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SPEKTRALNA ANALIZA ELEKTROKORTIKALNE AKTIVNOSTI MOZGA
PACOVA UMODELU INTOKSIKACIJE ALUMINIJUMOM

Rezime

Cilj ove teze je prikaz metoda za kvalitativnu 1 kvantitativnu analizu mozdane
aktivnosti. Ujedno je matematicki uradena biomedicinska aproksimacija rezultata.
Animalni model intoksikacije aluminijumom je koriS§¢en zbog rasprostranjenosti
aluminijuma u prirodi i okruzenju. Aluminijum ima selektivno neurotoksi¢no dejstvo na
pojedine delove mozga. Ujedno neurotoksi¢nost aluminijuma ima za posledicu izmenjenu
aktivnost celog mozga, ali i specificno dejstvo na pojedine mozdane funkcije. Animalni
model nudi moguénost viSe parametara i moze se koristiti za izuavanje neurotoksicnosti
aluminijuma pod razli¢itim okolnostima. Procesi koji prate neurotoksi¢nost mogu se

porediti sa promenama koje se javljaju u akutnim i hroni¢nim stanjima bolesti.

Spektralna analiza zasnovana na Furijerovoj transformaciji daje opis promena
elektrokortikalne aktivnosti po frekventnim oblastima. Poredenje spektara snage i njihova
statisticka analiza omogucavaju kvantifikaciju promena. Praéena je elektrokortikalna
aktivnost parijetalnog korteksa i malog mozga kako bi se obuhvatila sva tri parametra
intoksikacije: akumulacija u tkivu, lokalno izmenjena aktivnost neurona i promena
regulatorne funkcije - plasticnost i1 adaptabilnost mozga. Eksperimentalni dizajn
podrazumeva variranje parametara intoksikacije (aplikacija aluminijuma, mozdana
struktura, doza, starost, soj, fizioloS§ko stanje). Na osnovu dobijenih podataka definisani su
efekti neurotoksi¢nosti aluminijuma. Varijabilnost parametara fizioloSkih promena i efekata
neurotoksicnosti su matematicki analizirani. Rezultati ukazuju da promena mozdane
aktivnosti moze biti graduisana tako da moze posluziti kao dijagnosticko-prognosticki

parametar patofizioloSkog stanja.

Ova studija ima multidisciplinarni znacaj jer obraduje razli¢ite aspekte - bioloski,

fizioloski i medicinski.

Kljuéne reci: neurotoksic¢nost, elektrofiziologija, spektralna analiza
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SPECTRAL ANALYSIS OF ELECTROCORTICAL BRAIN ACTIVITY IN RAT
MODEL OF ALUMINIUM INTOXICATION

Summary
The aim of the study was quantitative and qualitative analysis of electrocortical brain
activity in rat model of aluminium intoxication. We used animal model of aluminium
intoxication becouse aluminium toxicity is widespread in nature. Aluminium has selective
effects on different brain regiones. Animal model included different variables, so it can be
used to study neurotoxicity in different conditiones. Also, processes due to neurotoxicity

can be compared with state of some acute or chronic diseases.

Spectral analysis was based on Fast Fourie Transform and changes of electrocortical
activity was obsreved in relation to frequency ranges. Comparation of power spectra and
statistic analyses was used for quantification of changes in brain activity. We recorded
electrocortical activity of parietal cortex and cerebellum to include all parameters of
intoxication: acumulation in tissue, changes of neuronal local group activity and changes in
regulatory function - plasticity and adaptability of brain. Experimental procedure included
different parametars of intoxication - aplication of aluminium, brain structure, doses, age,
straint and physiological state of animals. Based on obtained data we define effects of
neurotoxicity. Biological parameters, such as neurotoxical effects, physiological change
and intoxication are matematicaly analyzed. Results suggest that the change of brain

activity can be used in diagnoses and prognoses of pathophisiological state.

This study presents synthesis of biological, physiological and medical aspect.

Kay words: neurotoxicity, electrophysiology, spectral analysis



Scientific field: Neuroscience

Narrower scientific field: neurophysiology and biophysics

UDK number: [591.181:616-099] : [517.443+519.23] (043.3)



SADRZAJ

-Naslov doktorske disertacije-srpski

-Naslov doktorske disertacije-engleski

-Podaci o mentoru i ¢lanovima komisije

-Rezime-srpski

2. Elektrofizioloske osnove mozdane aktivnosti pod dejstvom aluminijuma ......3

2.1.Elektri¢na aktivnost mozga — 0SNOVNI POJMOVI .....eeeveeerereerereenveenreennnen 3
2.2.Principi elektrokortikografije .........cceveeveieriienienieieceeeseeee e 5

2.2.1. Osnovne osobine EEG-a 1 ECOG-a.......cccccoceeviiiiiiiniiniinicenne 5

2.2.2.Analiza EEG-2 1 ECOG-a.....cccceoviiiiiiiiiiiiiieeeceeeeeee 5
2.3.Posebnosti i razlike u elektricnoj aktivnosti velikog i malog mozga........ 8
2.4 Neurotoksicnost aluminijuma...........ceeereeerieenieenieeeieeeeeereeeseeesieeenees 9
2.5. Animalni model neurotokSiCNOStL. .......cecuevuiririenieneeiceneeeeeeeeecee 11

2.6. Linearne i nelinearne metode u analizi elektriéne mozdane aktivnosti...13

3 Lttt 16
4. Materijali 1 METOAE......ccueeiieiieiieiieie ettt 17
4.1.Eksperimentalne Zivotinje i animalni model.............ccccoeoevinnininnnene. 17

4.1.1.Eksperimentalna procedura davanja aluminijuma i doziranje....18



4.2. Eksperimentalni protokol i operativna procedura............cccceevueevvenueenncnne. 19

4.3. Registrovanje elektriéne mozdane aktivnosti i akvizicija ECoG signala..19

4.4. Spektri snage u analizi ECOG-a........c.cocceeviiiiiiieeiieeieeeeeseeeee e 20
4.5. Fraktalna dimenzija u analizi ECOG-a.........cccccccevvieninnienieniecieneeeen, 21
4.6. StatistiCka analiza...........cccooeriiiiniiiiie e 22
5. REZUIALL ... 24

5.1. Spektralna analiza elektricne aktivnosti velikog i malog mozga pacova u
kontrolnim uslovima i posle tretiranja aluminijumom - prikaz po frekventnim

[0 01174114 - TSRS 25

5.2. Fraktalna analiza elektri¢ne aktivnosti velikog i malog mozga pacova u

kontrolnim uslovima i posle tretiranja aluminijumom.............ccceeveeeerveerieeneeereeeeeen. 31
5.3. Dozni efekat tretmana aluminijumom na ECoG aktivnost........................ 35

5.4. Sekundarni efekat kod mladunaca izloZenih aluminijumu u gestacionom i

1aKtacioNOM PEITOAUL ... .eeeviieiieeiie ettt ettt et sae e s eesebeeeteeenbeeesaeensneens 40
5.5. Spontana aktivnost malog mozga i njegova uloga u neurotoksicnosti........ 43

(T B T (0 ) T PSSR 45

T ZAKIJUCAK. ....cuvieciieeiie ettt ettt e b e e sbeeebeeerea s 55
LIEOIatUTA. ettt ettt 56

Biografija @utOra.......cccuieeiieiiieere ettt eneeen 69



1.UVOD

Aluminijum je jedan od najrasprostranjenijih metala u prirodi i moze dospeti u
organizam putem vode, hrane ili lekova. Izlaganje organizma aluminijumu u zavisnosti od
doze ima toksi¢an efekat kako na ljude tako i na zivotinja. Toksi¢nost aluminijuma se
zasniva na njegovoj interakciji sa brojnim ¢elijskim procesima u organizmu. Sa obzirom da
je aluminijum jedan od uzro¢nika razli€itih obolenja ljudi, njegovo dejstvo i mehanizmi
toksi¢nosti su predmet intenzivnih proucavanja u poslednje dve decenije. Toksic¢nost
aluminijuma i dozna tolerancija su dobro prouceni, ali molekularni mehanizmi toksi¢nosti

su joS uvek ne razjasnjeni te su predmet mnogobrojnih istrazivanja..

Neurotoksi¢nost aluminijuma je potvrdena u brojnim studijama (Jope & Johnson, 1992;
Meiri H., 1993). Aluminijum interaguje sa procesima u Celiji izazivajuci fizicke promene
na celijskoj membrani, interaguju¢i sa funkcijom voltazno-zavisnih jonskih kanala i
sekrecijom neurotransmitera. Aluminijum utiCe na procese u jedru, citoplazmi i
mitohondrijama i to deluju¢i na metabolizam glukoze, signalnu transdukciju, otpustanje
neurotransmitera, fosforilaciju 1 defosforilaciju  proteina, aksonalni transport
neurofilamenata (Walton JM., 1998). Nakupljanje aluminijuma u nervnom tkivu moze biti
uzrok inflamacije mozga (Campbell A., 2004). Interesantno je da aluminijum izaziva
razli¢ite neurobihevioralne promene u razvicu koje se razlikuju od onih kod odraslih
jedinki. Studije pokazuju da oralno uzet aluminijum u periodu razvica ima veliku toksi¢nost
1 izaziva promene u razvi¢u mozga kako zivotinja tako i ljudi (Bishop N.M., 1997; Yumoto

H., 2000; Colomina M.T., 2005).

Brojni eksperimentalni i literaturni podaci ukazuju da aluminijum kao neurotoksin
izaziva neurodegenerativna obolenja kao Sto su Alchajmerova demencija, dializna
demencija ili Parkinsonova bolest (Yokel R. A., 2000). Istrazivanja na animalnim
modelima pokazala su da izlaganje aluminijumu ima za posledicu promene ponasanja,
kognitivnih procesa kao 1 ucenja i pamcenja (Woodruff-Pak D. S.; 2007). Promene
izazvane aluminijumom kod jedinki u embrionalnom razvicu, periodu laktacije ili gestacije

su drugacije u odnosu na zrele jedinke i zavise od doze i trajanja intoksikacije (Golub M.



S., 1999). U visokim dozama aluminijum moze da dovede do malformativnih promena u
embrionalnom razviéu miSeva sa poremecajima skeletnog sistema, nervnog sistema i
unutrasnjih organa - jetra, srce, plu¢a (Colomina M.T., 1994). U uslovima naruSene
homeostaze aluminijum se selektivno nakuplja u tkivima. Pocetak nakupljanja aluminijuma
je vezan za naruSavanje homeostaze Ca’” i kao posledica toga javlja se poremeéena
bubrezna funkcija. Najosetljivije je nervno tkivo Sto za posledicu ima promenu jonske

homeostaze usled intoksikacijom narusene funkcije jonskih kanala krvno mozdane barijere.

U ovoj doktorskoj disertaciji koris¢eno je viSe tehnika i metoda za analizu
patofizioloskih funkcija mozga pomoc¢u animalnog modela neurotoksi¢nosti pacova koji
pruza moguénost izuc¢avanja bioloskih patofizioloskih fenomena u in vivo i kasnije u in
vitro uslovima. Analizom elektrokortikalne mozdane aktivnosti uz pomo¢ matematickih i
statistickih metoda mogu da se opiSu promene izazvane intoksikacijom aluminijumom na
animalnom modelu pacova. U fizioloskim i patofiziolo§kim uslovima, na eksperimentalnim
modelima, posmatrani su mehanizmi adaptabilnosti, plasticnosti 1 akumulacija aluminijuma
u nervnom tkivu mozga pacova. Animalni modeli pacova koriS¢eni u eksperimentima
opisuju promene neuronske aktivnosti mozga pacova u razli¢itim reZimima intoksikacije
aluminijumom 1 pogodni su za procenu akutne i1 hroni¢ne intoksikacije. Nasa
elektrofizioloska i histopatoloska ispitivanja su potvrdila da aluminijum ima neurotoksican
efekat kako kod odraslih pacova tako i kod mladunaca izlozenih aluminijumu u toku

gestacije 1 laktacije.



2. ELEKTROFIZIOLOSKE OSNOVE MOZDANE AKTIVNOSTI POD
DEJSTVOM ALUMINIJUMA

Ova studija predstavlja kvalitativnu 1 kvantitativnu analizu elektrokortikalne aktivnosti
mozga pacova u uslovima intoksikacije aluminijumom. Animalni model toksi¢nosti
aluminijuma koris¢en je u elektrofizioloskim eksperimentima (Martac Lj., 2006).
Registrovana je aktivnost grupe neurona u kontrolnim uslovima i kod intoksiniranih
jedinki. Neurotoksi¢nost aluminijuma ima selektivno dejstvo 1 pogadja kako ceo mozak
tako i pojedine strukture i funkcije mozga. U osnovi promene aktivnosti mozga pacova
tretiranih aluminijumom je razlika u nakupljanju aluminijuma u pojedinim delovima
mozga, promena jonske homeostaze i neurotransmiterske aktivnosti. Kao sekundarni efekat
neurotoksic¢nosti javlja se citotoksi¢nost i neurodegeneracija. Kvalitativni opis promene
aktivnosti neurona registrovane elektrokortikografski (EcoG) sa povrSine mozdane kore
pruza spektralna analiza. Promene u pojedinim frekventnim oblastima su opisane i testirane

statisticki. Kvantitativna analiza je vrSena izracunavanjem fraktalne dimenzije.

2.1. Elektri¢na aktivnost mozga - osnovni pojmovi

Celije kore velikog mozga se odlikuju prisustvom fluktuirajuéeg membranskog
potencijala koje prostornom i vremenskom sumacijom daju ekstracelularni potencijal
odgovaraju¢e amplitude (revijski prikazano u Kandel i sar., 2000). Registracija aktivnosti
mozga moze se vrSiti uz pomo¢ intracelularnih elektroda koje beleze aktivnost
pojedina¢nog neurona ili ekstracelularnim elektrodama koje registruju aktivnost veceg
broja ¢elija. Aktivnost ovih neurona moze se registrovati elektrokortikografski (ECoG, sa

povrsine mozdane kore) ili elektroencefalografski (EEG, sa povrSine lobanje).
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Slika 1. Elektrofizioloski zapis akcionih potencijala

Postojanje elektri¢nog potencijala u mozgu prvi je opisao engleski hirurg Caton 1875.
godine. Znacajan doprinos dao je psihijatar Berger koji je 1929. objavio rad o ritmi¢noj
aktivnosti potencijala mozgaljudi. Pocev od 1930. kada je usavrSena merna aparatura, EEG

je nasao primenu u klinickoj praksi (Willis i Grossman, 1977).

