki znacajna razlika (p < 0,05)
izmedu intenziteta snage onesposobljene- zadnje kontralateralne noge, izmedu
grupa L i LHBO u odnosu na rezultate intaknih pacova (L vs. K =26% i LHBO
vs. K = 23%) (Slika 9). Sedmoga dana u okviru grupa L i LHBO registrovan je
statisticki znacajan porast intenziteta snage zadnje kontralateralne noge u
odnosu na rezultate ostvarene trecega dana (p < 0,05). Medutim, razlika izmedu
intenziteta snage kontralateralnog u odnosu na ipsilateralni zadnji ekstremitet u
ove dve grupe je bila statisticki znacajna (p < 0,05). Kod pacova u grupi L je

iznosila 23% a u grupi LHBO 20% (Slika 9) (Tabela 4).

U isto vreme, izmedu pacova iz grupa L i LHBO nije registrovana
statisticki znacajna razlika (p > 0,05) izmedu prose¢nih vrednosti intenziteta

snage onesposobljenog-kontralateralnog zadnjeg ekstremiteta (Slika 9) (Tabela

1),
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Slika 9. Graficki prikaz rezultata testa snage ipsilateralne i kontralateralne zadnje
noge 7 dana testiranja. Na apscisi su prikazani kontralateralni i ipsilateralni zadnji
ekstremiteti, eksperimentalnih Zivotinja iz slede¢ih grupa: K kontrolna grupa-intaktne
zivotinje (n=8), L-operisane Zivotinje (n=8), LHBO-operisane Zivotinje koje su prosle
kroz HBO protokol (n=8). Na ordinati su prikazani rezultati ostvareni sedmog dana
testiranja u vidu srednje vrednosti za datu grupu, dobijene iz tri nezavisna merenja
snage stiska, svake Zivotinje, u gramima + standardna greska. * p < 0,05 ipsilateralno
vs. kontralateralno za datu grupu, # p < 0,05 vs. K.
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Dan 10:

Desetog dana testiranja unutar grupa K i KHBO registrovano je
podjednako povecanje intenziteta snage kod oba zadnja ekstremiteta u odnosu
na vrednosti ostvarene u merenjima treceg i sedmog dana, ali nije dostignut
nivo statisticke znacajnosti (p > 0,05), dok je u odnosu na vrednosti registrovane

u nultom danu postignut nivo statisticke znacajnosti (p < 0,05) (Tabela 4).

U grupama S i SHBO desetoga dana je takode registrovano podjednako
povecanje intenziteta snage kod oba zadnja ekstremiteta, koje je kod Zivotinja iz
grupe SHBO dostiglo statisticki zna¢ajan nivo razlike samo u odnosu na
rezultate ostvarene trecega dana (p < 0,05). Kod Zivotinja iz grupe S uocen je
statisti¢ki znacajan nivo razlike u odnosu na rezultate ostvarene treceg i prvoga

dana (p <0,05) (Tabela 4).

Desetog dana je i u grupama L i LHBO registrovan porast intenziteta
snage zadnje kontralateralne noge, koji je u odnosu na rezultate ostvarene
treceg i sedmog dana dostigao nivo statisticke znacajnosti (p < 0,05) (Slika 11).
Medutim, u ove dve grupe je i dalje postojala statisticki znacajna razlika izmedu
intenziteta snage zadnje kontralateralne noge, koji su registrovani desetog dana

u odnosu na vrednosti ostvarene 0 dana testiranja (p < 0,05) (Slika 11).

Desetoga dana postojala je statisticki znacajna (p < 0,05) razlika izmedu
prosecnih vrednosti intenziteta snage onesposobljene-kontralateralne zadnje
noge u grupama L i LHBO u odnosu na intaktne Zivotinje (L vs. K manje za 23%

i LHBO vs. K manje za 11%).

Registrovana razlika u intenzitetu misi¢ne snage zadnje kontralateralne
noge kod zivotinja iz grupe LHBO desetoga dana, u odnosu na rezultate
dobijene kod Zivotinja iz grupe L je bila statisticki znacajna u smislu povecanja

miSi¢ne snage (LHBO vs. L vece za 14%) (p < 0,05) (Slika 10).

64



SANIRANJE EKSPERIMENTALNE TRAUMATSKE POVREDE MOZGA PRIMENOM HIPERBARICNE OKSIGENACIJE

Testiranje miSi¢ne snage 10 dan

250
.
*
200 - il
* #
g 150 oK
& mL
D 100 @ LHBO
50
0 T
Kontralalteralno Ipsilateralno

Slika 10. Graficki prikaz rezultata testa snage ipsilateralne i kontralateralne zadnje
noge 10 dana testiranja. Na apscisi su prikazani kontralateralni i ipsilateralni zadnji
ekstremiteti, eksperimentalnih Zivotinja iz slede¢ih grupa: K kontrolna grupa-intaktne
zivotinje (n=8), L-operisane Zivotinje (n=8), LHBO-operisane Zivotinje koje su prosle
kroz HBO protokol (n=8). Na ordinati su prikazani rezultati ostvareni desetog dana
testiranja u vidu srednje vrednosti za datu grupu, dobijene iz tri nezavisna merenja
snage stiska, svake Zivotinje, u gramima + standardna greska. * p < 0,05 kontralateralno
vs. ipsilateralno za datu grupu, # p <0,05vs. K, + p<0,05vs. L
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Slika 11. Graficki prikaz rezultata testa snage zadnje kontralateralne noge tokom
svih 10 dana testiranja. Na apscisi su prikazani dani testiranja eksperimentalnih
zivotinja iz sledec¢ih grupa: K kontrolna grupa-intaktne Zivotinje (n=8), L-operisane
zivotinje (n=8), LHBO-operisane Zivotinje koje su prosle kroz HBO protokol (n=8). Na
ordinati su prikazani rezultati testiranja snage zadnje kontralateralne noge u vidu
srednje vrednosti za datu grupu, dobijene iz tri nezavisna merenja snage stiska, svake
zivotinje, u procentima u odnosu na rezultat ostvaren 0 dana testiranja koji je uziman
za 100% = standardna greska. * p < 0,05 vs. merenje 0 dana u okviru iste grupe, $ p <
0,05 u odnosu na rezultat prethodnog meranja u okviru iste grupe, # p < 0,05 vs. K
datoga dana merenja, + p < 0,05 vs. L datoga dana merenja.
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Prose¢no registrovani intenzitet snage zadnje kontralateralne noge kod
zivotinja iz grupe LHBO desetoga dana je iznosio 192 + 19 g, dok je kod
zivotinja iz grupe L iznosio 168 + 15 g (Tabela 4).

Desetoga dana testiranja registrovana je statisticki znacajna razlika
izmedu intenziteta snage zadnje kontralateralne u odnosu na zadnju
ipsilateralnu nogu (p < 0,05) unutar grupe LHBO od 9% i unutar grupe L od
22%. Desetog dana testiranja razlika izmedu intenziteta snage zadnje
kontralateralne i ipsilateralne noge unutar grupe LHBO je iznosila 22 £ 2 g, a

unutar grupe L 47 + 2 g (Tabela 4).

Desetog dana testiranja u svim grupama je registrovana statisticki
znacajna razlika u intenzitetu snage zadnje ipsilateralne noge u odnosu na prvi
dan testiranja (p < 0,05), ali nije postojala statisticki znacajna razlika izmedu
grupa (p > 0,05). Tokom svih testiranja unutar grupa K, KHBO, S i SHBO nije
registrovana statisticki znacajna razlika izmedu inteziteta snage zadnje

kontralateralne i zadnje ipsilateralne noge (p > 0,05) (Tabela 4).
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Tabela 4. Testiranje misiéne snage-Test snage stiska

Dan 0. Dan 3. Dan?7. Dan 10.
Noga X- y- X- y- X- y- X~ y-
lateral | lateral | lateral | lateral | lateral | lateral | lateral | lateral
Grupa
K 206+ | 205+ 208+ | 207+ | 212+ | 209+ | 217+ | 217+
10g 10g 10g 10g 12¢ 10g 7g 6g
KHBO | 198+ | 195+ 202+ | 199+ | 210+ | 210+ | 216+ | 217+
20g lég 18¢g 19¢ 10g 19¢ 8g 7g
S 185+ | 186+ 169+ | 167+ | 183+ | 186+ | 198+ | 201 +
23¢g 22¢ 2lg 19¢ 23¢g 23¢g 2lg 19¢
SHBO | 213+ | 212+ 191+ | 190+ | 210+ | 210+ | 219+ | 218+
9¢ 10g 6g 6g 5¢ 6g 8¢g 5¢g
L 200+ | 203 £ 106+ | 174+ | 154+ | 199+ | 167+ | 214
28g 24¢g 32¢g 23g 20g 17¢g 15¢g 15¢g
LHBO | 202+ | 200+ 130+ | 176+ | 163+ | 201+ | 191+ | 212+
27g 26g 30g 21g 20g 21g 18¢g 21g

U tabeli su prikazani rezultati testa snage stiska u gramima, svih eksperimentalnih
+ standardna greska, po
grupama, za svaku seriju testiranja, izra¢unate iz ostvarenih rezultata svake Zivotinje,
prilikom tri sukcesivha merenja za svaki ekstremitet ponaosob. x-lateral oznacava
kontralateralni-onesposobljeni zadnji ekstremitet, y-lateral oznacava ipsilateralni-
intaktni zadnji ekstremitet.

grupa (n=8 po grupi). Prikazane su srednje vrednosti

68



SANIRANJE EKSPERIMENTALNE TRAUMATSKE POVREDE MOZGA PRIMENOM HIPERBARICNE OKSIGENACIJE

4.3. REZULTATI BIOHEMIJSKIH ANALIZA

4.3.1. Rezultati analiza enzmske aktivnosti glutation peroksidaze (GPX)

Na osnovu analize rezultata (Slika 12), primenom generalnog linearnog

modela utvrdili smo da:

U uzorcima kortikalnog tkiva ipsilateralne i kontralateralne hemisfere, iz
grupa K i KHBO ne postoji statisticki znacajna razlika u aktivnosti enzima
glutation peroksidaze (GPX) (p > 0,05). U grupama K i KHBO su registrovani
statisticki znacajno nizi nivoi aktivnosti ovoga enzima u odnosu na sve ostale

grupe S, SHBO, L i LHBO (p < 0,05).

Nije uocena statisticki znacajna razlika u aktivnosti enzima GPX u
uzorcima kortikalnog tkiva ipsilateralne i kontralateralne hemisfere u Sam
kontroli (p > 0,05). Medjutim, nivo aktivnosti GPX u uzorcima tkiva izolovanog
iz obe hemisfere, u grupi S bio je statisticki zna¢ajno niZi u odnosu na

odgovarajuce vrednosti u grupama SHBO, L i LHBO (p < 0,05).

Nivo aktivnosti enzima GPX u wuzorcima kortikalnog tkiva
kontralateralne hemisfere iz grupe SHBO bio je statisticki znacajno visi u
odnosu na vrednosti u uzorcima iz ipsilateralne hemisfere (p < 0,05). Izmedu
grupa SHBO i L nije postojala statisti¢ki znacajna razlika u aktivnosti GPX u

uzorcima kortikalnog tkiva izolovanog iz obe hemisfere (p > 0,05).

U grupama L i LHBO aktivnost enzima GPX u uzorcima kortikalnog
tkiva kontralateralne hemisfere je takode bila statisticki znacajno visa u odnosu

na vrednosti u uzorcima iz ipsilateralne hemisfere (p < 0,05).
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Slika 12. Uticaj povrede i hiperbari¢éne oksigenacije na aktivnost enzima glutation
peroksidaze u uzorcima kortikalnog tkiva pacova.Na apscisi su prikazane grupe
eksperimentalnih Zivotinja: K kontrolna grupa-intaktne Zivotinje (n=4), KHBO
kontrolna grupa-intaktne Zivotinje koje su prosle kroz HBO protokol (n=4), S sam
kontrola-lazno operisane Zivotinje (n=4), SHBO-lazno operisane Zivotinje koje su prosle
kroz HBO protokol (n=4), L-operisane Zivotinje (n=4), LHBO-operisane zivotinje koje
su prosle kroz HBO protokol (n=4). Na ordinati su prikazane srednje vrednosti *
standardna greska, u internacionalnim jedinicama po mg proteina, aktivnosti enzima
glutation preoksidaze. Prikazane vrednosti su izrac¢unate na osnovu rezultata dobijenih
u dva nezavisna eksperimenta. U svakom eksperimentu su paralelno analizirana dva
uzorka dobijena pulovanjem po dva kompatibilna hemikorteksa iz svake grupe. * p <
0,05 kontralateralna vs. ipsilateralna hemisfera u okviru iste grupe, # p < 0,05 vs. K, 1 p
< 0,05 vs. KHBO, t p < 0,05 vs. S, § p < 0,05 vs. SHBO, $ p < 0,05 vs. L.
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Najznacajni rezultati su registrovani u uzorcima tkiva iz ipsilateralne-
povredene hemisfere. NajniZze izmerene vrednosti aktivnosti GPX su nadene u
grupi K. HBO tretman je gotovo dvostruko podigao nivo enzimske aktivnosti u
KHBO. Sam operacija kao i povreda su dramati¢no (p < 0,05) podigli nivo
aktivnosti GPX u odnosu na K grupu (u grupi S 10 puta, u L gotovo 15 puta).
Medutim, najvisa aktivnosti GPX je registrovana u grupama kod operisanih
Zivotinja koje su progle kroz HBO protokol. U grupi SHBO aktivnost GPX je za
33% via u odnosu na S grupu, a u LHBO grupi za 45% u odnosu na L grupu (p
<0,05) (Slika 12).

4.3.2. Rezultati analiza enzmske aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

Na osnovu analize rezultata (Slika 13), primenom generalnog linearnog

modela utvrdili smo da:

Izmedu uzoraka kortikalnog tkiva iz suprotnih hemisfera (ipsilateralne i
kontralateralne), unutar grupe K kao i unutar grupe L ne postoji statisticki
znacajan nivo razlike u ukupnoj aktivnosti enzima superoksid dismutaze (SOD)
(p > 0,05). U uzorcima tkiva ipsilateralne hemisfere u grupama KHBO i S
uoceni su statisti¢ki znacajno nizi stepeni aktivnosti SOD u odnosu na uzorake

kontralateralne hemisfere (p < 0,05).

