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PROMENA AKTIVNOSTI Na'/K" PUMPE I NJEN UTICAJ NA SPONTANU BIOELEKTRICNU
AKTIVNOST NEURONA VINOGRADSKOG PUZA Helix pomatia L. POD DEJISTVOM
MAGNETNOG POLJA

REZIME

Ispitivanje dejstva umereno jakog statickog magnetnog polja na bioelektricnu
aktivnost neurona ima veliki znacaj jer je magnetno polje umerene jacine prisutno u
zivotnoj sredini. Jednako vazno je i proucavanje mehanizama delovanja umereno jakog
statickog magnetnog polja na biofizicke osobine membrane neurona usled sve vece
terapijske primene ovog polja, s tim §to odgovarajuéa jacina polja i duzina izlaganja
polju tek treba da budu precizno odredene.

Uporednim eksperimentima primenom tehnike intracelularne registracije
utvrdeno je da kratkotrajno izlaganje (15 min) umereno jakom statickom magnetnom
polju jac¢ine 2,7 mT i 10 mT dovodi do promena bioelektricne aktivnosti spontano
aktivnog Br neurona, dok promene nisu uoc¢ene kod nemog N1 neurona. Magnetno polje
od 2,7 mT poveéalo je amplitudu i skratilo trajanje akcionog potencijala, dok je
magnetno polje od 10 m7T hiperpolarisalo membranu, povecalo amplitudu, smanjilo
frekvenciju i trajanje akcionog potencijala Br neurona. Veli¢ine promena ispitivanih
parametara zavisile su od jaine magnetnog polja i uocavane su i tokom perioda od 20
min nakon prestanka izlaganja Br neurona polju od 2,7 mT1 10 mT.

Kombinovanim eksperimentima, biohemijskim analizama i ‘P NMR
spektroskopijom na okolozdrelnom ganglijskom kompleksu kao 1 tehnikom
intracelularne registracije na Br neuronu vinogradskog puza, pronadeno je da
kratkotrajno izlaganje (15 min) statiCkom magnetnom polju jacine 10 m7T povecava
aktivnost Na'/K™ pumpe. Poveéana aktivnost Na'/K' pumpe dovodi do poveéanja
potrosnje ATP-a, kao i poveéanja pHi posredstvom poveéanja aktivnosti Na'/H'
izmenjivaca, pH regulatornog sistema &ija je aktivnost zavisna od gradijenta Na' jona
koji stvara i odrzava Na'/K" pumpa. Rezultati elektrofiziologkih eksperimenata na Br
neuronu u saglasnosti su sa rezultatima dobijenim na okolozdrelnom ganglijskom

kompleksu. Naime, u uslovima kada je pumpa blokirana ouabainom, promene



potencijala mirovanja membrane, trajanja akcionog potencijala i intervala izmedu
akcionih potencijala u paketi¢ima, veée su u Br neuronu koji je izlagan magnetnom
polju. Na taj na¢in je pokazano da Na'/K' pumpa igra vaznu ulogu u uo&enim
promenama bioelektricnih parametara Br neurona u magnetnom polju jacine 10 mT.
Signalni putevi delovanja magnetnog polja na aktivnost Na'/K' pumpe u nervnom
sistemu puza ukljucuju procese fosforilacije i defosforilacije posto se nakon blokiranja

ovih procesa ne moze uociti opisani efekat magnetnog polja.

Kljucne reci: spontana bioelektricna aktivnost, staticko magnetno polje , Na' /K"

pumpa, intracelularna registracija, puz
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CHANGE IN THE ACTIVITY OF Na'/K" PUMP AND ITS EFFECT ON THE SPONTANEOUS
BIOELECTRIC ACTIVITY OF NEURON OF THE GARDEN SNAIL Helix pomatia L. IN THE
MAGNETIC FIELD

ABSTRACT

It is important to investigate the effects of moderate intensity static magnetic
field on the bioelectric activity of neurons, since this field is present in the environment.
Equally important is to reveal the mechanism of action of moderate intensity static
magnetic field on biophysical properties of neuronal membranes, as this field has been
applied in disease treatment, whereby proper dosages of exposure still need to be
determined.