EEG signal je slozen kontinuiran zapis mozdane aktivnosti u vremenu (Slika 1). On
predstavlja skup tzv. potencijala polja registrovanih pomocu elektroda postavljenih na
povrsini glave. Elektrode se pri tome postavljaju u paru prema utvrdenoj Semi i ovaj
postupak se zove montaza. EEG je zapis sumarne aktivnosti vec¢eg broja neurona, medutim
sve Celije ne doprinose u istoj meri veli¢ini amplitude. EEG predominantno reflektuje
aktivnost piramidalnih neurona u blizini elektrode. Takode u odnosu na ECoG amplituda je

manja §to se objaSnjava atenuacijom usled prisustva i drugih neekscitabilnih ¢elija i tkiva.

Karakteristike EEG 1 ECoG signala tj. oblik talasa, amplituda i trajanje se ne mogu
predvideti, pa se signal posmatra kao stohasticki proces. Kao takvi, EEG i ECoG signali
zahtevaju matematicku analizu. Bez nje tumafenje EEG i ECoG signala je krajnje
subjektivno i ne vodi logi¢noj sistematizaciji. Moguce je statisticki odrediti neke parametre
kao Sto su prosecna amplituda i prosecna frekvencija. Takode, moguce je uociti dominantnu
frekvenciju ili sli¢nost izmedu EEG (ECoG) zapisa registrovanih istovremeno sa leve i

desne hemisfere ili sa iste strukture u razli¢itim uslovima. Prvo zapazanje u analizi EEG-a i



ECoG je da li je taj zapis drugaciji u odnosu na kontrolu. Drugi korak bi bila kvantifikacija

promena i na kraju uocavanje izvesnih trendova u toku duzeg registrovanja.
2.2. Principi elektrokortikografije
2.2.1. Osnovne osobine EEG-a i ECoG-a

Definisane frekventne oblasti su u korelaciji sa fizioloSkom, a kod ljudi mentalnom
aktivnoscu ispitanika. To su: a, B, 8, 0 i y ritam. Delta (8) i teta (6) ritam su kod odraslih u
vezi sa fazama spavanja. U praksi je najniza frekvencija odredena duzinom FFT epohe, a
najcedce se uzima vrednost od 0,5 Hz. Delta ritam obuhvata frekventno podrucje od 0-4
Hz, a teta ritam oblast od 4-8 Hz. Delta ritam preovladuje kod pacova u budnom stanju
mirovanja, a izrazen je i u uslovima sna i anestezije. Teta ritam povecava kapacitet uenja
i kod dece je on izrazeniji i ¢e8¢i nego kod odraslih. Kod pacova se on javlja prilikom
njuskanja i kretanja. Alfa (o) ritam kod coveka je prvi opisao Hans Berger 1931. godine pa
se po njemu zove i Bergerov ritam. On obuhvata frekventnu oblast od 8-12 Hz.
Najzastupljeniji je u toku fizicke relaksacije i budnosti bez mentalne aktivnosti i to iznad
parijetalno-okcipitalne oblasti. Kod glodara aktivnost u ovom frekventnom opsegu se
naziva sigma (o) ritam. Beta (B) ritam obuhvata frekventno podrucje od 13-30 Hz. Ovaj
ritam je povezan sa mentalnom aktivno3¢u i treba ga razlikovati od miogene aktivnosti.
Ovaj ritam je najbolje izrazen u frontalnim i parijetalnim delovima kore velikog mozga.
Gama (y) ritam obuhvata visokofrekventni domen pocev od 32 Hz. U nastanku gama ritma
doprinose promene u neurotransmiterskoj aktivnosti glutamata i gama-aminobuterne
kiseline (GABA).

2.2.2. Analiza EEG-a i ECoG-a

EEG i ECoG su kompleksni signali ¢ije statisticke karakteristike zavise od prostora i
vremena. lako se oni stalno menjaju moguce je izvrsiti podelu na periode. Analiza EEG i
ECoG signala se vrsi obi¢no tako Sto se signal podeli na reprezentativne epohe sa manje-
viSe konstantnim statistickim odlikama. Signal Cija srednja vrednost i standardna devijacija
ne zavisi od trenutka posmatranja naziva se stacionarnim. Relativno kratke epohe (do 10 s)

snimljene pri istim uslovima su kvazistacionarne. Mc Ewen 1 Andersen su 1975. godine



razvili metod za odredivanje stacionarnosti epoha zasnovanom na izracunavanju amplituda
1 spektra snage i njihove statisticke razli¢itosti prema Kolmogorov-Smirnovom testu. Pri
bilo kojoj analizi moraju se medutim uzeti u obzir i topografske karakteristike signala

(Lopes da Silva, 1987).

Karakteristike nekog EEG ili ECoG signala nije moguce predviditi i zbog toga se on
posmatra kao slucajan tj. stohasti¢ki proces. Ipak je moguce odrediti neke parametre kao
Sto su prosecna amplituda ili prosecna frekvencija. Moguce je signal predstaviti
matematickim ili biofiziCkim modelom. Biofizicke procese koji leze u osnovi EEG-a i
ECoG-a treba shvatiti kao stohasticko-deterministicke i vrlo sloZzene. Stoga je moguce
opisati ih jedino statistickim parametrima. Postoji i matematicki pristup u analizi signala
gde se signal opisuje kao sistem diferencijalnih jednacina. Nervna aktivnost ispoljava
haoti¢no ponasanje, ali u relativno dugom periodu to ponasanje se moze predviditi (Lopes

da Silva ,1987).

EEG ili ECoG signal je predstavljen kontinuiranim varijacijama potencijala u funkciji
vremena. U praksi kvantitativna analiza se danas vrS$i uz pomo¢ racunara. Uz pomoc
odgovarajuc¢e aparature EEG 1 ECoG se registruje kao analogni signal. Prvi korak u analizi
signala predstavlja analogno-digitalna (AD) konverzija, jer je samo u digitalnom obliku
signal prepoznatljiv raCunaru. Osnovna funkcija AD konverzije je da se kontinuirani EEG
signal u prostoru i vremenu prevede u sistem diskretnih numeri¢kih vrednosti. AD
konverzija se vr$i uz odgovarajucu frekvenciju uzorkovanja - semplovanja. Naime u
odgovaraju¢im vremenskim intervalima se beleze numericke vrednosti potencijala. Da bi
signal bio $to vernije preveden iz analogne u digitalnu formu potrebno je odabiranje vrsiti
uz odgovarajuu frekvenciju semplovanja. Prema Nikvistovoj teoremi frekvencija
semplovanja treba da bude bar dvostruko veca od najbrze komponente u zapisu, tj. f;> '
fmax. Numeric¢ke vrednosti se u ra¢unaru memoriSu u vidu binarnog koda. U digitalnom
obliku zapis se dalje matematicki analizira. Digitalizovane vrednosti EEG signala mogu se

posmatrati kao slucajna promenljiva i mogu se predstaviti histogramom.



U analizi signala najpre treba voditi racuna o uslovima registrovanja. U klini¢koj praksi
obi¢no se vrsi snimanje signala pomoc¢u 16 elektroda postavljenih prema izvesnom pravilu
uzimajuéi u obzir problem =zapreminske provodljivosti. Drugi problem je odrediti
frekvenciju semplovanja prema Nikvistovoj teoremi. To znaci da je potrebno uociti najvisu
frekvenciju signala. Ovaj problem se ne moze iskustveno resiti, ve¢ postoji teorijsko resenje
zasnovano na modelu zapreminske provodljivost mozga. Najvisa frekvencija se javlja u
slu€aju kad je dipol najblizi povrSini mozga. Pre semplovanja sve frekvencije vise od ove

potrebno je ukloniti primenom odgovarajucih filtera.

lako EEG ili ECoG signal predstavlja stohasticki proces diskretne vrednosti EEG
signala ipak su u izvesnom stepenu zavisne. Najjednostavniji nain da se opiSe ova
zavisnost je da se posmatraju srednje vrednosti signala i da se odredi kovariansa,
korelacija ili spektar. Odredivanje kovarianse izmedu dve promenljive zahteva
usrednjavanje vrednosti izvesnog broja realizacija. Drugi nacin je da se posmatra zbir
proizvoda odbiraka ulaznog signala i odbiraka tog istog signala ili signala sa nekog drugog
kanala pomerenih za neku vrednost t duz vremenske ose i to je autokorelacija ili
kroskorelacija, respektivno. Treéi nacin je opisivanje preko spektra snage. Spektar snage
je funkcija frekvencije i daje distribuciju kvadrata amplitude u zavisnosti od frekvencije. Na
slici 2 prikazana je epoha od 8 s ECoG zapisa mozdane aktivnosti pacova tretiranog

aluminijumom i njen spektar snage.
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Slika 2. ECoG pacova tretiranog aluminijumom (epoha od 8s) i odgovarajuci spektar

snage

2.3. POSEBNOSTI I RAZLIKE U ELEKTRICNOJ AKTIVNOSTI VELIKOG I
MALOG MOZGA

Elektrokortikalna aktivnost kore velikog i malog mozga odrazavaju razlike u tipu
neurona kao i u funkcionalnoj aktivnosti kore. Takode princip obrade senzomotornih drazi
se medusobno razlikuje kod kore velikog i malog mozga. Kod kore velikog mozga
elektrokortikalna aktivnost predstavlja aktivnost neurona kore velikog mozga i to uglavnom
piramidalnih neurona. Kora malog mozga je troslojna i sastoji se iz sloja Purkinjeovih
neurona, granularnog sloja i molekularnog sloja sa inhibitornim 1 ekscitatornim neuronima.
Aktivnost kore malog mozga predstavlja aktivnost neurona sva tri sloja. Ujedno ECoG kore
malog mozga obuhvata procesuiranje informacija od ulaza do izlaza iz kore malog mozga.

Funkcionalno kora velikog mozga na primljene drazi odgovara sumacijom akcionih



potencijala piramidalnih neurona dok je izlaz iz kore visestruk i ide ka razli¢itim centrima u
mozgu. U wuslovima anestezije imamo odsustvo drazi 1 stimulaciju inhibitorne
neurotransmisije. Aktivnost kore kako velikog tako i malog mozga pod anestezijom
podrazumeva spontanu aktivnost neurona bez ulaznih 1 izlaznih signala. Takode je u
uslovima anestezije izmenjene su i veze sa drugim strukturama mozga Sto dovodi do

fluktuacija spontane elektri¢ne aktivnosti kore.

2.4. NEUROTOKSICNOST ALUMINIJUMA

Aluminijum je trovalentni katjon Siroko rasprostranjen u zemljistu i vodi. Oko 8%
zemljine kore Cine minerali aluminijuma. NajceS¢i put usvajanja aluminijuma od strane
bioloskih sistema je u obliku hidroksida. U jonskoj formi prisutan je u tkivima biljaka i
zivotinja. Bitan je za odrzavanje jonske homeostaze i kao i svi metali u ve¢im dozama
dovodi do intoksikacije. Kod ljudi simptomi trovanja su gastrointestinalni problemi,
narudavanje Ca’" homeostaze, nervoza, anemija, glavobolje, smanjena funkcionalnost jetre
1 bubrega, gubitak memorije, problemi sa govorom, osteroporoza i miSi¢na slabost.
Neurotoksi¢nost aluminijumom je primeéena u brojnim oboljenjima kao Sto je
Alchajmerova demencija i Parkinsonizam (Percy ME., 2011; Kawahara M., 2005).

Molekularni mehanizmi neurotoksi¢nosti aluminijuma su predmet intenzivnih istrazivanja.

U ovom radu, primenjen je animalni model kojim se definiSe neurotoksican efekat
aluminijuma 1 njegova korelacija sa neurodegenerativnim promenama koje se javljaju kod
Alchajmerove i Parkinsonove bolesti. Akumulacija aluminijuma u mozgu moze izazvati
sinapticka praznjenja i mentalnu disfunkciju (Connor DJ., 1988). Toksi¢nost aluminijumom
moze biti akutna ili hroni¢na. Drugi dogadaji, kao §to je stres i slicno, narusavaju integritet
krvno-mozdane barijere $to prethodi akumulaciji aluminijuma u mozgu (Shcherbatykh I.,
2007). Aluminijum se neravnomerno rasporeduje u mozgu i najvise deponuje u kori
velikog mozga. Dozna tolerancija nije precizno definisana. Prosecan unos aluminijuma je

3-10 mg aluminijuma dnevno kod odraslih osoba (WHO, 1997). Ve¢ ove doze mogu imati



toksican efekat kod fetusa. Dozna zavisnost aluminijuma na osnovu proracuna na modelu

pacova je:
- akutna doza je 200-1000 mg/kg (Who,1997)
- hroni¢no unoSenje je 0-5 mg/l dnevno (Schroeder,1975)
- tolerantnost je 288 mg/kg hrana (Hicks,1987), 260 mg/kg voda (Gomez,1986)
- gestacija i laktacija - 52 mg/kg nije fetotoksicno (Domingo,1987)
133 mg/kg feto-toksi¢no (Gomez,1990,1991)
200 mg/kg neurotoksi¢nost (Commissaris, 1982)

U naSem istrazivanju vrSena je procena doze koja dovodi do manifestacije oboljenja.
Neurotoksi¢ni efekti na animalnom modelu se postizu nesto visSim dozama u odnosu na
najmanju efektivnu dozu kako bi se obezbedila ucestalost promene usled toksi¢nosti u
eksperimentalnoj grupi zivotinja. Ovakav tretman pokazuje i odgovarajucu varijabilnost
kao 1 stepen tolerancije. Usled neravnomernog metabolizma i akumulacije u tkivima mogu
se javiti odstupanja. Neurotoksi¢nost podrazumeva narusavanje jonske homeostaze u
mozgu kojoj prethodi promena integriteta krvno-mozdane barijere usled stresa. Promene u
ponasanju su jasan pokazatelj intoksikacije, a spektralna analiza ukazuje da usporenje
komponenti spektra i povecanje relativne spektralne snage u 6 opsegu je u korelaciji sa

toksi¢nim promenama.