Medutim, u grupama SHBO i LHBO registrovano je suprotno, jer su
statisticki znacajno nize vrednosti aktivnosti SOD nadene u uzorcima tkiva
kontralateralne hemisfere u odnosu na ipsilateralnu hemisferu (p < 0,05) (Slika
13). U uzorcima iz intaktne kontralateralne hemisfere u grupama K, KHBO,
SHBO i S ne postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu nivoa aktivosti SOD (p >

0,05).
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Slika 13. Uticaj povrede i hiperbari¢ne oksigenacije na aktivnost enzima superoksid
dismutaze u uzorcima kortikalnog tkiva pacova.Na apscisi su prikazane grupe
eksperimentalnih Zivotinja: K kontrolna grupa-intaktne zivotinje (n=4), KHBO
kontrolna grupa-intaktne Zivotinje koje su prosle kroz HBO protokol (n=4), S sam
kontrola-lazno operisane Zivotinje (n=4), SHBO-lazno operisane Zivotinje koje su prosle
kroz HBO protokol (n=4), L-operisane Zivotinje (n=4), LHBO-operisane zivotinje koje
su prosle kroz HBO protokol (n=4). Na ordinati su prikazane srednje vrednosti *
standardna greska, u internacionalnim jedinicama po mg proteina, enzima superoksid
dismutaze. Prikazane vrednosti su izra¢unate na osnovu rezultata dobijenih u dva
nezavisna eksperimenta. U svakom eksperimentu su paralelno analizirana dva uzorka
dobijena pulovanjem po dva kompatibilna hemikorteksa iz svake grupe. * p < 0,05
kontralateralna vs. ipsilateralna hemisfera u okviru iste grupe, # p < 0,05 vs. K, t p <
0,05 vs. KHBO, £ p < 0,05 vs. S, § p < 0,05 vs. SHBO, $ p < 0,05 vs. L.
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Izmedu aktivnosti SOD registrovanih u uzorcima tkiva kontralateralne
hemisfere u grupama L i LHBO ne postoji statisti¢ki znacajna razlika (p > 0,05),
ali su registrovane vrednosti znacajno nize (p < 0,05) u odnosu na vrednosti

oc¢itane u svim kontorolnim grupama (K, KHBO, SHBO i S) (Slika 13).

Najznacajniji rezultati su registrovani u uzorcima tkiva iz ipsilateralne-
povredene hemisfere. HBO tretman nije imao statisti¢ki znac¢ajan uticaj na nivo
aktivnosti SOD kod intaktnih Zivotinja (K vs. KHBO = 4%, p > 0,05). Sam
operacija kao i povreda su znacajno (p < 0,05) smanjile nivo aktivnosti SOD (u
grupi S za 13% a u L za 30% u odnosu na K grupu). HBO tretman je podigao
nivo aktivnosti SOD u grupama SHBO i LHBO do nivoa vrednosti u grupi
KHBO. Zapazena je vi$a aktivnosti SOD u grupi SHBO za 22% u odnosu na S
grupu , a u LHBO grupi aktivnost je bila za 38% vi$sa u odnosu na L (p < 0,05)
(Slika 13).

4.3.3. Rezultati odredivanja stepena lipidne peroksidacije-koncentracije

malondialdehida (MDA) u mozdanom tkivu

Na osnovu analize rezultata (Slika 14), primenom generalnog linearnog

modela utvrdili smo da:

Izmedu ocitanih vrednosti iz uzoraka kortikalnog tkiva izolovanog iz
ipsilateralne i kontralateralne hemisfere, u grupama K i KHBO ne postoji
statisticki znacajna razlika u koncentraciji malondialdehida (MDA) (p > 0,05). U
grupama K i KHBO su zabeleZene statisticki znacajno niZze vrednosti

koncentracije MDA u odnosu na sve ostale grupe S, SHBO, L i LHBO (p < 0,05).

U grupi S koncentracja. MDA u uzorcima tkiva kontralateralne
hemisfere je statisticki znacajno visa u odnosu na koncentraciju MDA u tkivu

ipsilateralne hemisfere (p < 0,05).
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U grupama SHBO, L i LHBO koncentracija MDA u tkivu ipsilateralne
hemisfere je statisticki znacajno visa u odnosu na koncentraciju MDA u tkivu

kontralateralne hemisfere (p > 0,05).

v

U tkivu iz kontralateralne hemisfere koncentracija MDA je u grupi S
statisti¢ki znacajno visa u odnosu na odgovarajuce vrednosti u grupi SHBO (p <
0,05). Takode, koncentracija MDA u uzorcima tkiva kontralateralne hemisfere u
grupi L je statisticki znacajno visa u odnosu na grupu LHBO (p < 0,05), sto

znaci da je HBO tretman smanjio koncentraciju MDA (Slika 14).

Najznacajniji rezultati su registrovani u uzorcima tkiva iz ipsilateralne-
povredene hemisfere. Najnize vrednosti koncentracije MDA su registrovane u
grupi K. Sam operacija kao i povreda su dramati¢no (p < 0,05) podigle nivo
koncentracije MDA u odnosu na K grupu (u grupi S 9 puta, a u LHBO gotovo
13 puta). HBO tretman nije dodatno podigao koncentraciju MDA u KHBO i
SHBO grupama. Sa druge strane kod povredenih Zivotinja koje su bile
podvrgnute HBO tretmanu (LHBO grupa) registrovano je umereno (13%) ali
statisticki znacajno (p < 0,05) snizenje koncentracie MDA u odnosu na

povredene Zivotinje (L grupa) (Slika 14).
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Slika 14. Uticaj povrede i hiperbaricne oksigenacije na koncentraciju
malondialdehida u uzorcima kortikalnog tkiva pacova. Na apscisi su prikazane
grupe eksperimentalnih Zivotinja: K kontrolna grupa-intaktne Zivotinje (n=4), KHBO
kontrolna grupa-intaktne Zivotinje koje su prosle kroz HBO protokol (n=4), S sam
kontrola-lazno operisane Zivotinje (n=4), SHBO-lazno operisane Zivotinje koje su prosle
kroz HBO protokol (n=4), L-operisane Zivotinje (n=4), LHBO-operisane zivotinje koje
su prosle kroz HBO protokol (n=4). Na ordinati su prikazane srednje vrednosti *
standardna gre$ka, u nmol po mg proteina, malondialdehida. Prikazane vrednosti su
izra¢unate na osnovu rezultata dobijenih u dva nezavisna eksperimenta. U svakom
eksperimentu su paralelno analizirana dva uzorka dobijena pulovanjem po dva
kompatibilna hemikorteksa iz svake grupe. * p < 0,05 kontralateralna vs. ipsilateralna
hemisfera u okviru iste grupe, # p < 0,05 vs. K, t p < 0,05 vs. KHBO, + p < 0,05vs. S, § p
< 0,05 vs. SHBO, $ p < 0,05 vs. L.
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4.3.4. Rezultati odredivanja koncentracije malondialdehida (MDA) u serumu

Na osnovu analize rezultata (Slika 15), primenom generalnog linearnog

modela utvrdili smo da:

Koncentracija MDA je, kao i u uzorcima seruma, bila najniza u K grupi.
Sam operacija nije uticala na koncentraciju MDA u serumu, tako da nije

registrovana statisti¢ki znacajna razlika (p > 0,05) izmedu grupa Ki S.

Medutim, povreda mozdanog tkiva je znacajno podigla koncentraciju
MDA u uzorcima seruma iz grupe L (gotovo 7 puta u odnosu na grupu K (p <
0,05) i 8 puta u odnosu na grupu S (p < 0,05). U uzorcima seruma iz grupe L

ocitane su najvise vrednosti koncentracije MDA (Slika 15).

HBO tretman je uticao na nivo koncentracije MDA kod intaktnih
zivotinja, u uzorcima seruma iz grupe KHBO o¢itane su gotovo 4 puta vise
vrednosti u odnosu na grupu K (p < 0,05). Isti trend je uocen i kod lazno
operisanih Zivotinja u uzorcima seruma iz grupe SHBO o¢itane su gotovo 7

puta vise vrednosti u odnosu na grupu S (p < 0,05).

Veoma znacajan nalaz je da je u LHBO grupi registrovano statisti¢ki
znacajno (p < 0,05) smanjenje koncentracije MDA u serumu u odnosu na L

grupu za 15% (Slika 15).
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Slika 15. Uticaj povrede i hiperbaricne oksigenacije na koncentraciju
malondialdehida u uzorcima seruma pacova. Na apscisi su prikazane grupe
eksperimentalnih Zivotinja: K kontrolna grupa-intaktne Zivotinje (n=4), KHBO
kontrolna grupa-intaktne Zivotinje koje su prosle kroz HBO protokol (n=4), S sam
kontrola-lazno operisane Zivotinje (n=4), SHBO-lazno operisane Zivotinje koje su prosle
kroz HBO protokol (n=4), L-operisane Zivotinje (n=4), LHBO-operisane zivotinje koje
su prosle kroz HBO protokol (n=4). Na ordinati su prikazane srednje vrednosti *
standardna greska, u nmol po mg proteina, malondialdehida. # p < 0,05 vs. K, t p <
0,05 vs. KHBO, £ p < 0,05 vs. S, § p < 0,05 vs. SHBO, $ p < 0,05 vs. L.
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4.3.5. Utvrdivanje korelacije izmedu koncentracije malondialdehida (MDA) u

mozdanom tkivu i u serumu

Pirsonovom analizom podataka utvrdili smo da stepen korelacije izmedu
koncentracije MDA u uzorcima kontralateralne hemisefere i seruma iznosi 0,53
(Slika 16.a). Medutim, izmedu koncentracija MDA u uzorcima ipsilateralne

hemisfere i seruma stepen korelacije iznosi 0,6 (Slika 16.b).
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Koncentracija MDA u nzorcima tkiva ipsilateralne hemisfere
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Slika 16. Prikaz korelacije izmedu koncentracija malondialdehida u uzorcima
kortikalnog tkiva i u uzorcima seruma. Na ordinatama su prikazane koncentracije
malondialdehida u uzorcima seruma. a: Na apscisi su prikazane koncentracije
malondialdehida u uzorcima kortikalnog tkiva kontralateralne hemisfere. b: Na apscisi
su prikazane koncentracije malondialdehida u uzorcima kortikalnog tkiva ipsilateralne
hemisfere. Grupe eksperimentalnih Zzivotinja (n=4): K kontrolna grupa-intaktne
zivotinje, KHBO kontrolna grupa-intaktne Zivotinje koje su prosle kroz HBO protokol,
S gam kontrola-lazno operisane Zivotinje, SHBO-lazno operisane Zivotinje koje su
prosle kroz HBO protokol, L-operisane Zivotinje, LHBO-operisane Zivotinje koje su
prosle kroz HBO protokol.
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Kada smo analizirali samo podatke iz grupa zivotinja koje su prosle kroz
hirurgku proceduru, S, SHBO, L i LHBO stepen korelacije izmedu koncentracije
MDA u uzorcima ispsilateralne-povredene hemisefere i seruma je iznosio 0,8

(Slika 17).
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Slika 17. Prikaz korelacije izmedu koncentracija malondialdehida u uzorcima
kortikalnog tkiva i u uzorcima seruma pacova iz eksperimentalnih grupa koje su
prosle kroz hirursku proceduru. Na apscisi su prikazane koncentracije
malondialdehida u uzorcima kortikalnog tkiva ipsilateralne hemisfere. Na ordinati su
prikazane koncentracije malondialdehida u uzorcima seruma. Grupe eksperimentalnih
Zivotinja (n=4): S sam kontrola-lazno operisane Zivotinje, SHBO-lazno operisane
zivotinje koje su prosle kroz HBO protokol, L-operisane Zivotinje, LHBO-operisane
zivotinje koje su prosle kroz HBO protokol.

80



SANIRANJE EKSPERIMENTALNE TRAUMATSKE POVREDE MOZGA PRIMENOM HIPERBARICNE OKSIGENACIJE

4.4. IMUNOHISTOHEMIJA

4.4.1. Uticaj hiperbari¢ne oksigenacije na proces reaktivne astroglioze

Posle povrede mozga Ccelije koje okruZuju povredu se aktiviraju,
formiraju barijeru i na taj nac¢in izoluju oste¢eno mesto od ostalog tkiva. U ovom
procesu najaktivniji su reaktivni astrociti, ¢elije koje u najvecoj meri doprinose

formiranju barijere, ¢cime se smanjuje dalje ostecenje tkiva.

4.4.1.a. Uticaj hiperbaric¢ne oksigenacije na ekspresiju GFAP-a

GFAP je intermedijerni filament koji se javlja samo u astrocitima.

Povecanje GFAP-a je univerzalno prihvaéeno kao marker reaktivne astroglioze.

Imunohistohemija koja je uradena na presecima mozga pacova iz
kontrolne grupe pacova K, koji nisu operisani niti su bili izlagani kisoniku pod

hiperbari¢nim uslovima, prikazuje slab nivo ekspresije GFAP-a (Slika 18).

Isti nalaz je dobijen kada je sprovedeno imunohistohemijsko bojenje
preseka mozga pacova iz grupe KHBO (Slika 19), intaktnih Zivotinja koje su
prosle kroz HBO protokol, i iz grupa S i SHBO pacova koji su operisani ali

kojima nije narusen integritet mozdanog tkiva.

Ovde su prikazani rezultati samo za K i KHBO. Astrociti kod kontrola
nemaju karakteristike reaktivnih éelija (Slike 18 C i 19 C). Ovi astrociti imaju

malo telo i duge, tanke nastavke (Slike 18 Ci19 C).
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Slika 18. Astrociti u desnom intaktnom korteksu. Prikazani su preseci mozga pacova
iz grupe K obeleZeni anti-GFAP antitelom. Uvelic¢anja: A:10x, B:20x, C:40x.