Comparative intracellular registration studies showed that short term exposure
(15 min) to the moderate intensity static magnetic field of 2,7 mT and 10 mT strength
changed bioelectric activity of the spontaneously active Br neuron, while bioelectric
activity of silent N1 neuron remained unchanged. The 2,7 mT magnetic field increased
amplitude and decreased duration of action potential, whereas the 10 mT magnetic field
hyperpolarized membrane potential, increased amplitude, decreased firing frequency
and duration of action potential of the Br neuron. The magnitude of change of measured
bioelectric parameters depended on the strength of applied magnetic field, and was still
observed during the period of 20 min after exposure of Br neuron to the 2,7 mT and 10
mT magnetic field.

Combined experiments, using biochemical analysis and NMR spectroscopy on
whole snail brains and intracellular registration on Br neuron, showed that short-term
exposure (15 min) to the 10 mT magnetic field increased activity of Na'/K™ pump.
Increased Na'/K' pump activity in the snail brain caused an increase in ATP
consumption and increase in the pHi which is mediated through an increase in the
activity of Na'/H" exchanger, a pH regulatory system governed by the gradient of Na"
ions created and maintained by Na'/K" pump. Electrophysiology from Br neuron is in

agreement with the results obtained on the whole snail brain. Magnitude of ouabain



effect measured on the membrane resting potential, action potential and interspike
interval duration, was higher in Br neurons exposed to the magnetic field, demonstrating
that Na'/K" pump plays an important role in modulation of bioelectric activity of Br
neuron caused by 10 mT magnetic field. Pathways through which the magnetic field
influenced the Na'/K' pump activity involve phosphorylation and dephosphorylation, as

blocking these processes abolished the effect of the static magnetic field.

Key words: spontaneous bioelectric activity, static magnetic field, Na' /K" pump

Jintracellular registration, garden snail
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SKRACENICE

ATP- adenozin trifosfat

IST — interval izmedu akcionih potencijala u paketic¢u
MP-magnetno polje

NMR- nuklearna magnetna rezonanca

PKA -protein kinaza A

PKG — protein kinaza G

PME- fosfomonoestri

Pi- neorganski fosfat

PCr- fosfokreatin

Vm- potencijal mirovanja membrane

Vmax-maksimalna vrednost potencijala mirovanja membrane
8-Br-cGMP- §8-bromoguanozin 3’,5’-cikli¢ni monofosfat

8-Br-cAMP - 8 -bromoadenozin 3°,5’-cikli¢ni monofosfat
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UVOD

NEURONI PUZA KAO EKSPERIMENTALNI MODEL -POREDENJE SA
NEURONIMA KICMENJAKA

Neurone u nervnom sistemu ki¢menjaka odlikuju brojnost i funkcionalna
raznovrsnost $to ih ¢ini kompleksnim modelom za ispitivanja bioelektri¢nih i
funkcionalnih osobina pojedinac¢nih neurona. Jednostavniji model za takva istrazivanja
su neuroni beski¢menjaka, medu kojima su dosta ispitivani neuroni mekusaca, posebno
neuroni puzeva. Neuroni puzeva razliCitih rodova Aplysia, Helix, Tritonia, Lymnea,
posluzili su kao model za utvrdivanje specificnih bioelektricnih svojstava pojedinac¢nih
neurona, kao i za ispitivanje celijskih osnova ucenja i paméenja u neuronskim mrezama.
Podaci iz literature isticu nekoliko vaznih osobina neurona puza koje ih ¢ine pogodnim
modelom za neurofizioloSka istrazivanja na nivou pojedinacne nervne Ccelije
(Strumwasser 1971, Rozsa 1984). Nervni sistem puza sainjen je od relativno malog
broja neurona ~10*, §to je vise milliona puta manje od ukupnog broja neurona sisara
~10"%. Neuroni su organizovani u ganglije, pri ¢emu ganglije kontrolisu odredene oblike
ponaganja. Celijska tela neurona puza velikih su dimenzija i imaju povrsinski poloZaj.
Pojedini neuroni su najveéi neuroni u zivotinjskom svetu i dostizu veli¢inu i do 1000
wm. Neuroni puza imaju stalan polozaj u ganglijskom kompleksu i formiraju stalne
sinapticke veze. Ove osobine omogucile su identifikaciju veéeg broja neurona, na
osnovu njihovih morfoloskih, biofizickih i farmakoloskih osobina i ustanovljavanje
homologije izmedu neurona razlicitih vrsta puzeva.