Kao posledica neurotoksicnosti aluminijuma javlja se cititoksi¢nost, neurodegeneracija
1 apoptoza. Ove promene su sekundarni dogadaji u razvitku neurotoksi¢nosti i moguce ih je

histoloski pokazati (Slika 3).
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Slika 3. Tamni neuroni cerebralnog korteksa kod aluminijumom tretiranog pacova (A)

1 kod kontrolne zivotinje (B)

2.5. Animalni modeli

Animalni modeli su eksperimentalne zivotinje odgovarajucih bioloskih karakteristika
dobijenih u laboratorijskim uslovima, koje se koriste u istrazivanjima bolesti ili procesa kod
ljudi. Postoje tri tipa animalnih modela i to su homologi, izomorfni i prognosticki tip. Sva
tri tipa predstavljaju animalne modele bolesti kod ljudi, ali ih opisuju na tri razli¢ita nacina.
Homologi tip podrazumeva isti protokol kao i kod pacijenta. [zomorfni tip ima tretman i
simptome iste kao i u oboljenju. Prognosticki tip podrazumeva isti tretman modela kao i
kod ljudi. Bioloski eksperimentalna zivotinja je geneticki i neuroloski drugacija u
poredenju sa humanom vrstom, $to omogucava zastitu ljudi pri eksperimentu. Postoje
razli¢iti animalni modeli od kojih se primena glodara pokazala kao najprakti¢nija sa
obzirom na visoku adaptabilnost, veliki reproduktivni potencijal, stabilan i slican genom
kod okota 1 plasticnost nervnog sistema. Takode, glodari su ekonomicni za gajenje 1
odrzavanje u eksperimentalnim uslovima. O znacaju primene govore i podaci o broju
glodara u istrazivanjima. U SAD se godisnje koristi 15-20 miliona glodara u biomedicinske

svrhe. S obzirom na prirodu izuavanja animalni modeli bolesti su simptomatoloski,



geneticki ili modeli ponaSanja. Tako se kao simptomatoloski model na primer koristi
metrazol za indukciju epilepsije (White HS., 1997), modeli infekcija Plazmodijumom za
malariju (Hisaeda H., 2004; Coppi A., 2006; Frischknecht F., 2006), ovarijektomija kao
model osteroporoze, zracenje za indukciju tumora i sl. Geneticki modeli su modeli dobijeni
ukrsStanjem u laboratorijskim uslovima sa ekspresijom specifi¢ne funkcije gena ili mogu biti
tipovi fenotipa koji se statisticki analiziraju. Tako se na primer, koriste heterozigoti APP23
misevi kao modeli neurodegeneracije (Van Dam D., 2003) ili viSestruko transgeni miSevi sa
AD patologijom (Bloom F., 2005). Modeli ponasanja su imitacije izmenjenog stanja usled

bolesti i najucestaliji tip je model depresije (Hasler G., 2004).

U nasoj studiji su koriS¢ene zivotinje - pacovi soja Wistar i Sprague Dawley gajeni u
povoljnim uslovima na temperaturi 21-24°C, sa neograni¢enim pristupom hrani 1 vodi, po 1
ili viSe u kavezu. Wistar pacovi imaju nagomilane recesivne osobine te mogu pokazati
razliCite oblike ponaSanja ali geneticka struktura koriS¢enih pacova pokazuje malu
varijabilnost u odnosu na motorne karakteristike ponaSanja koje su pra¢ene u eksperimentu.
Eksperimentani animalni model na pacovu, kori§¢en u ovoj tezi, podrazumeva primenu
aluminijuma sa varijacijama u dozi, duzini tretmana i nacinu aplikacije. KoriS¢en je
aluminijum heksa hidrat koji je aplikovan intraperitonealno ili davan per 0s. Ovakav model
pruza mogucnost analize individualnih varijeteta, grupnih osobina i1 aproksimaciju na
populaciju. Time se postize mogucnost definisanja dozno-zavisnih parametara. Takode,
koris¢ene su i razliCite starosne grupe, kako bi se definisao odgovor na individualni
varijetet. Sa medicinskog aspekta moguce je govoriti o efektima neurotoksi¢nosti, kao i o
patofizioloskim  promenama.  Elektrokortikalno  registrovanje  putem  elektroda
pozicioniranih u parijetalnoj kori velikog mozga i korteksu malog mozga istovremeno,
pruza mogucnost uvida u dejstvo odredenih doza aluminijuma na razliite regione mozga

kao 1 definisanje plasti¢nosti preko senzo-motorne funkcije.

Svi eksperimenti su radeni pod anestezijom i registrovanje je vrSeno pod istim
eksperimentalnim uslovima. Anestezija je koriS¢ena u eksperimentu da bi se
eksperimentalne zivotinje §to maje izlagale bolu i manje patile. Razli¢iti anestetici su

koris¢eni kako bi se mogao pratiti tok registrovanja (vremensko-prostorni gradijent) i kako



bi se komparacijom moglo definisati stanje priblizno normalnom stanju budnosti. Odsustvo
kretnji omogucava pracenje spontane aktivnosti malog mozga, a reaktivnost i pomeraji su u
korelaciji sa pragom senzitiviteta. Ovakav model je pogodan za procenjivanje efekata

neurotoksic¢nosti sa vise aspekata.

Model aluminijumske neurotoksicnosti izazvane aplikacijom aluminijuma koris¢en je u
elektrofizioloskoj analizi ECoG aktivnosti (Marta¢ Lj., 2006). ECoG registrovanje
parietalne kore velikog mozga i1 paravermalnih malomoZdanih struktura je vrSeno pod

Nembutalnom ili Zoletilnom anestezijom.
2.6. Linearne i nelinearne metode u analizi elektriéne mozdane aktivnosti

Sa obzirom na svojstva biosignala nastalih snimanjem pojedinacne ili grupne aktivnosti
neurona razvijene su brojne linearne i nelinearne metode analize. Medu njima su spektralna
i fraktalna analiza koja je ve¢ primenjivana u nasim ranijim studijama lezije mozga (Culi¢
M., 2005; Spasi¢ S., 2005, 2008). Spektralna analiza zasnovana na brzoj Furiejerovoj
transformaciji pruza podatke o promeni spektralne snage u odredenim frekventim
opsezima. Fraktalna dimenzija racunata prema Higucijevom metodu (Higuchi T., 1988.)
predstavlja dobar pristup za selekciju razli¢itih patofizioloskih stanja u modelu

neurotoksi¢nosti.

Spektralna analiza je neparametarski metod analize EEG i ECoG signala zasnovana na
Furijerovoj transformaciji. Furijeova transformacija je matemati¢ki metod koji se Cesto
koristi u analizi EEG-a i drugih bioloskih signala (Harris CM., 1998). Osnovna ideja je da
se signal iz vremenskog prevede u frekventni domen tj. prevede u spektar snage. U
Furijeovoj transformaciji polazi se od Cinjenice da se EEG zapis moze predstaviti kao

Furijeov red tj. kao suma sin i cos funkcija koje se razlikuju po amplitudi i po periodi.
X(t) = a, + T a,cos(nwt) + Z by sin(nwt)

gde su ay, an, b, amplitude, n je prirodan broj, w je frekvencija, a t vremenska

promenljiva.



Sledeci korak u Furijeovoj transformaciji predstavlja uvodenje kompleksnih brojeva:
Zn =ap+ an

Prva komponenta kompleksnog broja je realna, a druga komponenta kompleksnog broja
je imaginarna. Amplituda je jednaka modulu komleksnog broja. Krajnja jednacina koja

definise Furijeovu transformaciju za aperiodi¢ne funkcije je:
f(x) = /x(t)e " dt

Analiza EEG signala u frekventnom domenu datira jo$ iz 1960. godine (Hirai T., 1960).
Spektralna analiza EEG signala razvijena je 70-tih godina (Banquet J.P., 1972). Danas je
upotrebom racunara ovaj metod u ekspanziji (Kusi¢ D., 1994). Takode, moguce je vrsiti i
viSekanalno registrovanje. U nasoj studiji u analizi signala koristili smo amplitudni spektar
i spektar snage. Obicno se signal posmatra u optimalnim epohama duzine od 8-10 s. Prvo
pitanje koje se namece posmatraju¢i amplitude u epohama je da li je njihova distribucija
normalna. Za testiranje distribucije se koristi Kolmogorov-Smirnov test. Analiza intervala
spektra EEG-a ispitanika je metod koji su razvili Saltzberg 1 Burch 1985. godine i pogodna
je za uocavanje promena dejstva psihoaktivnih lekova, promena u toku anestezije, u
psihijatriji, ispitivanju spavanja i slicno. U praksi se Cesto kao ograni¢avajuci faktor pri
ovakvoj analizi javlja pojava artefakta. Artefakt je struja tj. napon nebioloskog porekla
nastala usled aktivnosti vanmozdanih izvora. Artefakti mogu biti prema poreklu fizioloski
ili nefizioloski. Spektri snage su najpogodniji metod u frekventnoj analizi EEG 1 ECoG.
Dobijaju se Furijeovom transformacijom i daju zavisnost snage (pW) u funkciji frekvencije
(Hz). DuzZina epohe je pozeljno da bude 5-10 s kako bi se obezbedila stacionarnost signala
u odredenom segmentu. Graficki prikaz pruza podatke o raspodeli frekvencija. Program
analize spektara snage daje i statisticki obradene podatke po frekventnim podrucjima uz
standardnu devijaciju za skup epoha. Moguce je procentualno odrediti vrednosti snage u
intervalima kao i dominantnu frekvenciju i njeno procentualno ucesSce. Ovi podaci se
porede statistickim testovima kako bi se dokazale razlike u razli¢itim eksperimentalnim

uslovima 1li razlike u aktivnosti leve 1 desne hemisfere.
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Slika 3. Srednji spektar snage prikazanog elektrokortikograma (ECoG-a, gore desno) i

njegova standardna devijacija.

Fraktalna analiza spada u grupu nelinearnih metoda analize EEG-a i ECoG-a. Bioloski
signali imaju neke fraktalne karakteristike (Mandelbrot BB., 1982). Svojstvo samosli¢nosti
signala moze se opisati fraktalnom dimenzijom (Higuchi T., 1988; Katz M., 1988;
Petrosian A., 1995). Fraktalna dimenzija moze da se menja u zavisnosti od fizioloSkog
stanja 1 moze biti dobar pokazatelj izmenjenog patofizioloskog stanja, npr. anestezija
(Kekovi¢ G., 2010; Spasi¢ S., 2011), fokalna povreda (Spasi¢ S., 2008), epilepsija
(Indiradevi KP., 2009), demencija (Jeong J., 2001) i dr.



3.CILJ

Spektralna analiza ECoG-a mozga pacova u animalnom modelu neurotoksicnosti
izazvane aluminijumom ima za cilj da ispita promene u aktivnosti mozga u uslovima

intoksikacije. U tom smislu ispitivano je vise pokazatelja neurotoksi¢nosti:
- Efekat na ceo mozak i patofiziolosko stanje neurotoksi¢nosti,
- Razlike i osobenosti velikog i malog mozga u uslovima intoksikacije,
- Efekat toksi¢nosti 1 dozna zavisnost,
- Promene neurona u uslovima toksi¢nosti, 1
- Kompenzacioni mehanizmi plasti¢nosti i adaptabilnosti.

Spektralna analiza pruza kvalitativni opis promene neurofizioloskog stanja. StatistiCki

parametri ukazuju na varijaciju promene u grupi jedinki.

Fraktalna dimenzija opisuje kvantitativnu promenu funkcije mozga u stanju

neurotoksic¢nosti. Na osnovu fraktalne dimenzije moguce je ispitati:
- Tip promene (akutna ili hroni¢na toksicnost),
- Razlicita patofizioloSka stanja,
- Prag toksicnosti, dozni efekat i granice prilagodljivosti, i

- Sli¢nost 1 razlike u neurotoksi¢nosti pojedinih mozdanih struktura.



4. MATERIJALI I METODE
4.1. Eksperimentalne Zivotinje i animalni model

U eksperimentalnom radu koriS¢eni su pacovi Wistar i Sprague Dawley soja.
Zivotinje su gajene u kavezima, 12 sati izlozene svetlosti i 12 sati u mraku sa
neograni¢enim pristupom briketiranoj hrani i vodi, na temperaturi od 18 do 21 °C. Svi
eksperimenti su izvedeni u skladu sa normama koje je odobrio Eticki komitet Instituta
za Bioloska istrazivanja "SiniSa Stankovi¢". Animalni model toksi¢nosti dobijen je

tretiranjem pacova aluminijumom.

Prvu grupu eksperimentalnih zivotinja predstavljaju odrasli pacovi Wistar soja.
Ovaj soj ima dosta recesivnih osobina i stereotipno ponasanje te je pogodan za
izuCavanje ponaSanja. U zavisnosti od uslova gajenja (po grupama u kavezima ili
odvojeno samo jedan pacov u kavezu) mogu ispoljiti stres ili depresiju. Drugu grupu
eksperimentalnih Zivotinja predstavljaju Zenke soja Sprague Dawley. Ovaj soj je
spontano hipertenzitivan i po pravilu senzibilniji na stres. Zenke su sparivane sa
muzjacima iz istog okota. Tretman aluminijumom davanim per 0S nastavljen je i u toku
gestacije 1 laktacije. Mladunci su registrovani elektrokortikografski i pracena je

promena motorne funkcije u razvicu usled toksic¢nosti.

Svi pacovi su preziveli eksperimentalno ECoG registrovanje, a neki su zrtvovani i
radena je histoloSka analiza smanjenja, degeneracije 1 promene neurona u

neokortikalnom, hipokampalnom i malomozdanom regionu.

Animalni model koris¢en u ovoj studiji je pogodan za izucavanje vise
biomedicinskih fenomena, kao sto su: adaptabilnost u grupi, plasticnost mozga, efekti
neurotoksicnosti, patofiziolosko stanje, frekventna analiza, izu¢avanje neuronske mreze
itd. Sa obzirom na stereotipno motorno ponasanje promene aktivnosti malog mozga su
vezane za adaptabilne promene usled toksicnosti kod muzjaka soja Wistar i one su

uniformne u grupi. Kako toksi¢nost mozga izazvana aluminijumom pogada ceo mozak



grupe pacova je u vezi sa plasti¢nos¢u nervnog sistema, a kod druge grupe se odrazava
na aktivnost i promenu u okviru cele cerebralno-cerebelarne mreze. Pri ve¢im dozama
primecene su promene ponaSanja koje odgovaraju patofizioloSkom stanju akutne ili

hroni¢ne intoksikacije.