Slika 19. Astrociti u desnom intaktnom korteksu posle 10 HBO tretmana. Prikazani
su preseci mozga pacova iz grupe KHBO obeleZeni anti-GFAP antitelom. Uveli¢anja:
A:10x, B:20x, C:40x.
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Slika 20.a Slika 20.b

s

Slika 20. Uticaj povrede i hiperbariéne oksigenacije na aktivnost astrocita. a:
Prikazani su preseci osteenog korteksa mozga pacova koji predstavljaju grupu
operisanih Zivotinja (L) obelezeni anti-GFAP antitelom. b: Prikazani su preseci desnog
korteksa mozga pacova koji su prosli operativnhu proceduru i 10 HBO tretmana
(LHBO) obelezeni anti-GFAP antitelom. Uveli¢anja: A: 10x, B: 20x, C: 40x.
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Preseci mozga pacova iz grupe L (operisanih Zzivotinja kojima je
sukcionom ablacijom ukonjen desni senzomotorni korteks) (Slika 20.a) 10 dana
posle operacije pokazuju intenzivnu imunoreaktivnost u odnosu na intaktne
grupe (Slike 18 i 19). Najveci broj astrocita se nalazi u Sirokom obodu oko
povrede i potpuno je ograni¢avaju (Slika 20.a b). Celijska tela astrocita su
uvecana i intenzivno obojena, a nastavci su kraci, deblji i jace obojeni, Sto je

karakteristika reaktivnih astrocita (Slika 20.a C).

Na presecima mozga pacova iz grupe LHBO (operisanih Zivotinja koje su
prosle 10 HBO tretmana) (Slika 20.b) zapaza se smanjena imuno reakcija u
odnosu na grupu L. Astrociti se karakteriSsu manjim celijskim telom i duzim,
tanjim i manje razgranatim nastavcima (Slika 20 b, C). Morfoloski su sli¢niji
astrocitima videnim u grupi K (Slika 18 C). Nalaze se u uskom prstenu oko

mesta povrede u manjem broju i bez odlika hipertrofije.

4.4.1.b. Odgovor mikroglije/makrofaga na HBO tretman

Mikroglija je u funkcionalnom smislu sli¢na makrofagima. Ovaj tip celija
se u vecoj koli¢ini nalazi oko mesta povrede u mozgu, gde ima glavnu ulogu u
fagocitozi i pinocitozi. ED-1 antitelo se koristi kao marker aktivirane mikroglije

koja ucestvuje u mehanizmu oporavka nervnog sistema posle povrede.

Na presecima mozga pacova iz kontrolnih grupa K, KHBO, S i SHBO,
kako pacova koji nisu operisani, tako i onih kojima tokom operacije nije narusen
integritet moZdanog tkiva, bez obzira da li su izlagani ili nisu izlagani kiseoniku
pod hiperbaricnim uslovima, imunohistohemijsko bojenje ED-1 antitelom je
veoma slabo, sto ukazuje na to da mikroglija nije aktivirana, ondosno da se

nalazi u mirujucoj formi (prikazani su samo preseci iz grupe K, Slika 21).
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Slika 21. Izgled mikroglije/makrofaga u intaktnom korteksu. Prikazani su preseci
desnog korteksa mozga pacova iz grupe K obeleZeni anti-ED-1 antitelom. Uveli¢anja:

A:10x, B:20x, C:40x.

Slika 22. Uticaj povrede na aktivnost mikroglije/makrofaga. Prikazani su preseci
mozga desnog povredenog korteksa pacova iz grupe L, 10 dana posle operacije,

obeleZeni anti-ED-1 antitelom. Uveli¢anja: A:10x, B:20x, C:40x. * mesto povrede

Preseci mozga pacova iz grupe L (operisanih Zivotinja kojima je

sukcionom ablacijom ukonjen desni senzomotorni korteks)

10 dana posle

operacije, pokazuju intenzivhu obojenost (Slika 22), $to ukazuje na veliku

aktivnost mikroglije/makrofaga. Oko mesta povrede se nalazi veliki broj

aktiviranih celija mikroglije i makrofaga koje su krupne, okruglog oblika i

intenzivno obojene (Slika 22 C).
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Slika 23. Uticaj povrede i hiperbaricne oksigenacije mna aktivnost
mikroglije/makrofaga. Prikazani su preseci desnog korteksa mozga pacova koji su
prosli operativnu proceduru i 10 HBO tretmana (LHBO) obeleZeni anti-ED-1 antitelom.
Strelice oznacavaju mirujucu, a vrh strelice aktiviranu formu mikroglije. Uveli¢anja:
A:10x , B:20x, C:40x.

Nivo ekspresije ED-1 na presecima mozga operisanih pacova koje su
prosli 10 HBO tretmana (grupa LHBO) (Slika 23) je smajen, a mikroglija je nesto
manje obojena nego kod grupe L (Slika 22), mada su uocljive jac¢e obojene celije
samo u regionu oko mesta povrede (Slika 23 B1 i B2). One koje su malo udaljene
od mesta povrede imaju pretezno ramifikovanu - miruju¢u formu (Slika 23 C1

strelice i C3).
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4.4.2. Odgovor neurona na HBO tretman

4.4.2.a. Uticaj hiperbaricne oksigenacije na ekspresiju SMI31

SMI31 se koristi kao marker fosforilisanih neurofilamenata. Na slici 24
prikazani su preseci desnog korteksa mozga pacova iz svih grupa obeleZeni

anti-SM1I31 antitelom.

Na presecima mozga Zivotinja iz kontrolnih grupa K, KHBO, S i SHBO,
bez obzira da li su Zivotinje ostale intaktne ili kojima tokom operacije nije
narusen integritet mozdanog tkiva, odnosno koje su bile ili nisu bile izlagane
hiperbari¢nom kisoniku, ne dolazi do intenzivnijeg bojenja fosforilisanih

neurofilamenata (Slika 24 A-L).

Imunohisotohemija uradena na presecima mozga pacova iz grupe L,
pokazuje dobro obojene fosforilisane neurofilamente oko mesta povrede, koji
predstavljaju degenerisane neurone (Slika 24 M, N, O). Imuno reakcija je

znacajno pojacana u odnosu na intaktnu grupu K (Slika 24 A-C).

Kod preseka mozga Zzivotinja iz grupe LHBO uocava se slabija SMI31
imunoreaktivnost (Slika 24 P,Q,R) u odnosu na grupu L (Slika 24 M,N,O) oko
mesta povrede. Neurofilamenti su i dalje degenerisani, samo u mnogo manjoj

meri (Slika 24 P,Q,R) a mogu se uo¢iti tanki i debeli aksoni.
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Slika 24. Odgovor fosforilisanih oblika neurofilamenata na povredu i HBO tretman.
(A, B, C): Kontrolna grupa. (D, E, F): Kontrolna HBO grupa. (G, H, I): Sam kontrolna
grupa. (J, K, L): Sam kontrolna HBO grupa. (M, N, O): Operisana grupa (P, Q, R):
Operisana HBO grupa. Uvelicanja: (A, D, G, ], M, P): 5x, (B, E, H, K, N, Q): 20x, (C, F, I,
L, O, R): 40x. * mesto povrede
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4.4.2.b. Uticaj hiperbari¢ne oksigenacije na rast i razvoj dendrita

Protein vezan za mikrotubule (Microtubule associated protein 2-MAP2)
se koristi kao marker za pracenje stepena dendritskog rasta i razvoja. Na slici 25
prikazani su preseci desnog korteksa mozga pacova iz svih grupa obelezeni

anti-MAP2 antitelom.

Na presecima mozga Zivotinja iz kontrolnih grupa K, KHBO, S i SHBO

ne dolazi do intenzivnog bojenja mikrotubula (Slika 25 A-L).

Imunohistohemija uradena na presecima mozga pacova iz grupe L,
pokazuje prisustvo obojenih dendritskih mikrotubula oko mesta povrede (Slika

25 M-O). Imuno reakcija je znacajno pojacana u odnosu na kontrolne grupe

(Slika 25 A-L).

Kod preseka mozga Zivotinja iz grupe LHBO uocava se intenzivnija
imunoreaktivnost (Slika 25 P-R) u odnosu na grupu L (Slika 25 M-O) u zonama
oko mesta povrede. Mogu se uociti tanki dendritski izrastci i u $irim mozdanim

zonama koje su dalje od mesta povrede.
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Slika 25. Uticaj povrede i hiperbari¢ne oksigenacije na ekspresiju MAP2. (A,
B, C): Kontrolna grupa. (D, E, F): Kontrolna HBO grupa. (G, H, I): Sam kontrolna
grupa. (J, K, L): Sam kontrolna HBO grupa. (M, N, O): Operisana grupa (P, Q, R):
Operisana HBO grupa. Uveli¢anja: (A, D, G, ], M, P): 5%, (B, E, H, K, N, Q): 20x, (C, F, I,
L, O, R): 40x.
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4.4.2.c. Uticaj hiperbari¢ne oksigenacije na rast i razvoj aksona

Imunohistohemijsko bojenje sa GAP43 se koristi kao marker za
obelezavanje aksona i pracenje stepena njihovog rasta, odnosno formiranje
novih konusa rasta. Na slici 26 prikazani su preseci desnog korteksa mozga

pacova iz svih grupa obeleZeni anti-GAP43 antitelom.

Na presecima mozga Zivotinja iz kontrolne grupe K bila je zastupljena
slaba imunoreaktivnost (Slika 26 A, B) dok je u grupi KHBO primeceno
intenzivno intracelularno bojenje (Slika 26 C, D). Kod laZzno operisanih Zivotinja
iz grupe S primeceno je nagomilavanje imunoreaktivnosti u okolini tela
neurona (Slika 26 E, F, strelice), dok je u grupi SHBO primec¢eno intracelularno

bojenje, slicno kao na preparatima iz grupe KHBO (Slika 26 G, H, strelice).

Imunohistohemija uradena na presecima mozga pacova iz grupe L,
utvrdila je prisustvo dva tipa celija koje ekspirimiraju GAP 43. Oko mesta
povrede u velikom broju su bile prisutne GAP43 intenzivno obojeni reaktivni
astrociti (Slika 26 I, strelice). Takode je u okolini povrede primeéeno sporadi¢no
prisustvo GAP43 "nabubrelih" neurona (Slika 26 ], strelice). Na nesto vecoj
udaljenosti od mesta povrede primeceno je intenzivnije intracelularno bojenje
tela neurona. Interesantno je da su grupisani grozdovi GAP43 bili lokalizovani
samo unutar jednog regiona (mozemo pretpostaviti da je u pitanju novi konus

rasta) i usmereni ka mestu povrede (Slika 27 K, vrh strelice, isecak).

Kod preseka mozga Zivotinja iz grupe LHBO uocena je intenzivnija
imunoreaktivnost u kortikalnim zonama u okolini povrede, a narocito u
subkortikalnoj beloj masi (Slika 26 M, WM). U zonama sa leve strane u odnosu

na povredu je prisutno intenzivno bojenje nervnih vlakana (Slika 26 L, strelica).
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Slika 26. Uticaj povrede i hiperbari¢ne oksigenacije na ekspresiju GAP43. (A, B): Na
presecima mozga pacova iz grupe K, registrovana je slaba GAP43 imunoreaktivnost.
(C, D): Kod grupe KHBO prisutno je intenzivno intracelularno bojenje na GAP43
(strelice), kao i bojenje oko neurona (vrh strelice). (E, F): U grupi S takode je prisutno
oskudno imunoreaktivno bojenje na GAP43 u okolini tela neurona (strelice). (G, H):
Kod grupe SHBO zapaZa se intenzivna intracelularna imunoreaktivnost (strelice) kao i
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kod KHBO. (I, J, K): Deset dana posle ablacije (L grupa), ve¢ina GAP43* Celija oko
mesta povrede po morfoloskim karakteristikama podseca na reaktivne astrocite (I,
strelice). Pored toga, rastrkano oko mesta povrede se mogla wuociti slaba
imunoreaktivnost na GAP43 unutar nabubrelih neurona (J, strelice). Na nesto vecoj
udaljenosti od mesta povrede, moglo se uociti intenzivnije nakupljanje GAP43
imunoreaktivnosti u pojedinim zonama tela neurona, usmereno ka mestu povrede (K,
vrh strelice), koje podsecaju na konus rasta (K, isecak). (M): Deset dana HBO tretmana,
na presecima mozga pacova iz grupe LHBO, dovelo je do intenzivne ekspresije GAP43
u kortikalnim zona oko povrede i u subkortikalnoj beloj masi (WM). (N): Intenzivno
bojenje je zapazeno u subkortikalnoj beloj masi (WM) na ve¢em uveli¢anju. (L): Duga,
intenzivno obojena vlakna neurona (strelica) su narocito bila prisutna na levoj strani
povrede. Uveli¢anja: (J, M): 5x, (A, C, E, G): 10x, (B, D, F, H, I, K, L, N): 40x.

4.4.2.d. Uticaj hiperbari¢ne oksigenacije na ekspresiju sinaptofizina (SYP)

Imunohistohemijsko bojenje na sinaptofizin se koristi kao marker za
obeleZavanje procesa formiranje novih sinapsi. Na slici 27 prikazani su preseci

desnog korteksa mozga pacova iz svih grupa obelezeni anti-SYP antitelom.

Na presecima mozga Zivotinja iz kontrolne grupe K (Slika 27 A, B) je bila
zastupljana difuzana zrnasta imunoreaktivnost izmedu neurona (Slika 27 B,
strelice), kao i grozdasta nakupljanja u neposrednoj blizini tela neurona (Slika
27 B, vrh strelice). Medutim, u grupi KHBO (Slika 27 C, D) primeceno je
intenzivnije bojenje dugih aksona kako u kortikalnim zonama tako i u beloj
masi (Slika 27 D, strelice). Pri ve¢em uveli¢anju grozdasta nakupljanja SYP su
primeéena unutar tela neurona kao i u proksimalnim dendritima. Slican

odgovor je primecen i u grupama S (Slika 27 E, F) i SHBO (Slika 27 G, H).

Imunohistohemija uradena na presecima mozga pacova iz grupe L (Slika
27 1-K), ukazala je na izrazito smanjenu obojenost u subkortikalnim zonama
bele mase (Slika 27 I, WM), sporadi¢nu zrnastu imunoreaktivnost izmedu
neurona (Slika 27 K, strelica) i znatno manje grozdastih nakupljanja u
neposrednoj okolini tela neurona (Slika 27 K, vrh strelice). U neposrednoj
kortikalnoj zoni oko mesta povrede primecena su nakupljanja SYP u telima

degenerisanih neurona (Slika 27 ], strelice).
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Kod preseka mozga zivotinja iz grupe LHBO uocena je intenzivna
imunoreaktivnost kako u kortikalnim zonama tako i u subkortikalnoj beloj masi

u zonama oko povrede (Slika 27 L, M, WM).