Velike dimenzije neurona znatno olakSavaju uvodenje jedne ili vise elektroda u
telo neurona u tehnikama intracelularne registracije i nametnute voltaze. Jo§ 1955.
godine Arvanitaki i Chalazonitis, kao 1 Tauc, zabelezili su prve zapise intracelularno
registrovane bioelektricne aktivnosti neurona morskog puza Aplysia (Arvanitaki i
Chalazonitis 1955, Tauc 1955). Od tada, narocito tokom sedamdesetih i osamdesetih
godina, elektrofizioloSka istrazivanja na neuronima puzeva pruzila su brojna saznanja
koja se odnose na transmisiju nervnog impulsa, karakterizaciju bioelektri¢nih osobina

neurona i odgovor neurona na razli¢ite farmakoloski aktivne supstance.



Relativno jednostavni oblici ponaSanja ¢ine puza pogodnim eksperimentalnim
modelom za ispitivanje celijskih osnova ponaSanja. Stalnost polozaja tela neurona i
stalnost njihovih sinaptickih veza omogucava identifikaciju grupa neurona tj.
neuronskih kola odgovornih za ispoljavanje odredenog oblika ponasanja. Najpoznatiji
primer je svakako refleks povlacenja skrga kod Aplysie, koji je pruzio objasnjenje kako
se u hemijskoj kaskadi dogadaja na sinapsama formira kratkotrajna i dugotrajna
memorija. Za ova istrazivanja 2000. godine Eric Kandel dobio je Nobelovu nagradu.

Osobine neurona zavise od mesta koje on zauzima u nervnom sistemu i funkcije
koju obavlja. Neuroni se razlikuju u dimenzijama celijskih tela, slozenosti sinaptickih
kontakata sa susednim celijama, kao i funkcionalnim svojstima. Pomenute osobine
neurona su znatno raznovrsnije u ki¢menjackom nervnom sistemu u poredjenju sa
beski¢menjackim. Medutim, iako su neuroni ki¢menjaka specijalizovaniji tj.
kompleksniji u morfoloskom i funkcionalnom pogledu, njihova sli¢nost sa neuronima
beski¢menjaka je iznenadujuce velika u pogledu fundamentalnih ¢elijskih procesa.
Primer za to su nastajanje akcionog potencijala i hemijska sinapticka transmisija, dva
najizuavanija svojstva neurona. Kod svih Zivotinja ulazne jonske struje noSene Na' i
Ca® odgovorne su za depolarizacionu fazu akcionog potencijala, dok je izlazna struja
nosena K" odgovorna za repolarizacionu fazu akcionog potencijala. Elektri¢ni signali
putem kojih neuroni ostvaruju svoje fizioloske funkcije su vrlo sli¢ni kod razli¢itih vrsta
1 ne postoji nacin da se sa zapisa akcionog potencijala utvrdi da li signal potice iz
neurona puZza, vinske musice, misa, pacova ili Coveka.

Nervne celije su medusobno funkcionalno povezane sinaptiCkim vezama.
Brojnost i raznovrsnost tipova sinaptickih veza koje postoje u nervnom sistemu
kicmenjaka daleko su ve¢e od onih koje postoje u nervnom sistemu beski¢menjaka.
Medutim, mehanizmi delovanja razli¢itith neurotransmitera na sinapsama, kao i
bioelektricni odgovor neurona na neurotransmitere sli¢ni su kod neurona beski¢menjaka
i kicmenjaka. Beski¢menjaci nemaju tako bogat repertoar ponasanja kao kicmenjaci ali
ispoljavaju sli¢ne osobine kao visi organizmi. I kod beski¢menjaka i kod ki¢menjaka
neuroni povezani u mreze su odgovorni za ispoljavanje odredenog oblika ponasanja, s
tim $to je broj neurona koji formira ove mreze znacajno ve¢i kod ki¢menjaka. Otkrica

koja se ticu mehanizama formiranja kratkotrajne i dugotrajne memorije opisanih kod