4.1.1. Eksperimentalna procedura davanja aluminijuma i doziranje

Za eksperimente su koriS¢eni pacovi pocev od starosti 2-3 meseca, telesne mase
200-350 g, gajeni u skladu sa normama etickog komiteta. Kontrolnu grupu ¢ini 16
muzjaka Wistar soja pacova. Prvu tretiranu grupu predstavljaju muzjaci Wistar soja
(n=39) tretirani rastvorom aluminijum-heksahidrata u dozi od 2, 3, 4 ili 6 mg Al/kg
dnevno. Pacovi su tretirani intraperitonealnim ubrizgavanjem rastvora aluminijum
heksahidrata. Postupak je trajao najmanje 4 a najviSe 6 nedelja. Prvi znaci intoksikacije
su primeceni ve¢ nakon 2 nedelje. U toku tretmana pracena je promena telesne mase.
Ovakav animalni model je pogodan za izucCavanje efekta neurotoksi¢nosti aluminijuma
na mozdanu aktivnost. Treba napomenuti da je usled neravnomerne distribucije
aluminijuma u organizmu i njegovog metabolizma potrebna nesto veca doza kako bi se
postigao neurotoksi¢ni efekat. Zbog toga je moguce govoriti 0 najmanjoj toksi¢noj dozi

1 efektivnoj dozi toksi¢nosti.

Drugu grupu predstavljaju zenke Sprague Dawley soja (n=11) koje su pocev od
starosti 2-2,5 meseci tretirane aluminijumom per oS, a kontrolnu grupu ¢ini 10
mladunaca starosti 4-5 nedelja soja Wistar. Zenke su tretirane aluminijumom putem
vode za pice. KoriS¢en je 1,5% rastvor aluminijuma. Naime zenke su sparivane sa
muzjacima 1 odvojene u zasebne kaveze. Tretman je trajao i za vreme nosenja
mladunaca. Nakon gestacije 1 laktacije obe grupe mladunaca (kontrolna i tretirana

aluminijumom) su elektrokortikografski registrovane.



4.2. Eksperimentalni protokol i operativna procedura

U eksperimentu su koriS¢ene zivotinje tretirane aluminijumom kao i kontrolne
netretirane zivotinje iste starosti. Operativna procedura i registrovanje su sprovedeni na
anesteziranim Zivotinjama. Zivotinje su najpre postavljene u stereotaksicki ram. Zatim je
radena kraniotomija i postavljanje elektroda. Za anesteziju su koris¢eni slede¢i anestetici u
navedenim dozama: Nembutal (Napentobarbital, SERVA, Heidelberg, Nemacka) u dozi od
45 mg/kg ili Zoletil (Virbac S., A. Carros, Francuska) u dozi od 60 mg/kg. U toku
eksperimenta po potrebi je dodavana anestezija u dozi od oko 8mg/kg. Anestezirana
zivotinja je zatim fiksirana u stereotaksicki ram radi izvodenja operativne procedure
kraniotomije. Kraniotomija je radena na parijetalnim kostima buSenjem kruznih rupica
dijametra 2 mm c¢ije su koordinate: 2-2,5 mm posteriorno od bregme i 2 mm lateralno od
sagitalne suture i 10,5 mm posteriorno od bregme i 1,5 mm lateralno od sagitalne suture

(Paxinos 1 Watson, 1982).

4.3. Registrovanje elektricne mozdane aktivnosti i akvizicija ECoG signala

Eksperimentalne  zivotinje su nakon tretmana aluminijumom podvrgnute
elektrokortikalnom registrovanju. Uslovi registrovanja su uniformni za sve Zivotinje i
radeni su pod anestezijom. Registrovanje je vrSeno pod istim uslovima i u grupi kontolnih

zivotinja iste starosti, koje nisu tretirane aluminijumom.

Registravanje aktivnosti parijetalne kore velikog mozga i kore malog mozga vrseno je
volframskim elektrodama postavljenim 0,5-1,5 mm duboko u koru mozga. Signali su
praceni na osciloskopu (Textronix, SAD). Pojac¢avanje signala je vr$eno pojac¢ivacem Multi
Channel Processor-Plus (Alpha Omega Engineering, Izrael). Filtriranje signala vrSeno je sa
parametrima: DC za visokopropusni filter 1 150 Hz za niskopropusni filter. Ceo
eksperiment registrovanja aktivnosti kore mozga je vrSen u trajanju od 30-120 min.
Registrovanje aktivnosti mozga radeno je na svakih 5-10 min u trajanju od 121 s.

Analogno-digitalna konverzija je vrSena pri frekvenciji semplovanja od 256 Hz.



Registrovanje je vrSeno sa 4 volframske elektrode i jednom elektrodom za uzemljenje. Svi

signali su registrovani programom za akviziciju signala SIGVIEW (Jovanovi¢ A., 2004).

Ovakav protokol ECoG registrovanja je pogodan za pracenje grupne aktivnosti
neurona. Moguce je izvrsiti transformaciju signala u EEG 1 pratiti aktivnost lokalnog kola
preko sumacije veza neurona sa istim ekscitatornim (EPSP) i inhibitornim (IPSP)
postsinaptickim potencijalom. Registrovanjem parijetalne kore i malog mozga moze se
analizirati senzo-motorna funkcija kao i1 spontana aktivnost u odsustvu senzo-motorne
drazi. Eksperimenti registrovanja pojedinacne Zivotinje mogu se ponavljati i na taj nacin

pratiti vremenska varijabilnost promene u akutnim i hroni¢nim uslovima.

Registrovani signali u trajanju od 121 s su memorisani u racunaru u vidu binarnih
datoteka. Za svaki registrovani signal vrSena je Fourieova transformacija za 15 epoha u
trajanju od 8 s. Dobijeni spektri snage su poredeni i izraCunata je srednja vrednost i
stadardna devijacija. U okviru analize spektara posmatrana je relativna spektralna snaga po
frekventnim oblastima: delta (0,1-4 Hz), teta (4,1-8 Hz), sigma (8,1-15 Hz), beta (15,1-32
Hz) i gama oblast (iznad 32 Hz).

Analiza registrovanih signala elektrokortikalne aktivnosti kore velikog i malog mozga
vr$ena je programima u Fortranu pod operativnim sistemom DOS i u programu Matlab 6.5.
pod operativnim sistemom Windows. Koris¢eni su programi dizajnirani od strane saradnika
neurofizioloske laboratorije (dr B. Jankovi¢, dr A. Kalauzi, Institut za multidisciplinarna
istrazivanja, Univerzitet u Beogradu). Registrovani signali su filtrirani na 50, 60 1 101 Hz 1

eventualne nepravilnosti (drift, smetnje i pomeraji) su izbaceni iz analize.

4.4. Spektri snage u analizi ECoG-a

Signali su registrovani u trajanju od 121 s pri frekvenciji semplovanja od 256 Hz. Brza
Furijeova transformacija je radena na epohama u trajanju od 8 s. Svaki pojedinacni signal
podeljen je na 15 epoha. VrSeno je usrednjavanje i izraCunavanje standardne devijacije

spektra snage za 15 epoha svakog signala. Aktivnost mozga eksperimentalne Zzivotinje



pracena je u vremenu trajanja eksperimenta. Pracen je prikaz promene aktivnosti mozga u
zavisnosti od anestezije i eksperimentalnih uslova. Ovako dobijeni signali su grupisani za
svaku eksperimentalnu zivotinju. Poredenje je vrSeno u odnosu na vrednosti kontrolnih tj.
netretiranih Zivotinja, a izbor datoteka je vrSen u zavisnosti od veli¢ine promene relativne

spektralne snage u delta oblasti koja je najvarijabilnija.

Kako bi se umanjio efekat anestezije posmatrana je spontana aktivnost grupe neurona
malog mozga u uslovima odsustva senzo-motorne reakcije i najmanja aktivnost je
posmatrana kao posledica dejstva anestezije, dok praznjenja odgovaraju tipu blokade

anestezije.

4.5. Fraktalna dimenzija u analizi ECoG-a

Fraktalna analiza spada u grupu nelinearnih metoda analize EEG-a i ECoG-a. Fraktalna
dimenzija je racunata upotrebom programa koji koristi Higuc¢ijev metod (Spasi¢ 1 sar.,

2005, 2008, 2011).

Koriste¢i modifikovan Higucijev metod originalno opisan u (Higuchi T., 1988.) razli¢iti
elektrofizioloski signali (EEG) su analizirani racunanjem fraktalne dimenzije (FD). EEG je
predstavljen kao vremenska serija X(1), X(2),..., X(N), i mi smo konstruisali k novih samo-

sli¢énih vremenskih serija x .
X" x(m), X(m—+k), X(m+2k), v X(m+int[(N-m)/k]k),

(1

zam=1,2,....k gde je m pocetno vreme; K =1,....Kmax, 1 K je vremenski interval, a int(r) je

celobrojni deo realnog broja.

Lm(K) je izracunato za svaku od k vremenskih serija odnosno krivih x .

1 Sy N-1 *
Ly (k)= E x(m+ik)— x(m+ (i = 1)k) W

=1 int
k




Lm(k) je usrednjena za svako m, formirajuci srednju vrednost za L(k) za svako k=1,...,Kmax

kao

L(k) = ™= . 3)

Time je formiran niz srednjih vrednosti L(k) i vrednost fraktalne dimenzije FD je izracunata

kao nagib najbolje prilagodene regresione linije metodom najmanjih kvadrata iz odnosa

In(L(K)) i In(1/K):
FD=In(L(K))/In(1/K). )

Veli¢ina nepreklapajuceg prozora iznosila 200 tacaka, Sto pri frekvenci uzorkovanja od
256 Hz odgovara epohi trajanja od 0,78 sekundi. Za vrednost parametra Kp,x odabrana je
optimalna vrednost Kn.x=8 (Spasi¢ S., 2005a). Na osnovu dobijenih vrednosti fraktalne
dimenzije pojedinacnih prozora, izracunavana je srednja vrednost i standardna devijacija
fraktalne dimenzije celog signala. FD signala je racunata koris¢enjem programa razvijenih
za potrebe ove analize (autor dr S. Spasi¢) u MatWorks, MatLab 6.5 i potom statisticki
testirana. Teoretske vrednosti fraktalne dimenzije krecu se u intervalu od 1,00 do 2,00.

Fraktalna dimenzija predstavlja meru samosli¢nosti i kompleksnosti signala. Vrednosti
FD se menjaju u razli¢itim fizioloSkoim stanjima te se moze koristiti u opisu izmenjenih t;.
patofizioloskih stanja (Spasi¢ S., 2005a,b, 2008, 2011; Culi¢ M., 2009; Kekovi¢ G.,
2010a,b). Promene u patofizioloSkim stanjima intoksikacije mogu se opisati promenama

fraktalne dimenzije.

4.6. Stati¢ika analiza

Spektar snage opisan je statistiCkim parametrima tj. srednjom vrednoscu i standardnom
devijacijom za 15 registrovanih epoha svakog pojedina¢nog signala. Takode je i za ceo
postupak registrovanja jedne eksperimentalne zivotinje odredivana srednja vrednost i
standardna devijacija ili standardna greSka. Ovakva deskriptivna analiza pruza podatke o

raspodeli relativne spektralne snage po frekventnim oblastima. Ukoliko postoji



jednosmerna promena - samo porast ili samo smanjenje relativne spektralne snage koristi se
standardna greska. U radu su kori$¢eni programi koji uz spektralnu analizu daju i statisticki

prikaz rezultata.

U populaciono sli¢noj grupi jedinki sa slicnim osobinama delta ritma testiranje hipoteze
o promeni bioloskih parametara vrSeno je ANOVA ili t testom. Ovi testovi ukazuju na
promenu aktivnosti grupe neurona preko promene neurotransmiterske veliine ili sa
obzirom na povezanost mozdanih regiona na promenu funkcionalnosti ove veze. Samim
eksperimentom su obuhvacene obe promene aktivnosti mozga usled intoksikacije ( Man-
Vitni ili U test). Ovaj neparametarski test ukazuje na promene aktivnosti mozga u
razli;itim frekventnim opsezima u odredenoj grupi. Neurotransmiterska aktivnost i
funkcionalna konektivnost su varijable koje opisuju fiziolosku promenu usled intoksikacije.
Anestezija, stres 1 akumulacija aluminijuma su promenljive u modelu intoksikacije

aluminijumom koje zavise od uslova intoksikacije.



5. REZULTATI

U eksperimentu su koris¢ena dva razli¢ita soja pacova Sprague Dawley i Wistar kako bi
se uocila individualna varijabilnost. Pacovi su tretirani aluminijumom intraperitonealno 1
per os da bi se uoCio neurotoksi¢ni efekat tretmana. KoriS¢ene su razliCite doze
aluminijuma radi procene doznog efekta na razvoj toksi¢nosti. Registrovana je aktivnost
kore velikog 1 malog mozga — leva i desna hemisfera kako bi se uocio selektivni efekat
aluminijuma na pojedine delove mozga, a i senzo-motorna funkcija i plasticnost u uslovima
intoksikacije. KoriS¢ena su dva anestetika sa razliCitim inhibitornim dejstvom na
neurotransmisiju kako bi se pratio efekat anestezije koji je umanjen (poredena je
maksimalna vrednost delta ritma kod kontrole u odnosu na Zzivotinju koja se budi iz
anestezije), jer iako neurotoksi¢nost i anestezija doprinose povecanju spektralne snage
aktivnosti mozga u delta oblasti, mehanizmi njihovog dejstva su medusobno razli¢iti i u
suprotnosti. Osim kod odraslih pacova vrSen je i tretman mladunaca u razvicu (gestacija i
laktacija) Sto ukazuje na razli¢ite mehanizme plasti¢nosti i adaptabilnosti nervnog sistema

kod grupa razlicite starosti.