Slika 27. Uticaj povrede i hiperbari¢ne oksigenacije na ekspresiju sinaptofizina
(SYP). (A, B): Na presecima mozga pacova iz grupe K uocava se odsustvo
imunoreaktivnosti na SYP u subkortialnoj beloj masi (WM), kao i difuzno granularno
bojenje izmedu neurona (B, strelica), i grozdasta nakupljanja oko tela neurona (B, vrh
strelice). (C): Na presecima mozga pacova iz grupe KHBO prisutna je intenzivna
imunoreaktivnost dugih aksona kako u korteksu tako u subkortikalnoj beloj masi. (D):
Na vecem uvelicanju gusta imunoreaktivnost na SYP se mozZe primetiti na telima
neurona, dendritima i duz aksona (strelice). (E, F, G, H): Sli¢an obrazac bojenja u
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subkortikalnoj beloj masi je prisutan na presecima mozga pacova iz grupa S (E, F) i
SHBO (G, H). (I): Deset dana posle ablacije desnog senzomotronog korteksa, na
presecima mozga pacova iz grupe L, doslo je do porasta imunoreaktivnosti u uskoj
zoni oko mesta povrede, dok takav odgovor nije uocen na nivou subkortikalne bele
mase. (J): Na obodima povrede moze se uociti akumulacija imunoreaktivnosti na SYP u
pojedinim degenerisanim neuronima (strelice). (K): Difuzni granularni obrazac
imunoreaktivnosti na SYP izmedu neurona (strelice) kao i okolo tela neurona (vrh
strelice) je bio prisutan duz povredenog korteksa. (L): Deset dana HBO tretmana, posle
ablacije desnog senzomotronog korteksa, na presecima mozga pacova iz grupe LHBO,
dovelo je do intenzivne imunoreaktivnosti u kortikalnim zona oko povrede i u
subkortikalnoj beloj masi (WM) na SYP. (M): Na veem uveli¢anju intenzivno
nakupljanje imunoreaktivnosti na SYP je bilo prisutno u subkortikalnoj beloj masi
(WM). Uvelicanja: (I, L): 5x, (A, C, E, G): 10x, (B, D, F, H, ], K, M): 40x.

4.4.2.e. Histohemijsko obelezavanje preseka mozga pacova krezil violetom

Bojenje krezil violetom kori$éeno je u cilju vizuelizacije nervnih ¢elija na

presecima.

Na presecima mozga pacova iz kontrolnih grupa (K i KHBO Slika 28 A-
F) i lazno operisanih Zivotinja (S i SHBO Slika 28 G-L), bez obzira da li su ili

nisu bili podvrgnuti HBO tretmanu, nisu uo¢ene medusobne razlike.

U Sirem regionu oko povrede u grupi L (Slika 28 M) detektovan je
gubitak neurona u odnosu na nalaze iz grupa Zzivotinja kojima nije narusen
integritet mozdanog tkiva (Slika 28 B, E, H, K ), dok je gubitak neurona u

regionu uz samu povredu znatno izrazeniji (Slika 28 N).

HBO tretman nije uticao na gubitak neurona niti u uZzem regionu oko

povrede (Slika 28 Q), niti u Sirem regionu u grupi LHBO (Slika 28 P).
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KHBO

SHBO

LHBO

Slika 28. Svetlosna mikroskopija krezil violetom. Prikazani su preseci desnog
korteksa mozga pacova iz svih grupa. (A, B, C): Kontrolna grupa. (D, E, F): Kontrolna
HBO grupa. (G, H, I): Sam kontrolna grupa. (], K, L): Sam kontrolna HBO grupa. (M,
N, O): Operisana grupa (P, Q, R): Operisana HBO grupa. Uveli¢anja: (A, D, G, ], M, P):
5x, (B, E, H, K, N, Q): 20x, (C, F, I, L, O, R): 40x.
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4.4.2.f. Imunofluorescentno obelezavanje preseka mozga pacova fluoro-

Zadom

Bojenje fluoro-zadom (FJ-B) je koris¢eno za obleZavanje degenerisanih
nervnih ¢elija na presecima. Na slici 29 predstavljeno je bojenje sa FJ-B (zeleno)
koji boji neurone koji su u procesu degeneracije, i NeuN (crveno) koji boji tela

neurona.

Slika br. 29.a

Slika 29. Uticaj povrede i hiperbari¢ne oksigenacije na neuronalnu degneraciju. a:
Prikazani su preseci povredenog korteksa mozga pacova koji predstavljaju
eksperimentalnu grupu L-operisane Zivotinje. (F] B): Rezultati bojenja sa FJ-B, zelena
boja obelezava celije u procesu degeneracije. (NeuN): Rezultati bojenja sa NeuNlN,
crvena boja obelezava tela neurona. (Preklopljeno): Zuta boja oznac¢ava kolokalizaciju
bojenja sa FJ] B i NeuN, odnosno obelezava degenerisane neurone. Uveli¢anje: 20x.
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Slika 29.b

b: Prikazani su preseci povredenog korteksa mozga pacova koji predstavljaju
eksperimentalnu grupu LHBO-operisane Zivotinje koje su prosle kroz HBO protokol.
(FJ B): Rezultati bojenja sa FJ-B, zelena boja obelezava celije u procesu degeneracije.
(NeuN): Rezultati bojenja sa NeuN, crvena boja obelezava tela neurone. (Preklopljeno):
Zuta boja oznacava kolokalizaciju bojenja sa FJ B i NeuN, odnosno obelezava
degenerisane neurone. Uveli¢anje: 20x.

Na preklopljenoj slici jasno se vidi da je broj neurona koji su u
degeneraciji (zuto) mnogo veci na preparatima mozga zivotinja kod kojih je
posle sukcione ablacije desnog senzomotornog korteksa proces oporavka
protekao bez intervencija (L) (Slika 29.a), u odnosu na preparate na kojima su
preseci mozga Zivotinja koje su prosle kroz HBO protokol (LHBO) (Slika 29.b).
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Slika 30.a Slika 30.b

Slika 30. Uticaj povrede i hiperbari¢ne oksigenacije na neuronalnu apoptozu. a:
Prikazani su preseci mozga pacova kod kojih je izvrSena ablacija desnog
senzomotornog korteksa i ¢iji je oporavak protekao bez intervencija (L) koji su obojeni
sa NeuN. Bele strelice oznacavaju tela neurona u kojima su formirana apoptotska tela.
b: Prikazani su preseci mozga operisanih pacova koji su prosli kroz HBO protokol
(LHBO) i obojeni sa NeuN. Crvene strelice oznacavaju zdrava tela nervnih delija.
Uveli¢anje: 40x.

Na vec¢em uveli¢anju u grupi L, kod neurona oko mesta povrede zapaza
se da u telu celije dolazi do formiranja apoptotskih tela (Slika 30.a bele strelice),
$to ukazuje na to da su neuroni usli u proces apoptoze. Nasuprot tome, kod
LHBO grupe, uocava se da najveci broj neurona ima lepa zdrava tela u ¢ijim
jedrima se jasno vidi jedarce (Slika 30.b crvene strelice). Ovi rezultati nam
ukazuju da je posle HBO broj zdravih neurona mnogo vedi, a procesi
neurodegeneracije i apoptoze svedeni na najmanju meru. Sto zna¢i da je
sekundarna degeneracija neurona smanjena primenom hiperbari¢ne

oksigenacije.
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5. DISKUSIJA

U istoriji medicine zabeleZeno je da se po prvi put gas pod povisenim
pritiskom u terapijske svrhe primenio jo$ daleke 1662. godine (Simpson 1857).
Britanski svestenik HenSov je tada konstruisao pretec¢u danasnje barokomore
,Dominicilium”. Samo nekoliko godina pre tog dogadaja Robert Bojl je
publikovao rad pod naslovom: ,New Experiments Physio-Mechanical,
Touching the Spring of Air and its Effects” u kome je ustanovljen i njegov
epohalni zakon (Boyle 1660). Cak i ova pionirska konstrukcija je bila u stanju da
stvori kako hiperbari¢ne tako i hipobari¢ne uslove. HenSov je smatrao da
njegov izum moze pomodi ljudima koji imaju probleme tokom procesa digestije,
da moZe olaksati disanje i generalno ublaziti respiratorne tegobe. Opisani
dogadaj se odigra nesto vise od 100 godina pre nego sto je Antoan Lavlazije

otkrio kiseonik kao prirodni element.

Prvu barokomoru koja je po svojim karakteristikama bila sli¢na
savremenima konstruisao je Pravez 1837. godine, dok je prvu mobilnu

barokomoru konstrisao Fontejn 1877. godine.

Savremena primena baromedicine pocinje sredinom dvadestog veka,
kada je opsti tehnoloski razvoj omogucio konstrukciju pouzdanih kako
jednomesnih tako i viSemesnih barokomora. Kao otac savremene baromedicine
istice se Dr. I. Boerema. Tokom Sezdesetih godina dvadesetog veka Dr. I
Boerema je izveo hiperbari¢nu oksigenaciju izvan okvira podvodne medicine i

implementirao je u savremene medicinske terapijske tokove.

Kao sto je ve¢ istaknuto, terapijski princip hiperbari¢ne oksigenacije se
zasniva na sposobnosti da poveca parcijalni pritisak kiseonika u krvi i da se na
taj nacin prevazide hipoksija u obolelim tkivima, koja uzrokuje kolaps
energetskog metabolizma (Berger 1999) i dovodi do odumiranja celija (Yager

1992).
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Hiperbaricna oksigenacija je danas Siroko prihvaéena terapijska i
dijagnosticka metoda, koja se ne primenjuje samo kao terapija izbora u
dekompresionoj bolesti, trovanju ugljen monoksidom i gasnoj gangreni, ve¢ i u
terapiji niza klinickih stanja (Murphy-Lavoie 2008, Wilkinson 2004, Abidia 2003,
Kalani 2002, Feldmeier 2002, Niezgoda 1997, Faglia 1996, Doctor 1992, Lampl
1992, Bevers 1992, Knighton 1990, Skyhar 1986, Knighton 1981, Hart 1974,
Ninikoski 1972, Perrins 1967). Pored toga ova metoda se u znac¢ajnoj meri moze
primeniti i kod zdravih osoba u cilju o¢uvanja zdravlja, poboljSanju kvaliteta

zivota i ubrzanja oporavka posle intenzivnih fizi¢kih napora.

Da li hiperbari¢na oksigenacija moze naci svoje mesto u mozdanoj

traumatologiji je jos uvek predmet naucne i stru¢ne debate.

Iako je kao 8to smo veé¢ naveli tokom poslednjih godina publikovan
znacajan broj nalaza koji podrzava stanoviste da HBO moZe ostvariti doprinos
u sanaciji posledica mozdane traume (Zhou 2007, Niklas 2004), bilo je i
kontradiktornih nalaza (Rockswold 2007), ali i onih koji opovrgavaju ovakav

stav (McDonagh 2004, Oppel 2003).

Dokumentovano je da u posttraumatskom periodu dolazi do redukcije
protoka krvi kroz mozdano tkivo (Thomale 2002, Eriskat 1997). Na osnovu
ostvarenih rezultata u naSem istraZivanju mozemo pretpostaviti, da povecéanje
udela fizi¢ki rastvorenog kiseonika u plazmi dovodi do poboljSanja
snabdevanja povredenog moZzdanog tkiva kiseonikom. Na ovaj nacin se
stvaraju povoljni uslovi za odrzavanje energetskog metabolizma, prvenstveno
mitohondrijalne respiracije. Oc¢uvanje aerobnog metabolizma pomaze
neuronima da odrZze integritet Celijske membrane i funkcije jonskih
transportera, ¢ime se sprecava preterani upliv jona kalcijuma, koji moze
uzrokovati neuralnu smrt (Faden 1989). Primenom hiperbari¢ne oksigenacije
stvaraju se povoljni uslovi za prezivljavanje neurona koji nisu bili direktno

osteceni traumom, ali ¢ije su veze sa drugim neuronima prekinute.
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Publikovani su nalazi koji potvrduju da HBO putem podsticanja
energetskog metabolizma i sinteze ATP-a, omogucava neuroprotekciju, dok
ujedno smanjuje inflamatornu reakciju i edeme nastale posle povrede (Helms

2005, Miljkovic-Lolic 2005, Veltkamp 2005, Yager 1992).

Potvrdeno je da HBO poboljSava ekspresiju protektivnih celijskih enzima
i regulatora apoptoze i da stvara povoljne uslove za neuroregeneraciju

(Rosenthal 2003, Yin 2003, Yang 2002, Weinstein 1986).

Nase misljenje je da razvoj adekvatnih eksperimentalnih animalnih
modela moZe ukazati na potencijalne dobrobiti u poboljSanju oporavka
pacijenata sa povredama mozga, koje se mogu posti¢i primenom HBO u
humanoj medicini. Cinjenica da se kod traumatskih stanja prvenstveno zbog
vitalne ugroZenosti pacijenta, adekvatna dvostruko slepa klini¢ka istrazivanja
ne mogu tako lako organizovati, dodatno opravdava nas stav (Rockswold 2010,
Lin 2008, Adamides 2006). Stoga se i uprkos razlici kako u metabolizmu, tako i
u regenerativnim sposobnostima koje postoje izmedu ¢oveka i pacova, rezultati
dobijeni na ovom eksperimentalnom modelu mogu posmatrati kao validni

pokazatelji potencijala koji HBO moZe ponuditi u humanoj medicini.

Povrede CNS-a spadaju medu vodece uzro¢nika smrtnosti kod ljudi, a
ujedno prouzrokuju veliki broj razli¢itih oblika invaliditeta (McMillan TM 2007,
MCArtur 2004). Najceséi uzroci ovih povreda su saobracajne nesrece, nezgode
na poslu i sportske povrede. Bez obzira na veli¢inu, svaka povreda CNS-a se

mora smatrati urgentnim medicinskim stanjem (Flanagan 2008).