beski¢menjaka, primenjuju se i na mnogo kompleksnije organizme kao S$to su

ki¢menjaci.
Tipovi bioelektri¢ne aktivnosti neurona puza

Bioelektricna svojstva neurona odreduju jonske pumpe i jonski kanali na
membrani kao i njegove sinapticke veze (Bower i Beeman 1998). U nervnom sistemu
puza, na osnovu bioelektricnih svojstava, mogu se izdvojiti dva tipa neurona. Prvi tip
neurona ne generise spontano akcione potencijale i naziva se nemim neuronima. Kod
ovih neurona, u zavisnosti od nivoa nametnute depolarizacije, mogu se izazvati
pojedinacni ili serije akcionih potencijala. Drugi tip neurona karakteriSe se spontanim
generisanjem akcionih potencijala i takvi neuroni nazivaju se spontano aktivnim. Na
osnovu rezultata ranijih istrazivanja moze se reci da je spontana aktivnost dominantna u
nervnom sistemu puza, jer vecéina ispitivanih neurona pokazuje upravo ovaj tip
bioelektricne aktivnosti (Kartelija 1975, Pusztai i saradnici 1976).

Neuroni puza ispoljavaju razli¢ite oblike spontane aktivnosti. Razlike se javljaju
u frekvenciji akcionih potencijala, akcioni potencijali mogu biti generisani toni¢no ili u
paketi¢ima, njihovo generisanje moze biti praeno sporim ritmi¢nim promenama
potencijala mirovanja membrane. Spontana aktivnost neurona moze biti uslovljena
sinaptickim ulazima ili moze biti endogenog porekla. Endogeno aktivni tj. autoaktivni
neuroni generiSu akcione potencijale u odsustvu bilo kakvih sinaptickih ulaza i takvi
neuroni igraju ulogu predvodnickih elemenata u neuronskoj mrezi (Tauc 1967, Alving
1968). Endogena aktivnost moZe biti modulisana sinaptickim ulazima sa drugih
neurona, ¢ime se endogeni bioelektricni ritam prilagodava specificnim fizioloSkim
zahtevima (Benson 1 Adams 1987). Ovaj tip aktivnosti prvi put je opisan kod R15
neurona morskog puza Aplysia (Alving 1968), zasigurno jednom od najispitivanijih
neurona u fizioloSkim istrazivanjima. Nesto kasnije, opisana je i spontana aktivnost Br
(Rpal) neurona vinogradskog puza i utvrdena je velika slicnost sa bioelektricnim
svojstvima R15 neurona (Sakharov 1 Salanki 1969). Kod pomenutih neurona spontano
generisani akcioni potencijali se javljaju ritmicno, u vidu paketica razli¢itog trajanja koji
se smenjuju sa intervalima izmedu paketica tokom kojih ne dolazi do generisanja
akcionih potencijala, pa se ovaj tip elektricne aktivnosti naziva i bimodalnom ili

intermitentnom. Bimodalnu aktivnost karakteriSu spore, ritmi¢ne promene potencijala

3



mirovanja membrane neurona. HiperpolariSu¢e 1 depolariSuée ritmi¢ne oscilacije
membranskog potencijala tokom depolarizacione faze oscilacija dovode do nastanka
akcionih potencijala, a tokom hiperpolariSuée faze oscilacija do nastanka intervala
izmedu paketica akcionih potencijala (Gola 1976, Mathieu i saradnici 1976).

Nastajanje akcionih potencijala u paketi¢ima ima posebnu ulogu u nervnom
sistemu, jer obezbeduje efikasniji prenos informacija u odnosu na pojedinac¢ne akcione
potencijale (Lisman 1997). Smatra se da su neuroni sa ovakvim oblikom spontane
aktivnosti neurosekretorne celije (Kai-Kai 1979), a poznato je da postoje celije sa
slicnim svojstvima bioelektricne aktivnosti i neurosekretornom ulogom i u hipofizi
kicmenjaka (Stojilkovi¢ 2006). Osim neurona puza, spontana bimodalna bioelektri¢na
aktivnost je svojstvo i neurona drugih beskicmenjaka (Harris-Warrick i Flamm 1987,
Beck i saradnici 2001, Yang i saradnici 2011), kao 1 ki¢menjaka (Gahwiler i Dreifuss
1979, Hablitz 1 Johnston 1981, Bal 1 McCormick 1993, Brumberg i saradnici 2000,
Womack 1 Khodakhah 2004). Primeri bimodalne aktivnosti razli¢itih neurona u nervnom