Dobijeni podaci o elektrokortikalnoj aktivnosti mozga pacova tretiranih aluminijumom
su poredeni sa ECoG signalima registrovanim na kontrolnim pacovima iste starosti koji
nisu tretirani aluminijumom, a podvrgnuti su istoj eksperimentalnoj proceduri
registrovanja. Na osnovu poredenja odredivane su najmanje, najvece 1 srednje vrednosti
promene elektrokortikalne aktivnosti mozga pacova tretiranih aluminijumom. Preko
definisanja najmanje promene aktivnosti kontrolnih pacova u uslovima budenja odreden je
efekat anestezije na promenu frekventnog ritma i ta vrednost je posmatrana kao referentna
kako bi se anulirao efekat anestezije. Osnovni nalaz je da tretman aluminijumom dovodi do
povecanja relativne spektralne snage u delta opsegu kao i da promena odnosa delta - teta
ritma ukazuje na efekat neurotoksi¢nosti. Registrovana je aktivnost parijetalne senzo-
motorne kore 1 kore malog mozga i posmatrana je selektivna neurotoksi¢nost aluminijuma

na razli¢ite delove mozga, a takode je pracena i spontana aktivnost kore u odsustvu senzo-



motorne reakcije (blokada usled jake anestezije). U eksperimentima su koris¢eni pacovi dva
razli¢ita soja podvrgnuti razli¢itom tretmanu i vrSeno je poredenje aktivnosti mladunaca i
odraslih jedinki. Pokazano je da su efekti neurotoksi¢nosti razli€iti u razvic¢u i kod odraslih
jedinki i da su mehanizmi reparacije (plasti¢nost nervne mreze i adaptabilnost funkcije)
drugaciji u zavisnosti od starosti jedinke. Pracen je i efekat toksi¢nosti u zavisnosti od doze
u grupi jedinki tretiranih razli¢itim dozama aluminijuma. Razvoj akutne ili hroni¢ne
toksi¢nosti doveden je u vezu sa patofizioloskim stanjem, a fraktalnom dimenzijom je

opisana promena.

Animalni model neurotoksi¢nosti se pokazao kao pogodan za pracenje efekta
neurotoksicnosti, aktivnosti mozga u razli¢itim fizioloSkim stanjima i prac¢enja patoloskih
promena. Takode je izvrSena i procena plasti€nosti nervnog sistema i adaptabilnosti u
okviru grupe. Sam model moze da se koristi za analogiju sa neurodegenerativnim
bolestima, stresom 1 intoksikacijom mozga. Ujedno je uporediv sa bolestima kao Sto je

Alchajmerova demencija 1 Parkinsonizam.

5.1. Spektralna analiza aktivnosti kore velikog i malog mozga pacova u kontrolnim

uslovima i posle tretmana aluminijumom - prikaz po frekventnim opsezima

Na slikama 4 i 5 predstavljena je ECoG aktivnost velikog i malog mozga pacova
tretiranog sa 2mg/kg aluminijuma dnevno u toku 4 nedelje (A2P) u odnosu na fiziolosku
kontrolu (K4D). Aktivnost mozga je izraz promena u neurotransmiterskoj aktivnosti grupe
neurona kore velikog i malog mozga. Efekti stresa i anestezije su opisani i kod kontrolne
zivotinje koja je tretirana neutralnim rastvorom intraperitonealno u toku 4 nedelje i
registrovana pod istim uslovima. Oba pacova (kontrolni K4D i tretirani aluminijumom
A2P) su anestezirana dozom od 35mg/kg Nembutala, a u zavisnosti od fizioloskog stanja

dodavana je anestezija u dozi 8mg/kg.
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Slika 4. Tipi¢na ECoG aktivnost velikog mozga levo (a) i desno (b) kod aluminijumom

tretiranog pacova (2mg/kg Al).

Slike 4a i 4b prikazuju elektrokortikogram kod aluminijumom tretiranog pacova - veliki
mozak levo i desno. Slika 5 predstavlja relativnu spektralnu snagu signala prikazanog na
slikama 4a i 4b u eksperimentu A2P - veliki mozak levo i desno u poredenju sa kontrolnom

netretiranom zivotinjom K4D.
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Slika 5. Relativna spektralna snaga ECoG aktivnosti velikog mozga levo 1 desno kod
kontrolnog (K4D) i pacova tretiranog aluminijumom (A2P) prikazana po frekventnim

opsezima.
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Slika 6. Tipicna ECoG aktivnost malog mozga levo (a) i desno (b) kod aluminijumom

tretiranog pacova (2mg/kg Al).

Slike 6a i 6b prikazuju elektrokortikalnu aktivnost malog mozga pacova A2P — levo i
desno. Slika 7 predstavlja relativhu spektralnu snagu signala sa slike 6 u poredenju sa
netretiranom kontrolom K4D. Na slikama 6 i 7 predstavljene relativne promene spektralne
snage po frekventnim podru¢jima za veliki i mali mozak u kontroli i tretmanu
aluminijumom od 2mg/kg nisu pokazale primetne razlike u aktivnosti kore malog mozga
leve i desne strane. Uocava da je aktivnost neurona kore i kod velikog i kod malog mozga
povecana u delta i u manjoj meri, teta opsegu, dok je u srednjim i visokofrekventnim

opsezima smanjena relativna spektralna snaga.
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Slika 7. Relativna spektralna snaga ECoG aktivnosti malog mozga levo i desno kod
kontrolnog (K4D) i pacova tretiranog aluminijumom (A2P) prikazana po frekventnim

opsezima.

U grupama od 9 kontrolnih i 9 aluminijumom tretiranih pacova analizirane su promene
u ritmovima neuronske aktivnosti. Posmatrane su vrednosti kontrole sa stabilnom blagom
anestezijom i poredene sa grupom pacova intraperitoneano tretiranih aluminijumom u dozi
od 2mg/kg (slika 8 i 9). Srednje vrednosti procentualne zastupljenosti pojedinacnih
frekventnih opsega dobijene su iz po 20 eksperimenata u svakom eksperimentalnom uslovu

tj. kontrola vs. aluminijumski tretman.
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Slika 8. Relativna promena spektralne snage po frekventnim podrucjima za veliki
mozak 9 kontrolnih (15 signala) i 9 aluminijumom tretiranih pacova (20 signala) u dozi

2mg/kg: Srednja vrednost relativne spektralne snage (%) +/- standardna devijacija.
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Slika 9. Relativna promena spektralne snage po frekventnim podru¢jima za mali mozak
u 9 kontrolnih (15 signala) i 9 aluminijumom tretiranih pacova (16 signala) u dozi

(2mg/kg): Srednja vrednost relativne spektralne snage (%) +/- standardna devijacija.



Tabela 1. Rezultati t-testa: relativna promena spektralne snage po frekventnim podrucjima

za veliki i mali mozak, kontrola vs. tretman aluminijumom (2mg/kg).

p vrednost delta teta sigma beta gama
Veliki

mozak 0.0016 0.4913 0.0002 0.0072 <0.0001
Mali mozak 0.0075 0.1624 0.0378 0.0246 | < 0.0001

U tabeli su dati rezultati t-testa dobijeni poredenjem aluminijumom tretiranih i
kontrolnih pacova. Procenat povecanja relativne spektralne snage usled efekta anestezije u
modelu neurotoksi¢nosti u delta opsegu u odnosu na fiziolosku kontrolu je razli¢it kod
velikog 1 malog mozga. Naime usled inhibicije i odsustva senzomotornih funkcija moze se
govoriti o spontanoj aktivnosti neurona kore velikog i malog mozga u anesteziranom

stanju.

5.2. Fraktalna analiza elektri¢ne aktivnosti velikog i malog mozga pacova u
kontrolnim uslovima i posle tretiranja aluminijumom

Vrednosti fraktalne dimenzije su prikazane radi ilustracije kod kontrolnog pacova K4D
1 pacova A2P tretiranog sa 2mg/kg aluminijuma intraperitonealno. Na slici 10 predstavljena
je ECoG aktivnost kore za tipi¢an slucaj intoksikacije aluminijumom koji podrazumeva
promenu u neurotransmiterskoj aktivnosti, bez nakupljanja aluminijuma i stresa. Pacov je
tretiran sa 2mg/kg aluminijuma dnevno intraperitonealno. Pri ovoj dozi ispoljavaju se svi
simptomi toksi¢nosti, ali u najmanjoj meri.
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Slika 10. Aktivnost kore velikog mozga u vremenskom domenu kod kontrolne i
aluminijumom (2mg/kg Al i.p.) tretirane Zivotinje.

Na slici 11a prikazana je aktivnost leve hemisfere velikog mozga kontrolnog pacova, a
na slici 11c odgovarajuce vrednosti fraktalne dimenzije u vremenskom domenu. Na slici
11b prikazana je aktivnost leve hemisfere velikog mozga aluminijumom tretiranog pacova,
sa pripadaju¢im vrednosti fraktalne dimenzije (slika 11d). Moze se smatrati da u uslovima
toksi¢nosti dolazi do smanjenja fraktalne dimenzije (slika 11).
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Slika 11. Srednje vrednosti fraktalne dimenzije i standardna devijacija za 10 epoha
signala — kontrolna (a) 1 aluminijumom (2mg/kg) tretirana zivotinja (b) - veliki mozak.

Pod istim uslovima registrovana je i aktivnost kore malog mozga (slika 12). Za razliku
od velikog mali mozak ima vecu plasti¢nost neuronske mreze pa je smanjenje fraktalne



dimenzije nesto manje. Posmatrano u odnosu na kontrolnu Zivotinju smanjenje fraktalne
dimenzije je merilo intoksikacije malog mozga (slika 13).
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Slika 12. Aktivnost kore malog mozga levo u vremenskom domenu kod kontrolne i
aluminijumom (2mg/kg) tretirane Zivotinje.

Na slici 13 predstavljena je aktivnost kore malog mozga i vidi se da u kontrolnim
uslovima postoji varijabilnost vrednosti fraktalne dimenzije 1 razlika izmedu aktivnosti leve
1 desne hemisfere §to je izraz plasti¢nosti i konektivnosti lokalnih mreza kore malog mozga.
Medutim, ova osobina se delimi¢no gubi u uslovima intoksikacije aluminijumom S§to je
ilustrovano vrednostima fraktalne dimenzije na slici 13. Doslo je do stabilne promene
fraktalne dimenzije u vremenu $to ukazuje na to da trovanje aluminijumom utie i na
funkcionalnu aktivnost kore malog mozga.
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Slika 13. Srednje vrednosti fraktalne dimenzije i standardna devijacija za 10 epoha
signala — kontrolna (a) 1 aluminijumom (2mg/kg) tretirana zivotinja (b) - mali mozak.



Dvofaktorski ANOVA test je pokazao da postoji razlika izmedu kontrolnih (n=10) 1
tretiranih pacova (n=10) i da je aluminijum jedan od znacajnih faktora (p<0,01). Drugi
faktor sa Cetiri nivoa je struktura mozga (veliki mozak levo i desno, mali mozak levo i
desno). Statistickom analizom razlika u srednjim FD vrednostima aktivnosti leve i desne
hemisfere velikog mozga u grupi aluminijumom tretiranih (2mg/kg) pacova nije dokazana
razlika izmedu grupa iako u kontrolnim uslovima moze postojati asimetri¢na aktivnost leve
1 desne hemisfere velikog mozga. LSD test ukazuje na postojanje razlike izmedu leve i
desne hemisfere velikog mozga (kontrola u odnosu na tretman) $to je u vezi sa razlikama u
nakupljanju aluminijuma. Uocavaju se razlike u srednjim vrednostima fraktalne dimenzije
izmedu leve (p<0,05) i desne (p<0,05) hemisfere velikog mozga (posmatrana je srednja
vrednost FD kontrole prema FD tretirane grupe za veliki mozak levo ili isto to za veliki
mozak desno). Takode, smer promene je ka smanjenju fraktalne dimenzije kod tretiranih
pacova u odnosu na kontrolnu grupu. Na osnovu rezultata se moze zakljuciti da su veliki i
mali mozak, iako reaguju slicnim mehanizmima, funkcionalno razli¢ito osetljivi na
intoksikaciju. Smanjenje fraktalne dimenzije ECoG aktivnosti kore velikog i malog mozga
moze se smatrati posledicom neurotoksi¢nosti i ono je srazmerno kod obe strukture (slika
14).
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Slika 14. Poredenje vrednosti FD kore velikog 1 malog mozga u grupi od 10 kontrolnih
1 10 aluminijumom (2mg/kg) tretiranih pacova - srednja vrednost i standardna devijacija.



5.3. Dozni efekat tretmana aluminijumom na ECoG aktivnost

U dizajnu eksperimenta varirani su uslovi aplikacije, kao 1 doza aluminijuma.
Posmatrana je grupa pacova intraperitonealno tretiranih aluminijumom u dozi od 2, 4 ili
6 mg/kg. Poredena je ECoG aktivnost velikog mozga aluminijumom tretiranih pacova u
odnosu na aktivnost malog mozga. Na slici 15 su prikazane srednje vrednosti relativne
spektralne snage neuronske aktivnosti 15 pacova (15 signala) tretiranih aluminijumom u
dozama 2-6 mg/kg. Nije dokazana statisticki znacCajna razlika u aktivnosti velikog i malog
mozga po frekventnim opsezima. To ukazuje da toksi¢nost aluminijuma ima isti efekat na

pojedine mozdane strukture.
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Slika 15. Srednje vrednosti relativne spektralne snage u grupi od 15 pacova
intraperitonealno tretiranih aluminijumom u dozama 2-6mg/kg i standardna devijacija -

aktivnost velikog (vm) 1 malog mozga (mm) po frekventnim opsezima.



Tabela 2. Rezultati U testa: relativna promena spektralne snage po frekventnim podrucjima

za veliki i mali mozak (15 pacova ).

p vrednost

delta

teta

sigma

beta

gama

vm/mm

0.78

0.18

0.72

0.98

0.11

Rezultati U testa ukazuju da neurotoksi¢nost ima isti efekat na razlicite strukture i da

nepostoji razlika izmedu velikog i malog mozga.

Promene aktivnosti mozga manifestuju se promenama u delta i teta opsegu. Povecanje

aktivnosti u delta opsegu moze se smatrati indikatorom neurotoksi¢nosti. Takode promena

u teta opsegu je srazmerna veliini promene aktivnosti mozga usled intoksikacije iako je

ona varijabilna usled dejstva anestezije. Na slici 16 1 17 pokazana je promena u grupi od 15

pacova intraperitonealno tretiranih aluminijumom u dozi 2-6 mg/kg. Ovakva promena

opisuje aktivnost neurona mreze u uslovima intoksikacije.
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Slika 16. Relativna spektralna snaga + SD delta frekventnog opsega u grupi od 15

pacova tretiranih intraperitonealno dozom od 2-6mg/kg aluminijumom u odnosu na

kontrolu
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Slika 17. Relativna spektralna snaga teta frekventnog opsega + SD u grupi od 15
pacova tretiranih intraperitonealno dozom od 2-6mg/kg aluminijumom u odnosu na

kontrolu

StatistiCka analiza Man —Vitnijevim testom je pokazala znacajne promene u delta i teta
ritmu u grupi pacova intraperitonealno tretiranih aluminijumom (2-6mg/kg) u odnosu na

fizioloSku kontrolu (slika 16 1 17). Rezultati testa prikazani su u tabeli 3.