Medicinske posledice koje mogu nastati posle povrede mozga veoma se
razlikuju, u zavisnosti od mesta povrede, kao i od veli¢ine o$teenog regiona
mozga. Moze se re¢i da ne postoje dva coveka sa pretrpljenom povredom
mozdanog tkiva kod kojih su se ispoljile identi¢ne posledice. Mogu da se
razviju senzorni ili motorni problemi za koje nije neophodna medicinska

intervencija. Ali traumatska povreda mozga moZze da izazove ozbiljne probleme
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kao $to su: spazam misica, dupli vid ili smanjenje vida, pa ¢ak i slepilo, gubitak
osecaja za miris, smanjenje govornih sposobnosti kao $to je usporen govor,
glavobolje ili migrene, kao i poremecaje sna. Cesti problemi su smanjenje paznje

i memorije, smanjenje brzine obrade informacija, kao i problemi percepcije.

Kognitivni problemi uklju¢uju promene u koncentraciji ili paznji,
probleme u komunikaciji, kao sto su teSkoce u pronalazenju reci, zatim teSkoce
u prostornoj orijentaciji, organizacione probleme, kao i probleme rasudivanja i
nemogucnost obavljanja viSe radnji u isto vreme. Promene raspolozenja i
promene li¢nosti, kao $to su agresija, depresija i anksioznost su moguce
posledice traumatske povrede mozga, kao i cesti emocionalni problemi

(Lippert-Gruner 2006, Perbal 2003, Perino 2001, Hanks 1999).

Kognitivne i neuroloske komplikacije mogu da nastanu odmah posle
povrede mozga, ali se mogu razviti i menjati tokom vremena (Masel 2010,
Chambers 1996, Rimel 1981). Pokazano je da kao jedna od naknadnih posledica
traumatske povrede mozga moze da se javi i abnormalna elektri¢na aktivnost,
usled koje se javljaju epilepti¢ni napadi. Interesantno je da prvi napad epilepsije
kod pacijenta koji je pretrpeo povredu mozga moze da se javi ¢ak i dve godine

posle povrede (Pekovié 2006).

Neposredna medicinska interventna procedura kod traumattskih
povreda glave je usmerena na hirursku dekompresiju, hemostazu, stabilizaciju
kostanih fragmenata i prevenciju reperfuzivnih povreda (Nortje 2004). Ali i
pored velikog napretka koji je postignut u standardnom neuorohirurskom,
farmakoloskom i fizikalno-rehabilitacionom saniranju posledica mozdane
traume, smanjenje motornih sposobnosti u vidu paraliza ili pak pareze, su jo$
uvek vrlo ucestale prepreke u potpunom izleenju pacijenata sa mozdnom
traumom (Timmons 2010, Saiki 2009, Paci 2009, Nolan 2005, Dutton 2003). Zato
proucavanje molekularnih patofizioloskih procesa kod disfunkcije mozga
omogucava razvoj novih terapijskih pristupa kojima bi se omogucilo smanjenje

ostecenja i redukcija neuronalnog propadanja (Fawcett 2006).
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Sukciona albacija eksperimentalni model traumatske povrede mozdanog
tkiva pacova koji smo mi koristili omogucdava izazivanje uniformnog

senzomotornog deficita na kontralateralnoj strani (Szele 1995).

Intenzitet bihejvijoralnog deficita je maksimalan neposredno posle
povrede. Budué¢i da se ovom procedurom trajno uklanja mozdano tkivo,
sekundarne komplikacije koje prate traumatsku povredu poput zapaljenskog
odgovora, ishemije, konvulzija, elektrolitnog disbalansa su kod ovog modela
minimalne (Saunders 1995, Povlishock 1992, Pulsinelli 1982, Pearlson 1981). Po
svojim karakteristikama, preciznoj lokalizaciji, jasno definisanoj povrsini i
dubini povrede, ovaj model je jednostavan za ponovnu reprodukciju.
Karakteristike sukcione ablacije kao eksperimentalnog modela koreliraju sa
karakteristikama povrede koje na moZdanom tkivu nanosi projektil iz vatrenog

oruzija.

Tokom prehodnih nekoliko godina publikovano je nekoliko ohrabrujucih
prikaza klinickih slucajeva upotrebe hiperbari¢ne oksigenacije u saniranju

trauma nastalih tokom oruzanih sukoba.

Jansen i saradnici (2010) su opisali klinicki slucaj vojnika koji je bio
pogoden u glavu projektilom maloga kalibra. Fragmenti projektila su se
zaustavili u srednjem mozgu i njihovo uklanjanje hirur§kim putem nije bilo
moguce. Posle hirurske intervencije i izlaska iz intenzivne nege, sproveden je
kompletan konvencionalni rehabilitacioni postupak. Medutim, znacajni
neurologki deficiti su ostali. Cak 4 godine posle povrede, pacijent je bio uklju¢en
u HBO tretman. Protokol se sastojao od 40 ekspozicija 100% molekulskom
kiseoniku, pod pritiskom od 1,25 do 1,50 ATA. Registovano je blago poboljsanje
motorne kordinacije. Nekoliko meseci kasnije, pacijent je po drugi put ukljucen
u HBO tretman. Tom prilikom sprovedeno je 30 ekspozicija pod pritiskom od 2
ATA. Pored dodatnog poboljsanja motorne koordinacje, regostrovali su i blagi
porast motorne snage. PET skenom je prac¢eno funkcionalno stanje mozdanog

tkiva pre i posle HBO tretmana. Nalazi skeniranja posle druge serije HBO
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tretmana, su pokazivali da je doslo do smanjenja zona funkcionalno neaktivnog

mozdanog tkiva, u okolini mesta na kojima su se zadrzali fragmenti projektila.

Wright i saradnici (2009) su opisali klini¢ki slucaj dva vazduhoplovca
koji su pretrpeli povrede mozga, kao posledice eksplozije nagazne mine. Kod
obojice su se razvili kognitivni poremecaji, poremecaji sna, otezano pamcenje i
psihi¢ka razdraZljivost. Sest meseci posle povrede neuropsihologki testovi su
jasno ukazivali na znacajno pogorsanje svih parametara (reakciono vreme,
proceduralno reakciono vreme, obrada matematickih zadataka i test
uparivanja) u odnosu na rezultate njihovih testiranja pre povrede.
Vazduhoplovci su ukljuceni u seriju HBO ekspozicija u trajanju od 1 sata pri
pritisku 100% kiseonika od 1,5 ATA. Rezultati ponovnih neuropsiholoskih
testova, devet meseci posle povrede, su pokazivali ne samo znakove
poboljanja u odnosu na rezultate prethodnog testiranja, ve¢ su u nekim
aspektima bili i bolji od rezultata testiranja pre povredivanja. Kako osim
medicinskog pracenja vazduhoplovci nisu primali nikakvu drugu terapiju,
autori su zakljucili da primena hiperbari¢ne oksigenacije moZe doprineti

saniranju simptoma povrede mozga.

Imajuéi u vidu ubrzan razvoj prenosivih modela hiperbari¢nih komora i
mogucnosti da se primene c¢ak i u neposrednoj blizini konfliknih zona,
eksperimentalna potvrda da hiperbari¢na oksigenacija moZe imati pozitivne
efekate u sanaciji posledica traumatskih povreda nervnog tkiva ima strateski

znacaj.

Wang i saradnici (2010) su u svom istrazivanju koristili Fenijev model
traumatske povrede mozdanog tkiva pacova (Feeney 1981). Oni su registrovali
snazne neuroprotektivne efekte pod dejstvom HBO. Jedan od protokola koji su
primenjivali i kojim su postigli najbolje rezultate se sastojao u izlaganju
zivotinja HBO tretmanu od 3 ATA. Iako su autori istakli da je njihov protokol u
saglasnosti sa preporukama za humanu populaciju, nase je stanoviste da bi

takav protokol nosio velike potencijalne opasnosti.
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Izlaganje 100% kiseoniku u hiperbari¢nim uslovima pri pritisku visem
od 3 ATA moze da izazove epilepticne napade, ¢ak i kod zdravih ljudi

(Bitterman 2004, Balentine 1973).

Napad epilepsije predstavlja jednu od najozbiljnih komplikacija koja se
moze razviti posle povrede mozdanog tkiva. Kod pacova kod kojih se pojavio
epilepti¢ni napad indukovan HBO terapijom uoceno je povecanje koncentracije
glutamata i y-aminobuterne kiseline (GABA) (Wood 1969). U eksperimentima
na Celijskim kulturama kortikalnog tkiva pacova ukazano je da izloZenost
hiperbari¢nom kiseoniku pri pritisku od ¢ak 6 ATA, za samo 30 minuta moze
da izazove veliku Stetu, dok je tretman koji je trajao 90 minuta pri istom pritisku

doveo do celijske smrti (Huang 2000).

Upravo zato smo se prilikom dizajniranja naseg istrazivanja, na osovu
nasih iskustava kako u eksperimetnalnoj, tako i klini¢koj aplikaciji HBO (Brkié
2007, 2008) u cilju izbegavanja toksi¢nih efekata kiseonika, odlucili da
sprovedemo eksperimentalni protokol od 2,5 ATA u trajanju od 60 minuta, koji

se smatra idealnim i sigurnim terapeutskim modelom (Rockswold 2007).

Mnogi publikovani rezultati ukazuju na ¢injenicu da je pored pritiska u
komori i duzine ekspozicije, veoma vazan i vremenski interval izmedu
nastanka povrede mozga i primene HBO tretmana. Voigt i saradnici (2008) su
na modelu kontuzione povrede mozdanog tkiva pacova, pracéenjem veli¢ine
ostecenja pomocu magnetne rezonace, prikazali da ¢ak i jedna HBO ekspozicija
primenjena 60 minuta posle traume, moZze ispoljiti dugotrajne neuroprotektivne
efekte. Stav koji vazi za svaku terapijsku proceduru je da bi se postigli
maksimalni efekati, neophodno je $to pre zapoceti sa njenom primenom. Mnoge
supstance mogu imati znacajan doprinos u saniranju posledica mozdane
traume ako se primene neposredno posle njenog nastanka. Medutim, nerelano
je ocekivati da ¢e pacijenti sa traumatskim povredama glave, prvenstveno zbog
vitalne ugrozenosti, biti u kratkom vremenskom periodu posle traume

transportovani do odgovarajuéeg centra za hiperbari¢nu medicinu.
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U literaturi se mogu naci nalazi poredenja efekata HBO terapije kada je
ona primenjivana neposredno posle ishemije ili posle duZeg vremenskog
perioda (Lou 2004, Weinstein 1987). Pokazano je da HBO terapija koja je
primenjivana u kratkom vremenskom periodu posle ishemije, dovela do
smanjenja obima infarkta i boljeg neuroloskog stanja, odnosno oc¢uvanja
neuroloskih funkcija (Lou 2004, Yin 2003, Calvert 2002, Badr 2001b, Mink 1995,
Weinstein 1986). Lou i saradnici (2004) su u svom eksperimentu tretirali
zivotinje hiperbari¢nim kiseonikom tri sata, Sest i dvanaest sati posle ishemijske
povrede. Pokazali su da do poboljsanja neuroloskih funkcija kod Zzivotinja
dolazi kada se podvrgnu HBO terapiji u periodu od tri do Sest sati posle

ishemije.

Vodeni ovakivm nalazima, odludili smo se da u naSem istrazivanju
ispitamo da li ¢e ¢ak i relativno kasna primena hiperbari¢ne oksigenacije imati
pozitivne efekte. U skladu sa tim, odredili smo da pacovi budu izlozeni

hiperbari¢nom kisoniku pet sati posto je izvrsena hirurska intervencija.

Jedan od najvaznijih ciljeva ovog istrazivanja je bio da utvrdimo da li
HBO moZe doprineti oporavku motornih funkcija posle traumatske povrede
mozdanog tkiva. Motorni deficiti koji prate moZdanu traumu u humanoj
populaciji predstavljaju jedan od najveéih problema, kako li¢ni tako i socio

ekonomski.

Pregledom literature nasli smo da su Jadhav i saradnici (2008) na modelu
hirurske povrede mozdanog tkiva misa, pomocu testa prelaska preko “grede”,
pratili uticaj HBO predtretmana na oporavak motornih funkcija. Njihov
zakljucak je da HBO predtretman umnogome smanjuje neuroloski deficit i

doprinosi oporavku motornih funkcija.

Kako su prilikom testiranja senzomotorne integracije, sve zivotinje iz

kontrolnih grupa K, KHBO, S i SHBO stalno ostvarivale maksimalnu vrednost
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kriterijuma, mozemo zakljuciti da hiperbari¢na oksigenacija ne uti¢e na

lokomotornu sposobnost intaktnih pacova.

Prilikom analize rezultata testiranja snage stiska Sape registrovanim u
grupama S i SHBO, samo u rezultatima ostvarenim treceg dana israZivanja smo
uodili odstupanja u intenzitetu snage. Posto je redukcija misi¢ne snage bila
podjednaka kod oba ekstremiteta, u odnosu na ostale dane, smatramo da se to
moze protumaciti kao efekat rezidua anestetika u organizmu Zivotinje. Uzevsi u
razmatranje i ostvarene rezultate u grupama intaktnih Zzivotinja (K i KHBO),
mozemo zakljuciti da hiperbari¢na oksigenacija ne uti¢e na misi¢nu snagu

zdravih pacova.

Ono $to predstavlja jedan od najvazijih nalaza naSeg istrazivanja je
¢injenica da HBO moZe doprineti oporavku motornih funkcija kod Zzivotinja

koje su bile podvrgnute unilateralnoj ablaciji senzomotornog korteksa.

Iako su i zivotinje u grupi L postigle zavidan stepen oporavka
senzomotorne integracije, njihovi rezultati su bili znac¢ajno lo$iji u odnosu na

rezultate ostvarene u grupi LHBO.

Kod Zivotinja iz grupe L desetog dana posle operacije, registovano je da
su prilikom prelaska preko “grede” ostvarili znacajan napredak, ali su rezultati
zivotinje iz grupe LHBO bili bolji. Takode, desetog dana testiranja prose¢no
registrovani intenzitet snage zadnje kontralateralne noge kod Zzivotinja iz grupe
LHBO desetoga dana je bio vi$i u odnosu na zivotinja iz grupe L, a azlika
izmedu intenziteta snage zadnje kontralateralne i ipsilaterallne noge unutar

grupe LHBO je bila manja nego unutar grupe L.

Stoga nalazi registrovani u grupi LHBO jasno ukazuju da HBO snazno
podsti¢e oporavak senzomotorne integracije i motorne snage posle povrede
mozdanog tkiva. Nasi rezultati su u saglasnosti sa nalazima fundamentalnih i
klinickih istraZivanja koje su sproveli Rockswold (2010), Wang (2010), Ma
(2008), Zhang (2005), Rosenthal (2003), Veltkamp (2000) i njihovi saradnici.
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U nasem istrazivanju nastojali smo da uvidimo i koji su mehanizmi

ukljuceni u ostvarivanje neuroprotektivnih efekata hiperbari¢ne oksigenacije.