Tabela 3. Rezultati U testa-statisticka znacajnost promene aktivnosti u delta i teta

opsegu na velikom i malom mozgu

vrednost | delta teta
vm/k 0.009 0.075
mm/k 0.028 0.028

Za procenu efekta neurotoksi¢nosti posmatran je odnos 6 i 6 opsega registrovanog
spektra kontrolne i aluminijumom tretirane grupe pacova. U kontrolnoj grupi i grupi
tretiranih pacova posmatrarni su signali koji podrazumevaju stabilne uslove anestezije tj. u
grupi tretiranih pacova ispoljavaju znake toksinosti tipicne za stanje promene
neurotransmiterske aktivnosti i akumulacije aluminijuma bez sekundarnog efekta stresa. Na

taj nacin su izabrani kriterijumi na osnovu kojih je moguce vrSiti proracune u grupi pri



odredenoj dozi aluminijuma. Posto sa porastom doze aluminijuma dolazi do ispoljavanja i
efekta stresa kontrolne zivotinje su birane tako da anestezija kompenzuje stres a da je njen
uticaj na neurotoksi¢nost aluminijuma kvalitativno isti. Kontrolne grupe su birane za tri
razli¢ita uslova anestezije: 35mg/kg, 45mg/kg 1 60mg/kg. Na taj nain posmatrana grupa
tretiranih pacova podrazumeva u odnosu na fiziolosku kontrolu isti tip promene aktivnosti

neurona u stabilnom stanju intoksikacije.
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Slika 18. Efekat neurotoksi¢nosti pri razli¢itim dozama aluminijuma (2, 4, 6 mg/kg

Al) u odnosu na kontrolnu grupu (35, 45 ili 60 mg/kg anestetika) - veliki mozak
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Slika 19. Efekat neurotoksi¢nosti pri razli¢itim dozama aluminijuma (2, 4, 6 mg/kg Al)

u odnosu na kontrolnu grupu (35, 45 ili 60 mg/kg anestetika) - mali mozak

Posmatrano po grupama uocava se da intoksikacija aluminijumom menja odnos 6/0
opsega i kod velikog i malog mozga. Promena odnosa delta/teta opsega je takode statisticki
znacajna kako na velikom (p=0,0016) tako i na malom mozgu (p=0,0199) u grupi od 15

pacova tretiranih intraperitonealno dozom od 2-6 mg/kg aluminijuma u odnosu na kontrolu.

U grupi aluminijumom tretiranih pacova za svaku jedinku u eksperimentu racunata je
vrednost odnosa relativne spektralne snage u delta i teta opsegu. U zavisnosti od
fizioloskog stanja moguca su tri odgovora: delta raste a teta opada, delta 1 teta raste i1 delta
opada a teta raste. U grupi registrovanih jedinki posmatrana je minimalna, srednja i
maksimalna vrednost delta i teta opsega i rezultat predstavlja srednju vrednost ove tri
vrednosti. Vidi se da su promene na velikom i malom mozgu drugacijeg tipa kao i da sa
povecanjem doze postoji tendencija smanjenja vrednosti odnosa delta i teta opsega na
velikom mozgu, dok na malom mozgu promena nije monotona. Ova promena odgovara
dejstvu aluminijuma na neurotransmitersku aktivnost, citotoksi¢nost 1 akumulaciju

aluminijuma u nervnom tkivu.



5.4. Sekundarni efekat kod mladunaca izloZenih aluminijumu u gestacionom i

laktacionom periodu

U eksperimentu su koris¢eni i Zenke pacovi soja Wistar i Sprague Dawley. Zivotinje su
u toku trudnoce pile 1,5% rastvor aluminijuma. Mladunci ovih pacova koris¢eni su dalje u
eksperimentu i registrovani su njihovi ECoG. Ovaj eksperimentalni dizajn je predlozen da
bi se analiziralo eventualno toksi¢no dejstvo aluminijuma na mladunce, a bez sporednog
efekta stresa, akumulacije u tkivima i naruSavanja krvno-mozdane barijere koje je prisutno
kod intraperitonealne aplikacije aluminijuma. Drugi razlog koris¢enja mladunaca u
eksperimentu je da se uoce mehanizmi plasticnosti i adaptabilnosti nervnog sistema koji po

pravilu kod starijih jedinki nisu u toj meri izrazeni.
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Slika 20. Srednja vrednost relativne spektralne snage velikog mozga po frekventnim
oblastima +/- standardna devijacija kod 10 kontrolnih i 10 mladunaca ¢ije su majke u

trudno¢i i laktaciji tretirane aluminijumom (1,5% rastvor Al).
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Slika 21. Srednja vrednost relativne spektralne snage malog mozga po frekventnim

oblastima +/- standardna devijacija kod 10 kontrolnih i 10 mladunaca ¢ije su majke u

trudnodi i laktaciji tretirane aluminijumom (1,5% rastvor Al).

Na slikama 20 i1 21 je prikazana aktivnost grupe neurona velikog i malog mozga u grupi
od po 10 mladunaca pacova. Man-Vitni testom (Tabela 4 )pokazano je da tretman
aluminijumom dovodi do promena u svim frekventnim opsezima (p<0.05) na velikom
mozgu. To ukazuje da iako su molekularni mehanizmi toksi¢nosti isti postoji razlika u

funkcionalnoj aktivnosti grupe neurona kod odredenih struktura.

ispoljava kao povecanje delta ritma.

Tabela 4. Rezultati Man-Vitni testa (10 mladunaca)-veliki i mali mozak

p

vrednost delta teta sigma beta gama
veliki

mozak 0.012 0.006 0.012 0.041 0.01
mali

mozak 0.033 0.096 0.226 0.131 0.112

Na malom mozgu se



Odnos delta 1 teta opsega ukazuje na postojanje promene kod materinski tretiranih
pacova 1 do 50 %. Ovakva promena moze se smatrati indikatorom intoksikacije posto je
odnos delta i teta aktivnosti razlicit od odnosa delta/teta kod odraslih pacova sa obzirom da

je trovanje sekundarno izazvano.

Tabela 5. Rezultati ANOVA testa - odnos delta/teta ritma kod mladunaca tretiranih

aluminijumom i kontrolne grupe.

Odnos relativne
spektralne Srednja Standardna
N df F p
snage vrednost devijacija
0 0 opsega
Kontrola 2,13 0,391 1 13,58 0,002
Tretman 3,348 0,969
aluminijumom

Ovim jednofaktorskim ANOVA testom testiran je efekat toksi¢nosti (delta/teta odnos) u
modelu intoksikacije aluminijumom u grupi od 10 mladunaca ¢ime je obuhvacena
individualna 1 grupna varijabilnost 1 pokazan je sumarni efekat promene aktivnosti preko
odnosa 6/0 ritma. Testirana je promena odnosa 6/0 ritma koja podrzumeva i promenu usled
toksic¢nosti 1 prilagodljivost na uslove toksi¢nosti. Sama promena odnosa moze imati tri
odgovora porast delta, a smanjenje teta ritma ili porast oba ritma ili smanjenje delta, a
povecanje teta ritma. Sve ove promene su izraz toksicnosti i ne mogu se odvojeno
posmatrati. U embrionalnom razvi¢u neurotoksi¢an efekat se ispoljava u 6 1 0 opsegu.
Relativno povecéanje snage u d opsegu je praceno smanjenjem spektralne snage u 0 opsegu i
nema promena u viS§im frekventnim opsezima. Smanjenje § ritma u ovom kontektsu je
adaptivni mehanizam kojim se mladunac prilagodava uslovima izmenjene homeostaze

usled toksi¢nosti.



5.5. Spontana aktivnost malog mozga i njegova uloga u neurotoksi¢nosti

U eksperimentima je istovremeno registrovana aktivnost parijetalne kore velikog mozga
kao i kore malog mozga. Osnovni smisao toga je da se uporedi njihova spontana aktivnost
dok mali ispoljava i adaptabilnu sposobnost kompenzacije, a ujedno ima ulogu i u reparaciji
oStecene funkcije - plasticnost. Uloga malog mozga u adaptabilnosti 1 plasti¢nosti

predstavljena je preko spontane aktivnosti u odsustvu stimulusa i viSih funkcionalnih veza.

Na slici 22 je prikazana promena relativne spektralne snage po frekventnim opsezima.
Obe grupe su registrovane pod anestezijom te podrazumevaju stanje odsustva senzo-
motornih reakcija. Kontrolna grupa od 10 pacova birana je za uslove stabilne anestezije sa
manjom promenom delta ritma. Tretirana grupa je predstavljena srednjom vrednosti u grupi

od 10 odraslih pacova (1,5% rastvor Al) koji su ispoljili znake toksi¢nosti.
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Slika 22. Srednja relativna spektralna snaga malog mozga kod 10 pacova pod

anestezijom i 10 pacova tretiranih aluminijumom (1,5% rastvor Al).



Vidi se da postoji sli¢na raspodela relativne spektralne snage po frekventnim opsezima
kod prve i druge grupe zivotinja. Moze se zakljuciti da spontana aktivnost kore u uslovima
anestezije 1 neurotoksicnosti podrazumeva iste raspodelu relativne spektralne snage ali

postoje dva razli¢ita stanja adaptacije.



6. DISKUSIJA

Aluminijum je $iroko rasprostranjen element u prirodi i istraZzivanja su ukazala na
njegov toksi¢an efekat i korelaciju sa mnogim bolestima kao §to je Alchajmerova bolest,
Multipleks skleroza i Parkinsonizam (Campbell A., 2000; Kawahara M., 2005). U ovoj
studiji istrazivan je neurotoksi¢ni efekat aluminijuma u animalnom modelu i pokazana je
veza izmedu toksi¢nih efekata aluminijuma na mozak i neuronske aktivnosti. Promena
relativne spektralne snage u delta opsegu jednim delom je uslovljena toksi¢noscu
aluminijuma. Promene aktivnosti neurona kore koje su posledica dejstva aluminijuma

podrazumevaju vise molekularno-bioloskih mehanizama i fizioloskih procesa.

Intoksikacija aluminijumom pokazuje selektivni efekat na pojedine organe i tkiva.
Neuroloska manifestacija intoksikacije je u vezi sa stresom, oksidativnim promenama i
naruSavanjem homeostaze krvno-mozdane barijere (Verstaeten SV., 2008). Pokazano je da
intoksikacija 1 nakupljanje aluminijuma u mozgu imaju viSestruk efekat odreden
selektivnos¢u tkiva, vezama u mozgu i dozom intoksikacije (Nayak P., 2001). Animalni
model je postavljen tako da kvalitativno i1 kvantitativno opiSe preko mozdanog zapisa
patofiziolosko stanje u uslovima varijacije ove tri komponente. Animalni model je ukazao
da je neurodegenerativni tip promene direktan adaptabilni odgovor na patofiziolosko stanje
intoksikacije. Sli¢nost sa bolestima u humanoj populaciji je direktna posledica naruSavanja
jonske homeostaze u mozgu i1 podrazumeva promenu na molekularnom i na
neurofizioloskom nivou (Nayak P., 2001). Efekti toksi¢nosti su relativni i variranjem doze i

eksperimentalnih uslova pokazali su zavisnost od doze kao i kumulativni efekat.

Opis stanja toksi¢nosti i1 fizioloski aspekt predstavljeni su spektralnom i fraktalnom
analizom. Sa obzirom na stanje u humanoj populaciji molekularni mehanizmi intoksikacije
aluminijumom su predmet intenzivnih proucavanja (Nayak P., 2002). Intoksikacija
aluminijumom je vrSena intraperitonealno i putem vode za pice da bi se stekao uvid u
metaboli¢ko stanje i postigao minimalni toksic¢ni efekat. Tretirane su odrasle jedinke, ali i

majke u trudnodi 1 laktaciji kako bi se odredila individualna osetljivost na intoksikaciju.



Prema rezultatima moguce je zakljuciti da aluminijum ima neurotoksi¢no dejstvo koje
je selektivno adaptivno-kompenzaciono. To znac¢i da postoje mehanizmi plasticnosti
nervnog sistema koji teze da restituiSu narusenu jonsku homeostazu, a odgovor na
nakupljanje aluminijuma ima adaptabilni odgovor. Pokazano je da intraperitonealna
aplikacija ima toksican efekat koji pogada razlicita tkiva, a mahom jetru i mozak (Julka D.,
1996), kao i da neurointoksikacija u vezi sa oksidativnim stresom, produkcijom slobodnih
radikala 1 oSte¢enjem propustljivosti krvno - mozdane barijere. Primeceno je da starije
jedinke imaju vecu osetljivost na intoksikaciju sa obzirom na procese starenja koji
sinergisticki deluju na osetljivost mozdanog tkiva, kao i da mehanizmi neuroloske
konekcije sa viSim centrima u uslovima intoksikacije bivaju naruseni. Pokazano je da
izmedu mladih 1 starijjih jedinki postoje razlike u nervnoj aktivnosti 1 u istim
eksperimentalnim uslovima. Intoksikacija putem vode za pi¢e ima kumulativan efekat i po

dok kod starijih jedinki metabolic¢ki procesi deluju na eliminaciju aluminijuma iz tkiva.

Efekat dozne zavisnosti posmatran je u toku trudoce, gestacije, laktacije, kao i kod
odraslih pacova i kod starijih jedinki (WHO, 1997). Sumarno doza od 2 mg/kg tkiva ima
minimalan neurotoksi¢ni efekat (Tabela 1). Aluminijum pri ovoj dozi deluje selektivno na
neurotransmisiju glutamata 1 stimuliSe aktivhost GABA, a ujedno je pomerena
homeostatska jonska ravnoteza, dok pri visSim dozama dolazi i do nakupljanja aluminijuma
u nervhom tkivu (ATSDR, 1992). Ranije studije pokazale su promene u ponasanju i
holinergicku promenu u transmisiji (Connor DJ., 1988). Aplikacija aluminijuma u trudnoc¢i
ima neurohumoralni odgovor i izaziva mononukleozu kod osetljivih tipova. U stadijumu
gestacije odgovor je teratogen (Colomina MT., 1992, 1994) i deluje na smanjenje
kognitivnih sposobnosti. Najizrazeniji adaptabilni tip pokazuje intoksikacija u periodu
laktacije koja pokazuje da motorni mehanizmi mogu dovesti do smanjenja
neurotoksi¢nosti, kao i da sinaptogeneza deluje na mestima nakupljanja aluminijuma. Kod
odraslih jedinki smanjena je adaptabilnost i plasti¢nost dok apoptotski mehanismi deluju na
¢elije sa aluminijumom, te ovakav odgovor kod adulta moze dovesti do inflamacije ili

neurodegeneracije. Kod starijih jedinki nisu aktivirani mehanizmi adaptabilnosti i



plasti¢nosti ve¢ intoksikacija ima efekat na funkciju celog mozga, a jedino metabolicki
procesi teze eliminaciji aluminijuma S§to ima za posledicu nakupljanja aluminijuma u
pojedinim tkivima (srce, jetra, pluca), te intoksikacija pogada ceo organizam. Iz ovog se
zakljucuje da aluminijum deluje teratogeno, toksi¢no i neurodegenerativno. Ovakav efekat
aluminijuma ranije je opisan promenama u ponasanju (Commissaris RL., 1982). Efekat
intoksikacije moze biti akutnog ili hroni¢nog tipa u zavisnosti od trajanja, vrste

intoksikacije i starosti (Connor DIJ., 1988).

Prvi problem koji se postavlja je da se odredi prag neurotoksic¢nosti (WHO, 1997).
Razlike u ponasanju i uloga oksidativnog stresa su primarni indikatori neurotoksi¢nosti
(Kumar V., 2009). S obzirom na eksperimentalni model postoje varijacije u okviru grupa
tretiranih razli¢itim dozama aluminijuma. Ove varijacije su izraz plasticnosti nervnog tkiva
mozga, osetljivosti jedinke i akumulativnhog dejstva aluminijuma. S obzirom na to
odredjivan je efekat neurotoksi¢nosti na neurotransmisiju. Pri dozi od 2mg/kg sve Zivotinje
su ispoljile znake toksi¢nosti 1 moZe se smatrati optimalnom najmanjom efektivnom
dozom (Slika 8 1 9). Pri ovoj dozi javljaju se ireverzibilne promene u nervnoj kondukciji.
Manje doze pogadaju druga tkiva i metaboliSu se, te je tip odgovora nervnog sistema u
promeni senzo-motorne regulacije (Schroeder MA.,1975). Na Slici 21 1 22 opisana je
spontana aktivnost kore u uslovima anestezije i intoksikacije. Ve¢ pri viSim dozama javljaju
se promene nervnog tkiva u vezi sa nakupljanjem aluminijuma koje imaju za posledicu
promenu konduktivnosti, neurodegeneraciju i apoptozu (Bharathi P., 2008). Ove promene
postizu zasi¢enje pri dozi od 4 mg/kg. Pri viSim dozama neurotoksi¢ni efekat zadobija

hroni¢ni oblik i ima patofizioloski odgovor organizma.

Aplikovan aluminijum ima viSe efekata na organizam: pogada lokalno tkivo,
metabolicki se transformise i akumulira se u pojedinim organima (WHO, 1997). Prema
podacima iz literature postoje velike fluktuacije u primenjivanoj dozi (Colomina MT.,
1994; Domingo JL., 1987). Za 2-2,5 meseca stare jedinke tretirane razliCitim dozama
aluminijuma, definisali smo da doza od 50-200 mg/kg dnevno ima neurotoksican efekat i za
posledicu patoneurolosku sliku mozga (Marta¢ Lj., 2006). Senzibilnost jedinke je

korelisana sa starosnim tipovima, te je pokazano (Marta¢ Lj., 2010) da je period laktacije i



gestacije najosetljiviji i pokazuje malformacije dok je nakupljanje aluminijuma naizrazenije

u starosti.

Definisanje neurotoksic¢nosti preko neurotransmiterske aktivnosti se zasniva na
najizrazenijim promenama u glutamatergickoj transmisiji kao i na promenama na mestima
nakupljanja aluminijuma koje su vrlo varijabilne i mesto specificne (Ros J.,2001).
Selektivnost velikog i malog mozga na aluminijumsku neurotoksi¢nost je razlicita (Kekovié¢
G., 2010). U juvenilnom periodu determinaciju razvi¢a visih funkcija vr§i mali mozak koji
blagu toksi¢nost preko lokalnih malomozdanih kola i jedara te ima visok adaptabilni
potencijal (Mosthaghie A., 1999). Ovakva uloga malog mozga sa staro$¢u se smanjuje i
sadestvuje sa oSteCenjem veza u viSim centrima u velikom mozgu. Osetljivost velikog
mozga na intoksikaciju aluminijumom je veca i po pravilu nakupljanje aluminijuma u
mozgu ima za posledicu oste¢enje funkcije (Kekovi¢ G., 2010). Suprotna hemisfera moze
preuzeti ulogu regulatora, ali zbog oSteCenja mreze restitucija je u uslovima
neurotoksi¢nosti ograni¢ena i izmenjena. Sa obzirom na regulatornu funkciju intoksikacija
aluminijumom po pravilu vise pogada veliki mozak kod odraslih jedinki, dok kod starijih

dolazi do intenzivnog nakupljanja aluminijuma i inflamacije tkiva.

U modelu aluminijumske neurotoksi¢nosti kao indikator promene posmatran je delta
ritam registrovanog spektra mozdane aktivnosti pacova koji je u korelaciji sa svim napred
navedenim promenama. To je postignuto variranjem doze anestetika i odrzavanjem u stanju
suprimacije bola (Culi¢ M., 2001). U ovom modelu sigma opseg registrovanog spektra
mozdane aktivnosti pacova odgovara alfa ritmu kod ljudi, koji obuhvata kognitivno-
intelektualne sposobnosti  (Culi¢ M., 2007), dok se beta ritam odnosi na motorne
sposobnosti (Culi¢ M., 2003). Gama ritam po pravilu je posmatran u skladu sa prethodno

razvijenim modelom lezije tkiva prilikom registrovanja (Culi¢ M., 2002; Kalauzi A., 2002).

Moze se zakljuciti da promena sigma ritma ima patoloski karakter neurotoksi¢ne
promene, dok su sve manje promene kompenzaciono-reverzibilnog tipa. Naravno da pri

tome treba imati u vidu da su promene funkcije prisutne kao plasti¢nost koja se smanjuje



linearno sa staro$¢u (Culi¢ M., 2005). Promene delta ritma od 5 % nisu posledica toksiénog
efekta jer se aluminijum eliminiSe metabolicki (Grbi¢ G., 2006). Sve promene iznad 5 % su
rezultat neurotoksi¢nosti 1 selektivno pogadaju tkiva i funkcije dok su promene iznad 9 %

su neurodegenerativnog tipa (Culi¢ M., 2007).

Oscilatorna promena delta ritma je karakteristicna za animalni model intoksikacije
pacova (Papp A., 2005), ali je u korelaciji 1 sa humanim tipom za mali mozak, dok vise
psihicke funkcije kod ljudi zahtevaju dopunske analize 1 pokazuju veliku osetljivost na
intoksikaciju. Delta ritam ili sporotalasne komponente od 0,1-4 Hz variraju u razli¢itim
patoloskim i fizioloskim stanjima Sama anestezija uvecava delta snagu te su podaci
posmatrani za definisano stanje anestezije pri kojoj je izvrSena suprimacija bola i
neutralisana je motorna kretnja i pokreti (Culi¢ M., 2003). Poveéanje delta ritma moze biti
posledica vise faktora (Miu A., 2003), kao §to su stres, oStecenje krvno-mozdane barijere,
neurotransmitersku modulacija, inflamacija i neurodegeneracija (Capo 1., 2007). Svi ovi
parametri su varijabilni 1 u razli¢itoj meri doprinose povecanju relativne spektralne snage u

delta opsegu.

Za razliku od velikog mozga kod malog mozga je posmatran delta/teta odnos s obzirom
na stanje malomozdane neuralne mreze koja ima spontanu aktivnost obrade senzomotornih
informacija (Kekovi¢ G., 2010). Rezultati dobijeni za mali mozak sa obzirom na
senzibilnost i selektivnost malog mozga ukazuju na stepen osStecenja neuronske mreze u
uslovima intoksikacije (Marta¢ Lj., 2006). Promena odnosa delta/teta ritma u uslovima
neurotoksicnosti je izraz efekta aluminijuma na aktivnost neurona, neurotransmisije i
promena u konduktivnosti nervne mreze (Marta¢ Lj., 2010). Sve promene odnosa delta/teta
ritma vece od 20 % ukazuju na postojanje ireverzibilne reakcije pa se mogu dovesti u vezu
sa intoksikacijom aluminijumom (Binienda Z., 2011). Manje promene imaju za posledicu
aktivaciju molekularnih mehanizama koji determiniSu sintezu, oslobadanje i receptorsku
aktivaciju neurona, dok srednje promene se odnose i na stanje jonske homeostaze u

nervnim putevima.



Povecanje delta ritma u uslovima intoksikacije aluminijumom moze biti indikator
stepena promena. Dijagnosticki se diferenciraju tri patofizioloska stanja: prvo je vezano za
promene u aktivnosti neurona zasnovane na molekularnom nivou, drugo je vezano za
neurotransmitersko-jonsku promenu funkcije, tre¢e je u vezi sa nakupljanjem aluminijuma i
neuroinflamacijom. Ova tri stanja zahtevaju razli¢it medikamentni tretman. Ova tri stanja
mogu se kvantifikovati fraktalnom dimenzijom koja ukazuje na linearnu promenu u stepenu

ostecenja (Kekovi¢ G., 2010).

Studija je radena i na mladuncima koji su u gestacionom i laktacionom periodu bili
tretirani aluminijumom (Marta¢ Lj., 2010). S obzirom na to posmatrana je promena delta
aktivnosti kao izraz dozno-zavisnog stepena toksi¢nosti kao i promena teta ritma usled
razvoja adaptacija i plasti¢nosti neronske mreze (Slika 20 i 21). Promene u vi$im opsezima
(gama ritam) su izraz lezije i1 regeneracije usled eksperimentalne procedure i nisu u vezi sa

toksi¢noscu.

Mehanizmi plasti¢nosti su posmatrani kod novorodenih mladunaca starih prosec¢no tri
nedelje &ije su majke u toku gestacije ili laktacije pile 1,5 % rastvor aluminijuma (Capo 1.,
2008). Poredene su ove dve grupe sa obzirom na razlike u tretmanu. Kod prve grupe uocen
je fetotoksican i teratogeni efekat. Motorne sposobnosti ovih mladunaca su smanjene $to
ukazuje na ulogu malog mozga u razvi¢u adaptacija. Kod druge grupe postoji humoralna
neurotoksic¢nost koja pogada neuroimuni odgovor. Kod ovih mladunaca mali mozak ima
ulogu u regulaciji razvoja visih sposobnosti preko motornog uc¢enja. Mali mozak ima dva
tipa plasti¢nosti. Prvi je vezan za lokalna malomozdana kola a drugi se odnosi na projekcije
ka drugim mozdanim strukturama. Neurotransmiterski posmatrano intoksikacija je
najizrazenija u glutamatnoj transmisiji (Cucarella C., 1998), ali je u animalnom modelu
elektrokortikalne registracije pod anestezijom ona potencirana dejstvom anestetika na
inhibiciju GABA (Nayak P., 2001). Primena razli¢itih anestetika (zoletil, nembutal)
pokazuje da usled anestezije postoje fluktuacije u glutamatergickoj transmisiji koja je u
intoksinaciji povecana (El-Rahman S.S., 2003). Takodje teratogeni efekat je posledica
preterane ekscitacije neurona putem glutamata pri smanjenoj metabolickoj produkciji

GABA. Ove promene se definiSu povecanjem delta i smanjenjem teta ritma.



Postoje tri adaptabilna odgovora velikog mozga a to su: povecanje delta ritma bez
promene teta ritma, povecanje delta uz smanjenje teta, delta bez promene i smanjenje teta
ritma (Kesi¢ S., 2006). Prvi se definiSe kao neurotransmiterska toksi¢nost, drugi kao
narusavanje funkcionalne povezanosti, a tre¢i kao kompenzacija toksi¢nosti. Iz ovoga se

moze definisati maksimalna tolerantnost prema intoksikaciji (Marta¢ Lj., 2006).

Kod adultnih tipova intoksikacija je pracena smanjenom apoptozom i
neurodegeneracijom (Bharathi P., 2008). Usled nakupljanja aluminijuma u mozgu dolazi do
oksidativnog stresa 1 inflamacije mozdanog tkiva Sto za posledicu ima razvoj
neurodegeneracije (Campbell A., 2010; Khumar V., 2010). Ovakav animalni model je

komparabilan sa Alchajmerovom boles¢u (Kawahara M., 2005).

Povecanje delta, a smanjenje alfa i beta spektralne snage imaju dijagnosticki 1
prognosticki znacCaj. Delta iznad 45 % opisuje oksidativni stres, inflamaciju i
neurodegeneraciju, dok se alfa i beta ritmovi odnose na motorne obrasce ponasanja pacova,

tj. na vise psihicke, kognitivne i memorijske funkcije kod humanih pacijenata.

Predmet ove studije nije bila populaciona analiza mada je uocena adaptabilnost i
selekcija malformativnih tipova. Proucavanje neurotoksi¢nosti primarno ima smisao u
izuCavanju patofizioloskih promena, a sekundarno je u vezi sa promenom u ponasanju.
Ovaj model preko efekta promene ima prognosticki i dijagnosticki znacaj, jer ukazuje na
minimalne i maksimalne efekte aplikacije aluminijuma kod jedinki. Dozni efekat pokazuje
promenu u odnosu na koli¢inu aluminijuma. Terapija stanja zatrovanosti bi zahtevala
poznavanje molekularnih mehanizama koji leze u osnovi promene. lako su predmet

intenzivnih proucavanja, obrasci intoksikacije nisu jos razjasnjeni.