Niz publikovanih nalaza, kako klinickih tako i fundamentalnih
istrazivanja, ukazuju na ¢injenicu da se kao posledica mozdane traume razvija i
poremecaj mitohondrijalne aktivnosti u neuronima (Robertson 2010, Mazzeo
2009, Sulivan 2005, Xiong 2001). Mitohondrijalna insuficijencija dovodi do
kolapsa aerobnog metabolizma i uvodi moZdano tkivo u stanje oksidativnog
stresa (Mustafa 2010). Dokazano je da oksidativni stres u mozdanom tkivu, u
postraumatskom periodu moze znacajno uticati na neuronalno prezivljavanje

(Niisuma 2009, Robertson 2004).

Oksidativni stres predstavlja disbalans izmedu proizvodnje reaktivnih
kiseoni¢nih radikala i sposobnosti bioloskih mehanizama da ih detoksifikuju i
da poprave ostecenja koja su nastala njihovom aktivno$¢u. Slobodni radikali su
atomi ili molekuli koji imaju jedan nespareni elektron, usled ¢ega su vrlo
nestabilni i reaktivni. U slobodne kiseoni¢ne radikale spadaju: superoksid (O2-),
vodonik peroksid (H202), hipohlorasta kiselina (HCIO), hidroksil (HO-) i
peroksinitrit (ONOO).

Slobodni kiseoni¢ni radikali u tkivima mogu reagovati sa mnogim
makromolekulima, proteinima, lipidima, DNK-a i izazivati toksi¢ne efekte,
narusiti integritet celijskih membrana, neadekvatno aktivirati ili pak inaktivirati

enzimske sisteme (Karageuzyan 2005).

S druge strane, slobodni kiseoni¢ni radikali imaju i pozitivne uloge u
organizmu. Pomazu imunskom sistemu u odbrani organizma od patogenih
mikroorganizama (Prior 2009, Blumi 2008). U mnogim signalnim kaskadama,
slobodni kiseoni¢ni radikali mogu biti molekulski glasnici (Calabrese 2007,

Ushio-Fukai 2004, Fattman 2003).
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Pokazano je da oksidativni stres ima ulogu u mnogim patofizioloskim
procesima unutar ljudskog organizma poput: ateroskleroze, infarkta miokarda,
Parkinsonove bolesti, Alcheimer-ove bolesti, epilepsije, kao i u mnogim
psihiatrijskim stanjima poput bipolarnog poremecaja i shizofrenije (Gigante
2010, Harrison 2010, Jomova 2010, Waldbaum 2010, Barone 2010, De Rosa 2010,
Tsang 2009, Fendri 2006, Madamanchi 2005, Berges 2003).

Mendez i saradnici (2004) su potvrdili da posle eksperimentalne
traumatske povrede mozdanog tkiva pacova dolazi do oksidativnog ostecenja
DNK-a. Jorgensen i saradnici (1997) su ukazali da slobodni kiseoni¢ni radikali
mogu usporiti sinapticko remodelovanje kod eksperimentalne traumatske
povrede mozga pacova. Pun i saradnici (2009) su potvrdili da posle traume
CNS-a slobodni kiseoni¢ni radikali uticu na propustljivost krvno-mozdane
barijere. Azbill i saradnici (1997) su utvrdili da kod traumatskih povreda
ki¢mene mozdine dolazi do poremecaja funkcije mitohondrija, koja je pracena

oksidativnim stresom:.

Posledice oksidativnog stresa su dozno zavisne i u stalnom konfliktu sa
sposobnostima celija da prevazidu nastali disbalans u redoks potencijalu i da ga
vrate na pocetni fizioloski nivo. U fizioloskim uslovima male koli¢ine slobodnih
kiseonicih radikala nastaju kao sporedni produkti aerobnog metabolizma, ali
Steta koju oni stvaraju na celijskom nivou se konstantno popravlja. Medutim,
kada dode do stvaranja slobodnih kiseoni¢nih radikala u velikim koli¢inama,
prevazilaze se odbrambene sposobnosti organizma i dolazi do ubrzane
razgradnje ATP-a, nemogucnosti kontrole apoptotickih procesa i opSteg
kolapsa celije (Karageuzyan 2005, Lelli 1998). Ostecenje genetskog materijala je
jedna od najtezih posledica oksidativnog stresa po organizam (Tsutsiu 2008,
Evans 2004). Izrazito visok nivo oksidativnog stresa izaziva celijsku smrt, ali ¢ak

i manji intenzitet moZe zapoceti apoptozu (Valko 2005).

Mnogi mehanizmi unutar organizma ucestvuju u odbrani i sanaciji

posledica oksidativnog stresa.
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Merenje stepena aktivnosti enzimskih familija koje ucestvuju u procesu
odbrane organizma od oksidativnog stresa je jedan od najboljih nac¢ina da se

uvidi stepen vitalnosti ugrozenog tkiva, odnosno celokupnog organizma.

Familija enzima superoksid dismutaza (SOD) predstavlja jednu od
najvaznijih karika u lancu odbrane od oksidativnog stresa (McCord 1988). SOD
katalizuje reakciju dismutacije superoksida (O2-) u kiseonik i vodonik peroksid.
Superoksid spada medu najagresivnije slobodne kiseoni¢ne radikale, koji
dovodi do stvaranja drugih, podjednako Stetnih slobodnih radikala poput
peroksinitrita (Rush 2005). Samim tim znac¢aj SOD-u u odbrani od oksidativnog
stresa je veci. Pored navedenih aktivnosti, potvrdeno je da ekstracelularna SOD

ima uticaja na regulaciju protoka krvi kroz moZdano tkivo (Demchenko 2008).

Druga enzimska familija, koja ima vaZznu ulogu u odbrani organizma od
oksidativnog stresa ja familija glutation peroksidaza (GPX) (Epp 1983). GPX
redukuje lipidne hidroperokside u odgovarajuce alkohole i redukuje slobodni

vodonik peroksid u vodu.

Jedan od nacina da se proceni koliki je stepena oStecenja koje je nastupio
u organizmu kao posledica dejstva slobodnih kiseoni¢nih radikala je merenje
koncentracije malondialdehida (MDA) (Yin 2005). Malondialdehid je reaktivni
produkt tiobarbituratne kiseline, koji nastaje tokom peroksidacije
polisaturisanih masnih kiselina. Superoksid i hidroksilni radikal iniciraju
peroksidaciju lipida koji ulaze u sastav plazma membrana, mitohondrija, jedra i
endoplazmatskog retikuluma. Posledice peroksidacije lipida su gubitak
viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina u membranama uz promenu njihove
propustljivosti, promenjen jonski transport, oslobadanje sadrzaja celijskih
organela i stvaranje citotoksi¢nih metabolita lipidnih peroksida (alkanala,
alkenala i alkana). Ova jedinjenja stvaraju Sifove baze sa amino grupama,
reaguju sa tiol grupama, inaktiviraju enzime i imaju mutagena svojstva

(Marnett 1999).
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Poznato je da primena 100% molekulskog kiseonika u hiperbari¢nim
uslovima moZe da uzrokuje pojavu slobodnih kiseoni¢nih radikala (Thom
2009). Medutim, upravo na taj na¢in HBO pomaZe organizmu u odbrani od
patogenih mikroorganizma, podsti¢e neovaskularizaciju i zarastanje rana (Hopf
2004, Wilkinson 2004, Lahat 1995). Opravdana je bojazan da slobodni kiseonic¢ki
radikali mogu prouzrokovati i stetne efekte tokom HBO terapije. Potvrdeno je
da od trajanja pojedinacne ekspozicije i ukupnog broja tretmana zavisi kako ce

HBO uticati na oksidativni status organizma (Benedetti 2004).

Ozden i saradnici (2004) su ukazali da HBO moze povoljno uticati na
oksidativni status u patofizioloskim stanjima. Kod pacova kojima je izvrsena
parcijalna hepatektomija, utvrdili su da intenzivan HBO protokol moze da
smanji koncentraciju MDA a ujedno poveca aktivnosti SOD i GPX u preostalom

tkivu jetre.

Mora se imati na umu da je zbog visokog stepena potrosnje kiseonika i
velikog protoka krvi, kao i ¢injenice da je mozdano tkivo mahom sacinjeno od
lipida, prilikom primene 100% kiseonika u hiperbari¢nim uslovima, mozak
pogodno tlo na kome moZe do¢i do razvoja negativnih posledica oksidativhog
stresa. U svojim istrazivanjima Korkomaz (2007) i Other (2005) sa saradnicima
su potvrdili da u kortikalnom tkivu pacova stepen aktivnosti enzimskih
mehanizama ukljuc¢enih u odbranu organizma od dejstva slobodnih kiseoni¢nih
radikala, kao i stepena oksidativnog ostecenja zavise od trajanja ekspozicije i
primenjenog pritiska prilikom HBO ekspozicije. Njihova preporuka je da pri
izlaganju organizma dejstvu 100% kiseonika, u cilju izbegavanja razvoja
oksidativnog ostecenja CNS-a, treba primeniti HBO protokol sa vrednostima

pritiska nizim od 3 ATA.

Ay i saradnici (2007) su utvrdili da dvocasovno izlaganje pacova 100%
kiseoniku pod pritiskom od 3 ATA, uti¢e na koncentraciju MDA i aktivnost
SOD i GPX u kortikalnom tkivu pacova. Nasli su da su vrednosti svih

parametara 30 minuta posle HBO ekspozicije poviSene, a 60 minuta posle HBO
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ekspozicije uocili su da su povisene samo vrednosti SOD i GPX. U grupi
zivotinja kod kojih su parametri mereni 120 minuta posle HBO ekspozicije,
vrednosti su bile u okviru onih koje su izmerene kod kontrolnih Zzivotinja,
pacova koji nisu izlagani HBO wuslovima. Njihov zaklju¢ak je da jedna
ekspozicija 100% kiseoniku u HBO wuslovima ima kratkotrajan efekat na

oksidativan status u kortikalnom tkivu velikog mozga pacova.

Wada i saradnici (2000, 2001) su pokazali da pretretman hiperbari¢nom
oksigenacijom povecava toleranciju na ishemiju u mozdanom tkivu pacova,
putem podsticanja  aktivnosti enzimskih mehanizma uklju¢enih u
antioksidativne procese. Mrsi¢-Pelci¢ i saradnici (2004) su kod eksperimentalne
ishemije mozga pacova ukazali da primena hiperbaricne oksigenacije, u
postishemijskom periodu doprinosi oc¢uvanju funkcije Na*K*-ATP-aza i
intenzivira aktivnost SOD. Li i saradnici (2008) su ukazali da kod pacova
primena HBO pre eksperimentalne mozdane ishemije moze smanjiti stopu
smrtnosti, doprineti neuroloskom oporavku, smanjiti koncentraciju MDA i

intenzivirati aktivnost SOD.

Nalazi mnogih istraZivanja ukazuju da HBO moze imati pozitivan uticaj
na oc¢uvanje oksidativnog statusa posle traumatske povrede CNS-a. Palzur i
saradnici (2008) su utvrdili da primena hiperbari¢ne oksigenacije posle
traumatske povrede mozdanog tkiva pacova, doprinosi oc¢uvanju
mitohondrijalnih membrana a samim tim i oksidativnih procesa u ovim
organelama. Takode su potvrdili da HBO inhibitorno deluje na mitohondrijalne

apoptoticke puteve.

Daugherty i saradnici (2004) su potvrdili da hiperbari¢na oksigenacija
kod pacova posle perkusione povrede CNS-a, osim $to poboljsava oksigenaciju
mozdanog tkiva, podstice i funkcionalni oporavak mitohondrija u CNS-u. Zhou
i saradnici (2007) su u svom istrazivanju takode utvrdili da primena HBO kod
pacova posle perkusione povrede CNS-a, podstice funkcionalni oporavak

mitohondrija u CNS-u. Medutim, oni nisu wuodili znacajne promene u

113



SANIRANJE EKSPERIMENTALNE TRAUMATSKE POVREDE MOZGA PRIMENOM HIPERBARICNE OKSIGENACIJE

porocesima stvaranja peroksida. Najvazniji nalaz njihovog istrazivanja je da
primena HBO smanjuje gubitak neurona u hipokampusu i poboljsava oporavak

kognitivnih funkcija pacova posle mozdane traume.

Rezultati naseg istrazivanja ukazuju da HBO uti¢e na aktivnost enzima
glutation peroksidaze (GPX) kako u intaktnom tako i u traumatizovanom

mozdanom tkivu.

Registrovali smo postojanje razli¢itog stepena aktivnosti GPX u uzorcima
tkiva iz grupa K, KHBO, S i SHBO. U grupama S i SHBO stepen aktivnosti GPX
je bio vedi u odnosu na grupe K i KHBO. Ovaj nalaz nam ukazuje da je hirurska
procedura kojoj su Zivotinje iz ovih grupa bile podvrgnute, iako nije narusila
integritet mozdanog tkiva, imala uticaj na oksidativni status CNS-a. Ovaj nalaz
mozemo protumaciti i kao posledice neZeljenih dejstava anestetika na nivou

nervnoga tkiva.

Registrovan je visi stepen aktivnosti GPX u grupama koje su prosle kroz
HBO protokol, KHBO i SHBO u odnosu na odgovarajuce vrednosti u grupama
koje nisu bile izlozene hiperbari¢nom kiseoniku K i S. Ovi rezultati nam

ukazuju da HBO podstice aktivnost GPX u intaktnom moZzdanom tkivu pacova.

Sukciona ablacija senzomotornog korteksa koja je izvrSena na
zivotinjama iz grupa L i LHBO povecala je stepen aktivnosti GPX. Interesantno
je da nismo nasli statisticki znacajnu razliku izmedu nivoa aktivnosti GPX u

grupama L i SHBO.

Nivo aktivnosti GPX u grupi LHBO je bio najvisi u odnosu na sve ostale
grupe. U grupi LHBO smo registrovali da je stepen aktivnosti GPX u uzorcima
mozdanog tkiva iz kontralateralne hemisfere visi u odnosu na uzorke iz

ipsilateralnu hemisfere.