Na osnovu literature dat je pregled promena izazvanih aplikacijom aluminijuma na
animalnom modelu. Usled nakupljanja aluminijuma u mozdanom tkivu narusava se Ca®"
homeostaza. Odgovor je produkcija glutamata u visokim koncentracijama koja pogada
postsinapticke neurone. Kod hroni¢nog modela glutamatergicka intoksinacija moze imati i
globalan efekat na nivou mozga (Choi DW., 1998). Povecana glutamatergicka transmisija

ima za posledice smrt ¢elije i degeneraciju. Ovi efekti su prisutni u oboljenjima kao $to je



olivopontocerebelarna atrofija, Hantingtonova bolest, epilepsija, hipoksija, ishemija i
hipoglikemija (Greenamyre JT.,1986). Citotoksi¢nost glutamata zasniva se na njegovom
produzenom dejstvu na 4 tipa receptora NMDA, AMPA, kainatni i metabotropni (Hugon
J.,1996). U animalnom modelu neurotoksi¢nost je izazvana stimulacijom metabolicke
produkcije glutamata kao i njegovom saturacijom receptora. Ovakav efekat glutamata
izaziva efekat na neurotransmisiju cele neuralne mreze, a javlja se pri dozi od 4 mg/kg
aluminijuma dok pri manjim dozama dominira excitotoksi¢nost. Pokazano je na in vivo
modelima da laktat redukuje glutamatergicku citotoksi¢nost (Ros J., 2001).
Neurobihevioralni testovi ukazuju na promene u sposobnosti motornog ucenja usled
oksidativnog stresa (Kumar V., 2009). Oksidativni stres ima za posledicu povecane
peroksidazne aktivnosti, oksido-redukcione reakcijama i nakupljanje radikala i1 abervaciju
mitohondrija kao i smanjenu produkciju ATP-a. Neurotoksi¢nost aluminijuma i
neurodegenerativni procesi su izuc¢avani u korelaciji sa Alzheimerovom boles¢u (Bharathi
P., 2008). Neurodegenerativni procesi su prisutni kod starijih jedinki. Aktivacija apoptoze
prati neuralnu degeneraciju. Pretpostavlja se i da genski mutacioni procesi menjaju
strukturu toksi¢ne Celije. Neurodegeneracija vodi gubitku kondukcije 1 gliozi, a rede je
prisutna i inflamacija. Neurodegeneracija je prisutna ne samo u ¢elijama sa akumuliranim
aluminijumom nego i u susednom tkivu. Ovakva slika je u korelaciji sa amiloidnim

plakama u Alchajmerovoj demenciji i povecanjem delta spektralne snage.

ElektrofizioloSka, bihevioralna i histoloska analiza pokazuju da je u osnovi sve tri
analize neurotoksi¢nost posledica oksidativni stres koji oSteCuje membrane lipida, aktivnost
membranoznih proteina, Na-K-ATP-aza i PKC i ima antioksidativhu enzimsku aktivnost,
SOD,GPx 1 GST (Sethi NK., 2008). Takode je pokazano da su mehanizmi oksidativnog
stresa isti kod mladih i starih jedinki (Makker K., 2009). Hroni¢ni tretman aluminijumom u
dozi 0,5 mg/kg dnevno ima za posledicu slabljenje kognitivnih funkcija sa progresivnim
tokom (Walton JR., 2009). Nasa studija ukazuje na promene aktivnosti malog mozga kao
izraz gubitka saznajnih funkcija, kao i na razlike 1 smanjenje motornih sposobnosti linearno
sa staroS¢u jedinke. Neurodegenerativni procesi ukazuju na razliCit uticaj razliCitih

jedinjenja aluminijuma na Ca”~ homeostazu, verovatno zbog interakcije aluminijuma sa



regulatorima Ca®" homeostaze, ali mehanizmi jo§ nisu izugeni. Neurotoksi¢nost izazvana
metalima (Al i Pb komparativno) ima sli¢ne promene koje sumarno se mogu okarakterisati
kao oksidativni stres, biofizicke promene membrane, deregulacija Celijske signalizacije 1
promene u neurotransmisiji (Versraeten SV., 2008). Sumarno ove promene u spektru snage
se manifestuju porastom delta snage iznad kontrolne vrednosti od 45 % pa do 56 % kolika

je plasticnost i tolerabilnost.

Aluminijum putem neurohemijskih promena izaziva oksidativni stres. Prve promene su
redukcija vezikularnog transporta, a kao posledica toga redukuje se mikrotubularni
transport, smanjenje ATP-a u aksonalnim mitohondrijama, redukcija sinaptic¢kih vezikula i
promena Goldzijevog kompleksa (Verstracten SV., 2008). Oksidativne promene su

produkcija malanodialdehida, karbonila, peroksinitriti, nitrotirozini, SOD, hemoksigenaze .

Apoptoza se javlja usled nakupljanja aluminijuma u ¢eliji sto dovodi do depolarizacije i
inhibicije Na/Ca pumpe usled ¢ega se nakuplja Ca*" u mitohondrijama i endoplazmati¢nom
retikulumu. Apoptoza je genski determinisana i aktivacija kaspazne grupe proteaza
indukuju gensku promenu (Baharathi P., 2008). U animalnom modelu pokazano je
prisustvo apoptotskih tela 1 kod mladih i1 kod starijih jedinki, a razlika je u tome §to se kod
starijih jedinki javlja i inflamacija na mestima intenzivnog nakupljanja aluminijuma (Capo

1., 2007).

Kod mladih pacova tretman aluminijumom u toku gestacije i laktacije ima
genotoksican, teratogen ili neuroplastican efekat u razviéu (Gomez M., 1990). Pretpostavlja
se da je aktivacija posledica oksidativnog stresa mitohondija, lizozoma i jedra (Dobson A.,

2000).

U analizi EEG-a, kod pacijenata sa dijagnostikovanom Alchajmerovom boles¢u
povecanje delta snage ima dijagnosticki 1 prognosticki smisao. Kao posebni fenomeni, a u
saglasnosti sa animalnim modelom javljaju se oSteCenje krvno-mozdane barijere,
oksidativni stres, neurodegeneracija i glutamatergicna toksicnost. RazliCitosti su smanjenje

teta ritma kod modela, tj. promena alfa ritma kod Alchajmerove demencije.



Mehanizmi neurotoksi¢nosti pokazuju da postoje ireverzibilni mehanizmi u osnovi
toksic¢nosti. S obzirom na nemogucénost regulacije na molekularnom nivou, moguce je samo

preuzimanje funkcije putem plasti¢nosti nervnog sistema.



5. ZAKLJUCAK

1. Pokazano je da aluminijum ima neurotoksi¢no dejstvo i da postoje promene u ECoG
aktivnosti kontrolnih i aluminijumom tretiranih pacova. U uslovima toksi¢nosti dolazi do
povecanja relativne spektralne snage u delta opsegu pa se to moze smatrati indikatorom

toksiénosti.

2. Dizajn eksperimenta je takav da se u posebnim fizioloskim uslovima
neurotoksic¢nosti ispitaju promene na mozgu sa vise elektrofizioloskih aspekata. Pokazano
je da efekat neurotoksicnosti se moze opisati odnosom relativnih spektralnih snaga u delta i

teta opsegu.

3. Rezultati studije ukazuju na varijabilnost u ispoljavanju neurotoksi¢nih efekata.
Fraktalna analiza pokazuje da postoje razlike u aktivnosti velikog i malog mozga iako su

molekularni mehanizmi toksi¢nosti isti.

4. Neurotoksi¢ni efekti su dozno zavisni 1 postoje razlike u aktivnosti kod mladunaca i

kod odraslih jedinki.

5. Mehanizmi plasti¢nosti nervnog sistema imaju ulogu u kompenzaciji toksi¢nog
stanja Sto se manifestuje promenama relativne spektralne snage u sigma i beta oblasti

odnosno kao promene u ponasanju.
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Mpwunor 1.

U3jaBa o0 ayTopcTBY

MoTnucaHu-a Ljillana Martaé

6poj uHpekca __ KBO7 0007

UsjaBrbyjem
Aa je [OoKTopCcKa AgucepTaumja nog HacnoBom

Spektralna analiza elektrokortikalne aktivnosti mozga pacova
u modelu intoksikacije aluminijumom

e pe3ynTtaTt ConCTBeHOr UCTpaXkmueadkor paaa,

e [a npeanoxeHa auceprauuvja y LENvVHU HU Y AenoBuma Huje buna npegnoxeHa
3a pobujae Guno koje AuvnnomMe npema CTYAMCKAM NporpamMuma Aapyrux
BMCOKOLLIKONCKMX YCTaHOBa,

e [a Cy pe3ynTaTi KOPEKTHO HaBeAEeHU n

e [a HMACaM KpLuvMo/na ayTopcka npaBa M KOPUCTUO WHTEMNEKTyanHy CBOjUHY
APYyrux nuua.

MoTnuc aokTopaHpa

Y Beorpaay, 03.09.2013.
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Mpwunor 2.

M3jaBa 0 ICTOBETHOCTMU LWITAMMNaHEe U ENIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Wme n npesume aytopa _Ljiljlana Martaé____
Bpoj nhaekca KBO7 0007_

Cryaujckm nporpam____Neuronauke

Hacnos paga Spektralna analiza elektrokortikalne aktivnosti mozga pacova u
modelu intiksikacije aluminijumom

MeHTOp dr. Lidija Radenovi¢,redovni profesor BioloSkog fakulteta BU

dr.Sladana Spasi¢, viSi nauéni saradnik Instituta za

multidisciplinarna istrazivanja BU
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UsjaBrbyjem Oa je wiTtamnaHa Bepavja Mor AOKTOPCKOr paja UCTOBETHA enEeKTPOHCKO]
BEp3nju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbvMBake Ha noptany [urutandor
peno3sutopujyma Yuusep3auteta y Georpaay.

[ossorbaBam faa ce objaBe Moju NWYHWM Nojauun BesaHu 3a Aobujawe akagemckor
3Ba-a AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe U npe3nme, rognHa u mecto poferwa u aatym
onbpaHe paga.




OBM nuYHM nopauu Mory ce o6jaBUTM Ha MpPEexXHUM CcTpaHuuama aurutanHe
6ubnuoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTtanory v y nybnukauujama YHusepauteta y beorpagy.

MoTnuc pokTropaHaa

Y beorpaay, 03.09.2013.
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Mpwnor 3.

MU3sjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuBepautetcky 6ubnuoteky ,CBetosap Mapkosuh“ ga y [OurutanHu
penosuTtopujym YHusepauteta y beorpagy yHece Mojy QOKTOpcKy aucepTtauujy nog
HacnoBoMm:

Spektralna analiza elektrokortikalne aktivnosti mozga pacova u modelu intoksikacije
aluminijumom

Koja je mMoje ayTopcKo aeno.

[vcepTauujy ca cBuM npunosuma npegao/na cam y enekTpoHCkom oopmaTy NorogHom
3a TpajHO apxMBupawe.

Mojy AokTopcKy aucepTtauujy noxpamweHy y [urutanHu penosutopujym YHusepauteTa
y beorpaay mory Aa kopucte CBW Koju noLuTyjy oapeabe caapxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeaTtusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4yvo/na.

1. AytopcTBo

2. AyTOpCTBO - HEKOMepLMjanHo
@ AyTOpCTBO — HEKOMEpUWjanHo — 6e3 npepaae

4. AyTOpCTBO — HEKOMepLMjanHo — A4enuTn nog UCTUM yCrioBMMa
5. Aytopcteo — 6e3 npepage

6. AyTOpCcTBO — AEnWUTU NoA UCTUM yCrnoBuma

(Monumo pa 3aokpyxuTe camo jedHy oA LecT NoHyheHuX nuueHuUM, KpaTak onuc
nuueHun aar je Ha nonefuHn nucra).

MoTrnuc pokropaHpa

Y Beorpaay, 03.09.2013.




1. AytopcTBO - [l0o3BOS/baBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUOYLMjy M jaBHO caoniiTaBaxe
Aena, u npepage, ako ce HaBefe UMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH o cTpaHe ayTopa
Unu gaBaoua nuueHue, Yak 1 y komepuujanHe cepxe. OBo je Hajcno6ogHuja of CBUX
NULeHUM.

2. AytopcTBo — HekomepuujanHo. [losBorbaBaTte yMHOXaBawe, AUCTpUOYLMjy 1 jaBHO
caonwiTaBawe Aena, U npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH oppeheH o
CTpaHe ayTtopa unu aasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He [03BOSbaBa KOMeEpLMjanHy
ynoTtpeby gena.

3. AyTtopcTBO - HekomepuuvjanHo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBate YyMHOXaBaHE€,
Anctpmbyumjy u jaBHO caonwTaBawe fgena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa unu
ynotpebe gena y CBOM ferny, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauyuH oppefeH o
cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He [03BOSbaBa KOMeEpLMjanHy
ynoTtpe®y aena. Y ogHoOCy Ha cBe ocTane nuvueHue, OBOM NMLEHLIOM ce orpaHuvaBa
Hajsehun o6um npasa kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HeKkoMepuMjanHo — AenuTU nog WUCTUM ycnosuma. [Jo3BorbaBaTte
yMHOXaBawe, AucTpubyuujy 1 jaBHO caonwiTaBawe Aena, U npepage, ako ce HaBeae
nve aytopa Ha HauduH oapefieH of cTpaHe ayTopa Mnv fgaBaoua NULEHLE M ako ce
npepaga Auctpubympa nog WMCTOM MMM cnuyHoMm nuueHuoMm. OBa nuvueHua He
A03BOSbaBa Komepuujandy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBate ymHOXaBawe, AUCTPUOYLMjYy U jaBHO
caonwrTaBawe aena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBamwa unu ynotpebe aena y csom geny,
ako ce HaBege Mme ayTopa Ha HauyuH oapeheH oa cTpaHe ayTtopa wnuM gasaoua
nuueHue. OBa nNuUeHUa A03BOrbaBa komepumjandy ynotpeby aena.

6. AyTopCcTBO - fAenuTu nog WUCTUM  ycrioBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBah€,
AvcTpubyumjy 1 jaBHO caonwiTasamwe Aena, U Nnpepage, ako ce HaBede “Me ayTopa Ha
HauuMH oapefeH o4 CTpaHe ayTopa WNW faBaoua NUUEHUEe M ako ce npepaga
anctpubympa nog WCTOM UnM cnuyHoM nuueHuom. OBa nuueHua [o3BOrbaBa
komepuujanHy ynoTtpeby pena v npepaga. CnvyHa je codhTBEpcKMM nuLeHLama,
OAHOCHO NMLEHLamMa OTBOPEHOr Koaa.