Razultati naseg istrazivanja ukazuju da HBO uti¢e i na ukupnu

aktivnost enzima superoksid dismutaze (SOD) u mozdanom tkivu.
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Registrovano je da je u uzorcima tkiva ipsilateralne hemisfere ukupna
aktivnost SOD veca u grupama koje su prosle kroz HBO protokol (KHBO i
SHBO) u odnosu na komplementarne grupe koje nisu bile izlozene

hiperbari¢nom kiseoniku (K i S), mada te razlike nisu bile statisti¢ki znacajne.

Medutim u grupi L registrovan je znacajno nizi stepen aktivnosti ovog
enzima. Najvazniji nalaz je da HBO tretman povecao ukupnu aktivnost SOD u
uzorcima moZzdanog tkiva iz ipsilateralne-povredene hemisfere (LHBO) u

odnosu vrednosti registrovane u grupi L.

Na osnovu ovih nalaza mozemo zakljuciti da hiperbari¢na oksigenacija
pomaze u odbrani mozdanog tkiva od dejstva slobodnih kiseonic¢kih radikala,
podsticanjem aktivnosti enzimskih mehanizama GPX i SOD. Rezultati neseg
istrazivanja su u saglasnosti sa nalazima drugih autora (Palzur 2008, Li 2008, Ay

2007, Mrsi¢-Pelci¢ 2004, Wada 2001).

Analizom registrovanih nivoa koncentracije malondialdehida (MDA),

uocili smo da HBO utice na stepen lipidne peroksidacije mozdanog tkiva.

U grupama zivotinja koje nisu bile podvrgnute hirurskoj proceduri (K i
KHBO), registrovali smo izuzetno niske vrednosti koncentracije MDA u
mozdanom tkivu. Interesantno je da su niZe vrednosti registrovane u grupi
intaktnih zivotinja (KHBO) koje su prosle kroz HBO protokol, ali da ne postoji

statisticki znacajna razlika u odnosu na odgovarajuce vrednosti iz kontorolne

grupe (K).

Na osnovu rezultata registrovanih u grupama S i SHBO, mozemo
zakljuc¢iti da sama hirurSka procedura iako nije dovela do naruSavanja
integriteta mozdanog tkiva, prevashodno anestezija, ima uticaj na okisidativni
status i produkciju slobodnih kiseoni¢nih radikala u mozdanom tkivu.
Registrovane vrednosti koncentracije MDA u grupama lazno operisanih
Zivotinja (5 i SHBO) su bile znadajno vige u odnosu na vrednosti izmerene kod

intaktnih Zivotinja (K i KHBO).
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Bilo je sasvim izvesno da c¢e ablacija senzomotornog korteksa
intenzivirati lipidnu peroksidaciju u mozdanom tkivu. Tako da nas nije
iznenadilo to $to su najvise koncentracije MDA u uzorcima mozdanog tkiva
registrovane u grupama L i LHBO. Medutim, znacajan nalaz predstavlja
postojanje statisticki znacajne razlike u nivou koncentracije MDA u uzorcima
mozdanog tkiva iz grupa L i LHBO. Koncentracija MDA je kod zivotinja koje su
bile izloZene hiperbari¢nom kiseoniku (LHBO) bila znac¢ajno niza u odnosu na

zivotinje ¢iji je oporavak posle hirurske operacije protekao bez intervencija (L).

Cinjenica da nismo nasli statisticki zna¢ajan nivo razllike u koncentraciji
MDA u uzorcima seruma iz grupa K i S, ukazuje da hirurska procedura, bez
narusavanja integriteta mozdanog tkiva, ipak ima samo lokalni efekat i da utice

na stepen lipidne peroksidacije samo na nivou moZzdanog tkiva.

Znacajno visi nivo koncentracije MDA u uzorcima seruma iz grupe
KHBO u odnosu na grupe K i S, ukazuje da hiperbari¢na oksigenacija na nivou
celoga organizma uzrokuje stvaranje slobodnih kiseoni¢nih radikala i da
njihova aktivnost dovodi do lipidne perksidacije na nivou celoga organizma.
Medutim, nivo koncentracije MDA u uzorcima seruma iz grupe KHBO je bio
znacajno niZi u odnosu na vrednosti registrovane u grupama SHBO, L i LHBO.
Ovi rezultati su u saglasnosti sa nalazima drugih autora koji ukazuju da u
patofizioloskim stanjima hperbari¢na okisgenacija moze smanyjiti stepen lipidne

peroksidacije (Li 2008, Kudchodkar 2007, Ozden 2004)

Najznacajniji nalaz je da smo u LHBO grupi registrovali statisticki

znacajano smanjenje koncentracije MDA u odnosu na L grupu.

Postojanje korelacija izmedu koncentracije MDA u uzorcima mozdanog
tkiva hemisfere koja je bila podvrgnuta hirurskoj proceduri i koncentracije
MDA u uzorcima seruma je izuzetno znacajan nalaz. Dalja istraZivanja ce
utvrditi da li se nivo MDA u serumu moze koristiti kao validan pokazatelj za

pracenje stepena lipidne peroksidacije u traumatizovanom mozdanom tkivu.
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Na osnovu prethodnih saznanja, prilikom dizajniranja naseg istraZivanja
pretpostavili smo da HBO na nivou CNS-a ne uti¢e samo na funkcije neurona,
ve¢ i na potporne i imune celije mozdanog tkiva. Pretpostavili smo da ce
hiperbari¢na oksigenacija ne samo dovesti do stvaranja povoljnijih uslova za
oporavak i prezivljavanje neurona, vec¢ i da ¢e uticati na funkciju glijalnih ¢elija

u centralnom nervnom sistemu.

Kod c¢oveka kao i kod drugih ki¢menjaka, centralni nervni sistem ima
ograni¢ene mogucnosti samoreparacije. Treba imati u vidu da regenerativna
sposobnost aksona CNS-a sa starenjem slabi, pa je i mali stepen inhibicije
dovoljan da spreci regeneraciju (Fawcett 2009). Mehanic¢ka trauma dovodi do
destrukcije nervnih i glijalnih ¢elija i njihovih veza, narusavanja krvno-moZzdane
barijere i prolaska komponenti krvi na mesto povrede. Mikrosredina oko
povrede sadrzi proteine plazme, krvne plocice, eikozanoide, bioloski aktivne
peptide, produkte razgradnje mijelina, slobodne kiseoni¢ne radikale, purinske
nuleozide i nukleotide i druge molekule koji mogu aktivirati astrocite i/ili
funkcionisati kao trofi¢ki faktori za makrofage i mikrogliju (Sofroniew 2010,

Sofroniew 2009, Ridet 1997, McMillian 1994).

Posle povrede dolazi do procesa degradacije tkiva, ali i procesa reaktivne

astroglioze, kolateralnog izrastanja neurita, kao i sinaptickog remodelovanja.

Svi ovi procesi se odigravaju kako na samom mestu povrede, tako i u
strukturama koje su funkcionalno i stukturno povezane. Vecina glijalnih
oziljaka su sagradeni od tesno isprepletanih astrocitnih nastavaka povezanih
pukotinastim vezama i okruzenih ekstracelijskim matriksom (Hamby 2010,
Fawcett 2006, Reier 1988, Eng 1987), tako da se svaka regeneracija odvija u

sredini ispunjenoj astrocitima.

Procesi koji uticu na hipertrofiju i hiperplaziju astrocita u glijalnom
ozilku su pogodna mesta za terapijske intervencije, koje bi poboljsale

prezivljavanje neurona i potpomogle ponovno izrastanje neurita.
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Medu vazne ciljeve rada mnogih laboratorija spada i pronalazenje novih
terapijskih pristupa u cilju sprecavanja nastanka glijalnog oziljka i
omogucavanja oporavka funkcija posle povrede CNS-a. Reaktivni astrociti
grade glijalni oZiljak koji je glavna prepreka za regeneraciju aksona u CNS-u.
Brojni in vivo i in vitro eksperimenti su pokazali da ovo oZiljno tkivo deluje
ekstremno inhibitorno na regeneraciju aksona (Hamby 2010, Sofroniew 2009,
Fawcett 2006, Ridet 1997). S druge strane u nekim in vivo eksperimentima
aksoni su bili sposobni da se regeneriSu na astrocitnim nastavcima (Kawaja

1991).

Jedan od aspekata ovog istrazivanja je bio da se putem
imunohistohemijskih analiza ispita uticaj hiperbaricne oksigenacije posle
ablacije desne senzomotorne kore pacova Wistar soja, na promene u ekspresiji

glijalnih i neuronalnih markera u povredenom tkivu.

Reaktivna astroglioza je pra¢ena pomocu antitela na GFAP, za koje se
zna da se pojacano eksprimira posle povrede. Imunohistohemijsko bojenje je
pokazalo prisustvo intermedijernih filamenata GFAP-a u reaktivnim
astrocitima posle povrede. Svi astrociti koji se nalaze oko mesta povrede su
GFAP pozitivni. Dobijeni rezultati su u skladu sa podacima drugih autora

(Schiffer 1993, Calvo 1991, Schiffer 1986, Takamiya 1988).

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je reaktivha astroglioza
smanjena posle primene HBO terapije kod operisanih pacova. Astrociti u grupi
LHBO se odlikuju manjim delijskim telom i duzim, tanjim nastavcima koji su
mnogo manje razgranati nego u grupi L. Po svom morfoloskom izgledu ovi
asrociti su sli¢niji astrocitima iz kontrolnih grupa K, KH, S i SHBO i nalaze se u
mnogo manjem broju i to samo u uskom pojasu oko mesta povrede. MozZe se
rec¢i da je HBO terapija posle ablacije senzomotorne kore dovela do znacajnog

smanjenja procesa reaktivne astroglioze i sprecila formiranje glijalnog oziljka.
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Kod povrede mozga adulta mikroglija ima predominantnu ulogu u
odgovoru na celijsku smrt indukovanu povredom. Smatra se da aktivirani
astrociti produkuju veliki broj neurotrofickih faktora, koji mogu da pomognu
prezivljavanju neurona, dok mikroglija aktivirana posle povrede izlucuje
mnoge neurotoksi¢ne faktore, ukljucujuéi i slobodne kiseoni¢ne radikale

(Jorgensen 1997).

U ovom istrazivanju pokazano je da je nivo ED-1, specificnog markera
aktivirane mikroglije/makrofaga, smanjen kod Zzivotinja koje su posle
operativne procedure prosle kroz HBO protokol (LHBO) u odnosu na Zivotinje
koje su samo operisane (L). U grupi LHBO uocavaju se kratki i razgranati
nastavci mikroglijalnih celija oko mesta povrede, za razliku od aktivirane i
veoma krupne mikroglije koja je prisutna na presecima mozga pacova iz grupe
L. Novija istrazivanja takode ukazuju na supresiju mikroglioze pod dejstvom
HBO terapije u animalnom modelu cerebralne ishemije (Gunter 2005). Po ovim
autorima, upravo ovo smanjenje mikroglijalnih celija u infarktnom regionu
posle ranog tretmana hiperbari¢nim kiseonikom, predstavlja osnovu zapaZenog

poboljsanja.

Imunohistohemijska analiza sa antitelima koja beleZe fosforilisane
neurofilamente je pokazala da posle HBO terapije dolazi do slabijeg
obelezavanja neurita, kao i tela neurona oko mesta povrede (LHBO), nego Sto je

to uoceno kod Zzivotinja koje su samo operisane (L).

U mozgu pacova koji predstavljaju fiziolosku kontrolu nefosforilisani
neurofilamenti se nalaze u telima neurona i dendritima, dok aksoni uglavnom
sadrze fosforilisane neurofilamente. Primenom primarnog antitela na SMI31 je
pokazano da neurofilamenti u toku razvica, osim u izgradnji citoskeleta mogu

imati ulogu u procesima maturacije aksona i dendrita (Hynes 2005, Ang 1995).
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U pafizioloskim uslovima, imunoloska reakcija je najintenzivnija u telu
nervnih celija (Hugon 1990), sto je potvrdeno i nasim rezultatima. Ovi nalazi
ukazuju na ¢injenicu da se na mestu povrede i degenerativni i regenerativni

procesi odigravaju u isto vreme.

Kod pacova kojima je sukcionom ablacijom uklonjen desni senzomotroni
korteks i koji su prosli koz desetodnevni HBO protokol, uo¢ena je smanjena
imunoreakcija na SMI31, odnosno slabije bojenje fosforilisanih oblika

neurofilamenata.

Imunocitohemijska reakcija na SMI31 je poja¢ana na presecima mozga
pacova koji su se posle operacije oporavljali bez ikakvih intervencija (L),
narocito oko mesta povrede. Na presecima mozga pacova kod kojih je posle
povrede primenjena HBO terapija (LHBO) imunocitohemijsko bojenje
fosforilisanih oblika neurofilamenata je bilo slabije. Takode se uocava i
smanjenje broja neurona koji ulaze u proces Valerian degeneracije, koji ce
dovesti do njihovog propadanja i smrti, $to sve zajedno ukazuje na

neuroprotektivni efekat HBO terapije.

Ovi nalazi ukazuju da putem neuroprotekcije HBO terapija potpomaze

neurobihejvioralni funkcionalni oporavak posle povrede.

MAP2 predstavlja najvazniji asocirani protein u mozdanom tkivu. Ma i
saradnici (2008) su na modelu ishemijske povrede mozdanog tkiva pacova
uocili da HBO pojacava imunoreaktivnost na MAP2. Njihov zakljucak je da to
predstavlja pokazatelj da HBO podstice neuralnu plasti¢nost i omogucéava brzi

oporavak motornih puteva kod eksperimentalnih zivotinja.

GAP43 spada u grupu membranskih proteina, koji ucestvuju u regulaciji
metabolic¢kih puteva koji su uklju¢eni u procese mebranskog remodelovanja i
izrastanja neurita (Hulsebosch 1998) i ima vaznu ulogu u procesu regeneracije

aksona ostec¢enih neurona, te se smatra za proteinski marker rasta i neuralne

plasti¢nosti (Dijk 2007).
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U saglasnosti sa tim ¢injenicama, mi smo primetili intenzivno bojenje
neurona na GAP43 u kortikalnim zonama oko povrede. Posebno je interesanto
$to je u vecini neurona doslo do nakupljajna imunoreaktivnosti na GAP43 u
samo odredenom delu tela neurona, $to odgovara formiranju struktura konusa
rasta usmerenih ka mestu povrede. Medutim, u neposrednoj zoni oko mesta
povrede uoceno je samo slabo prisustvo imunoreaktivnosti na GAP43 i to u
ostecenim-ote¢enim neuronima. Imunoreaktivnost na GAP43 kod ostecenih-
ote¢enih neurona ¢ije su veze prekinute je uocio i Christman (1997) u svom
istrazivanju.

U okolini povrede primetno je pojacano bojenje na GAP43 u celijama
koje izgledaju kao reaktivni astrociti, sto ukazuje na ¢injenicu da se posle
povrede mozdanog tkiva ekspresija ovog proteina ne odvija iskljuc¢ivo na
neuronima. Yamada i saradnici (1994) su wuocili sliéno ispoljavanje
imunoreaktivnosti na GAP43 u astrocitima koji okruzuju infarktnu zonu, kod

njihovog modela ishemijske povrede CNS-a adultnih pacova.

Nalazi drugih autora takode sugerisu da je ekspresija GAP43 prisutna i u
kortikalnim astrocitima, makrofagima i oligodendrocitima (Vitkovic 1988,
Cunha 1990, Moretto 1995). Prisustvo GAP43 je bilo izrazeno kod celija na
kojima su se odvijali procesi grananja, koji su karakteristicni za reaktivne

astrocite i aktivnu mikrogliju/makrofage (Cunha 1990).

Bliska prostorna povezanost izmedu GAP43 i strukturnih molekula
citoskeleta ukazuje na njegovu ulogu u kontroli ¢éelijskog oblika, pokretljivosti i
adhezionih procesa (Moretto 1995). Primetno je odsutvo publikovanih rezultata
koji bi ukazali na efekte hiperbari¢ne oksigenacije na ekspresiju GAP 43. Samim
tim nasi nalazi da HBO intenzivira GAP43 imunoreaktivnosti u kortikalnim
zonama u okolini povrede, a narocito u subkortikalnoj beloj masi, dobijaju na
znacaju. Smatramo da je vazno ista¢i da smo duz oboda povrede uocili

intenzivno bojenje nervnih vlakana na GAP 43.
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Na osnovu nalaza da HBO, intenzivira ekspresiju GAP43 i MAP2,
mozemo pretpostaviti da u sustini HBO promovise rast aksona i grananje
dendrita u cilju stvaranja novih neuronskih veza i ponovnog uspostavljanja
prekinutih neuronskih krugova, ¢ime dolazi do smanjenja motornog deficta koji
je nastupio posle povrede. Nasi nalazi su u saglasnosti sa nalazima Hulsebosch
i njegovih saradnika (1998) koji su nasli da je porast intenziteta bojenja
preparata na GAP43 u kortikalnim zonama odgovornim za kontrolu motornih
aktivnosti prednjih i zadnjih Sapa u korelaciji sa stepenom oporavka motornih
funkcija prednjih i zadnjih Sapa, posle perkusione povrede mozdanog tkiva

adultnih pacova.

Protein sinaptofizin (SYP) je prisutan u mnogim zonama unutar neurona

(Wiedenmann 1985) i koristi se kao funcionalni molekularni marker sinapsi
(Hall 2010, Shojo 2006, Masliah 1991). U skladu sa navedenim ¢injenicama mi
smo ispitivali efekte hiperbari¢ne oksigenacije na procese sinaptogeneze posle

sukcione ablacije desnog senzomotornog korteksa.

Nasi nalazi ukazuju da HBO znacajno intenzivira imunohistohemijsko
bojenje na SYP aksona u kortikalnim zonama i u beloj mozdanoj masi, kako kod
intaktnih Zivotinja iz grupe KHBO, tako i kod Zivotinja koje su prosle
operacionu proceduru, ali bez narusavanja integriteta mozdanog tkiva grupa
SHBO. Imunoreaktivnost na SYP je bila koncentrisana u grozdovima unutar

neuronskih tela, apikalnim zonama dendrita, kao i duz aksona.

Elektronskom mikroskopijom Bergman i njegovi saradnici (1997), su
identifikovali da do intenzivnog sakupljanja imunoreaktivnosti na SYP dolazi u

zonama nervnih zavrSetaka dendrta.

Na osnovu iznetih nalaza, moZemo zakljuc¢iti da hiperbari¢na
oksigenacija podsti¢e formiranje novh sinapsi, posle traumatske povrede

kortikalnog tkiva.
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Kod Zzivotinja koje su se posle sukcione ablacije oporavljale bez
intervencija (L) uocena je pojacana imunoraktivnost na SYP u uskom krugu oko
mesta povrede, dok je u Sirim zonama povredenog korteksa bila difuzno
zrnasto zastupljena, mahom ogranicavajuci tela neurona. Ovakvi nalazi su u
korelaciji da obrascima imunoreaktivnosi koje su uocili drugi autori kod
razli¢itih modela traumatske povrede mozdanog tkiva (Hall 2010, Shojo 2006,
Bergmann 1997). Takode smo uocili da na obodima mesta povrede, dolazi do
akumulacije bojenja na SYP u o$tecenim - oteCenim neuronima, kao i u

neuronima u poodmaklim stadijumima degeneracije.

Shojo i njegovi saradnici (2006) su wuocili da, nakupljanja
imunoreaktivnosti na SYP nije praceno povecanjem koli¢ine SYP na mestu
povrede. Njihovo objasnjenje ovog fenomena je da usled disfunkcije sinapsi i
prekinutih inter neuralnih veza na mestu povrede dolazi do sakupljanja SYP iz
degenerisanih neuronskih tela. Za razliku od njihovih nalaza, mi smo u okviru
subkortikalne bele mase uocili redukciju imunoreaktivnosti na SYP. Ovakvo
nepodudaranje mozemo objasniti razli¢itim eksperimentalnim modelima
traumatske povrede, kao i ¢injenicom da od intenziteta traume zavisi i stepen

indukovanog neurorestorativnog odgovora (Thompson 2006).

Rezultati naseg istraZivanja pokazuju da posle povrede HBO povecava
imunoreaktivnost na SYP, kako u aksonima unutar bele subkortikalne mase,
tako i duz celog povredenog korteksa. Chen i saradnici (2010) su na modelu
hipoksijske - ishemijske povrede takode uocili hiperbari¢cnom oksigenacijom
indukovano pojacanje ekspresije SYP. Njihovi zakljuéci su da medu
neuroprotektivne efekte HBO spadaju podsticanje sinapticke plasti¢nosti i

smanjenje stepena ultrastrukturalnih oStecenja neurona.

Mnogi autori dovode u pitanje da li porast neuroplasti¢ne adaptabilnosti
doprinosi i funkcionalnom oporavku. Oni navode da formiranje novih sinapsi i
prate¢ih novih neuronskih krugova moze biti odgovorno za funkcionalne

deficite koji prate mnoge neuroloske poremecaje i da mogu doprineti razvoju
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post-traumatskih epilepsija (Hall 2010, Chuckowee 2004). Tokom naseg
istrazivanja u svim fazama postoperacionih ispitivanja, ni kod jedne Zivotinje
nisu uocena epilepti¢ka paroksizmalna praznjenja, iako je dokumentovano da
primena molekulskog kiseonika pod hiperbari¢nim uslovima moZze indukovati
pojavu istih. Rezultati naSeg istrazivanja jasno ukazuju da formiranje novih

sinapsi dovodi do poboljSanja lokomotornih sposobnosti.

Najznacajniji nalaz naseg istrazivanja je da hiperbari¢na oksigenacija
stvara pogodno tlo za oporavak i prezivljavanje neurona posle povrede

mozdanog tkiva.

Mali broj istrazivanja se bavio pracenjima efekta primene hiperbari¢ne
oksigenacije na procese apoptoze u patofizioloSkim stanjima na nivou
centralnog nervnog sistema. Calvert i saradnici (2003) su zakljucili da kod
neonatalnih pacova, posle ishemijsko reperfuzivne povrede CNS-a, primena
HBO ostvaruje neuroprotektivni efekat putem redukcije apoptoze. Li i saradnici
(2009) su takode na modelu ishemijsko reperfuzivne povrede CNS-a, prikazali
da HBO inhibira mitohondrijalne apoptoticke puteve kod pacova. Lou i
saradnici (2006) su na modelu fokalne cerebralne ishemije, pokazali da rana
primena HBO dovodi do inhibicije apoptoze u zonama u okolini povrede.
Ostrowski i saradnici (2008) su ukazali da i predtretman sa HBO moze imati
neuroprotektivni efekat kod pacova i smanjiti neuronalnu apoptozu izazvanu
globalnom cerebralnom ishemijom. Peng i saradnici (2009) su opisali da rana
primena HBO posle ishemije, moZze poboljsati oporavak kognitivnih funkcija

pacova, putem smanjenja stepena neuronalne apoptoze.

Voldavski i saradnici (2005) su prikazali da primena hiperbari¢ne
oksigenacije, posle kontuzione povrede CNS-a, kod pacova pojacava ekspresiju
anti-apoptotskih proteina. Wang i saradnici (2010) su ukazali da je za inhibiciju
procesa apoptoze u mozdanom tkivu, posle mehanic¢ke traume, presudan

vremenski okvir u kome ¢e se primeniti HBO.
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Rezultati bojenja krezil violetom nam ukazuje da HBO tretman nije
smanjio gubitak neurona u uzem regionu oko povrede, niti u Sirem regionu oko

povrede u grupi LHBO.

Na osnovu nalaza, bojenja preparata sa fluoro zadom B, markerom
degenerisanih neurona i NeuN markerom neuronalnih tela, mozemo zaklju¢iti
da hiperbari¢na oksigenacija usporava procese neurodegeneracije. Broj zdravih
neurona na presecima mozga zivotinja iz grupe LHBO je mnogo veci u odnosu
na grupu L. Kod neurona oko mesta povrede u grupi L, zapaZza se da u jedru
dolazi do formiranja apoptotskih tela. Medutim, najve¢i broj neurona kod
LHBO grupe ima lepa zdrava jedra u kojima se jasno vidi jedarce. Ovi rezultati
nam ukazuju da je posle HBO proces apoptoze sveden na najmanju meru. Sto
znaci da je hiperbari¢na oksigenacija sprecila pojavu sekundarne degeneracije
neurona. Dobijeni rezultati su i pored ¢injenice da su u primenjivani razli¢iti
eksperimentalni modeli i terapijski protokoli, u saglasnosti sa nalazima drugih
autora (Wang 2010, Peng 2009, Ostrowski 2008, Lou 2006, Voldavski 2005,
Calvert 2003, Yin 2003).
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6. ZAKLJUCAK

Posle analize svih dobijenih rezultata naSeg istrazivanja i njihovog
poredenje sa dosada publikovanim rezultatima iz ove oblasti od strane drugih
istrazivaca, mozemo zakljuciti da hiperbari¢na oksigenacija posle jednostrane

ablacije desnog senzomotornog korteksa mozga pacova Wistar soja:

e Ubrzava oporavak senzomotorne integracije i lokomotornih funkcija, kao i
oporavak miSi¢cne snage, $to se moZe zakljuciti na osnovu uspesnijih

rezultata bihejvioralnih testiranja u grupi LHBO.

e Stabilizuje oksidativni status u postraumatskom periodu. Smanjuje nivo
koncentracije malondialdehida (MDA) u moZdanom tkivu. Intenzivira
enzimsku aktivnost glutation peroksidaze (GPX) i superoksid dismutaze

(SOD).

e Smanjuje proces reaktivne astroglioze i sprecava formiranje glijalnog oZiljka,
$to se manifestuje smanjenom ekspresijom GFAP-a koji predstavlja osnovni
marker aktiviranih astrocita. Posle HBO terapije astrociti se karakterisu
mnogo manjim Cdelijskim telom sa tanjim, duzim i manje razgranatim
nastavcima, sli¢ne morfologije kao kod fizioloske kontrole, odnosno kao kod

intaktnih pacova podvrgnutih HBO terapiji.

e Smanjuje ekspresiju ED-1, markera reaktivne mikroglije/makrofaga, sto
ukazuje na smanjeni broj aktivirane mikroglije/makrofaga oko mesta
povrede, dovodi do pojave miruju¢e forme mikroglije koja je karakteristika

tizioloskog stanja mozga.

e PotpomaZze neuronalnu plasti¢nost, u postraumatskom periodu, putem
podsticanja izrastanja neurita, formiranja novih funkcionalnih sinapsi i
uspostavljanja novih veza izmedu oc¢uvanih neurona, $to potkrepljuje

pojacana ekspresija GAP 43, MAP2 i SYP.
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e Sprecava dalju progresiju neuronalnog ostecenja, sto je pokazano veoma
slabom imunohistohemijskom reakcijom na SMI31, osnovnog markera
fosforilisanih neurofilamenata, kao i znac¢ajno manjim brojem neurona koji

podlezu Valerijan degeneraciji.

e Rezultati bojenja sa krezil violetom, fluoro zadom i NeuN ukazuju da je
posle HBO broj zdravih neurona mnogo vedi, a procesi neurodegeneracije i

apoptoze svedeni na najmanju meru.

Na osnovu dobijenih rezultata opsti zaklju¢ak je da hiperbari¢na
oksigenacija dovodi do smanjenja ostecenja mozga tako Sto sprecava pojavu
reaktivne astroglioze, formiranje glijalnog oziljka, smanjuje inflamatorni
odgovor i stepen neuronalne degeneracije, stabilizuje oksidativni status u
mozdanom tkivu, podsti¢e neuralnu plasti¢nost i stvaranje novih interneuralnih

veza, ¢ime potpomaze funkcionalni oporavak.

Rezultati ovog eksperimentalnog istraZivanja na Zivotinjama ukazuju
na mogucnost primene hiperbari¢ne oksigenacije, kao terapijskog metoda u
ranim fazama sanacije, kod pacijenata sa traumatskim povredana centralnog

nervnog sistema.

Nase misSljenje je da d¢e terapija hiperbari¢nim kiseonikom u
sinergistickom dejstvu sa standardnim terapijama doprineti razvoju novih
strategija lecenja pacijenata ne samo sa traumatskim povredama mozga, vec i
pacijenata sa cerebrovaskularnim insultom i pacijenata kod kojih su izvrSeni

operativni zahvati u nivou centralnog nervnog sistema.
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