sistemu beski¢menjaka i kicmenjaka predstavljeni su na Slici 1.
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Slika 1. Spontana bioelektri¢na aktivnost neurona beskicmenjaka i ki¢menjaka. Bimodalni ritam
karakteriSe spontano generisanje paketica akcionih potencijala i intervala izmedu paketi¢a tokom kojih ne
dolazi do stvaranja akcionih potencijala. A. Br neuron vinogradskog puza (preuzeto iz Kononenko 1993).
B. R15 neuron Aplysie (preuzeto iz Levitan i sar. 1987). C. Interneuron Drosophile (preuzeto iz Yang i
sar. 2011). D. Neuron u talamusu morskog praseta (preuzeto iz Bal i McCormick 1993). E. Kortikalni
neuron lasice (preuzeto iz Brumberg i sar. 2000). F. Piramidalni neuron u hipokampusu pacova (preuzeto
iz Su i sar. 2001). G. Purkinjeov neuron u cerebelumu pacova (preuzeto iz Womack i Khodakhah 2004).

U nervnom sistemu beskicmenjaka i ki¢menjaka neuroni koje odlikuje

bimodalna aktivnost, kao i neuronske mreze koje ovi neuroni formiraju, imaju ulogu u
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regulaciji ponavljajucih radnji kao §to su sr¢ana ritmika, odbrambeni refleksi, uzimanje

hrane, kretanje, disanje, regulacija ciklusa budnost-spavanje.

Mehanizmi regulacije spontane bioelektri¢ne aktivnosti Br neurona

Na osnovu dosadasnjih istrazivanja moze se re¢i da je Br neuron jedan od
najispitivanijih neurona u nervnhom sistemu vinogradskog puza (Ayrapetyan 1976,
Vadasz 1 Salanki 1976, Zecevi¢ i Levitan 1980, Elekes i saradnici 1983, Kononenko
1979a 1 1979b, 1993, Nedeljkovié¢ i saradnici 2005). Ranija istrazivanja pokazala su da
R15 neuron ucestvuje u regulaciji sréane ritmike, reproduktivnog ponasanja i sastava
hemolimfe (Jahan-Parwar i saradnici 1969, Rittenhouse 1 Price 1985, Alevizos i
saradnici 1991). Ove funkcije se mogu pripisati i Br neuronu zbog izrazite homologije
sa R15 neuronom. Mehanizmi koji se nalaze u osnovi regulacije bimodalne spontane
bioelektricne aktivnosti Br neurona ili njegovog homologa R15 neurona bili su predmet
intenzivnih fizioloskih istrazivanja sedamdesetih i osamdesetih godina proslog veka.
Znadajna uloga u regulaciji ritmi¢ne bimodalne aktivnosti pripisivana je Na"/K" pumpi
(Strumwasser 1968, Ayrapetyan 1973, 1976). Naime, depolarizacija membrane i
nastajanja paketica akcionih potencijala dovodi do povecanja intracelularne
koncentracije Na" jona i naruSavanja potencijala mirovanja membrane neurona $to
dovodi do povecanja aktivnosti Na/K"™ pumpe. Poveéana aktivnost pumpe potom
dovodi do ponovnog uspostavljanja potencijala mirovanja membrane. Na taj nacin
ciklicne promene u aktivnosti pumpe ucestvuju u regulaciji hiperpolariSucih intervala
izmedu paketi¢a akcionih potencijala, a samim tim i u regulaciji oscilacija potencijala
membrane koje prate bimodalni ritam Br neurona. Inhibicija Na"/K" pumpe ouabainom
u Br neuronu dovodi do depolarizacije membrane neurona, postepenog skracivanja
intervala izmedu paketi¢a akcionih potencijala i na kraju do prelaska bimodalnog ritma
u toni¢ni. Medutim, u uslovima kada je Na'/K" pumpa blokirana ouabainom bilo je
moguée ponovo uspostaviti bimodalni ritam hiperpolariSu¢im stimulusima. Takvi
podaci ukazivali su na ¢injenicu da su pored pumpe i neki drugi mehanizmi ukljuceni u
regulaciju bimodalne aktivnosti Br neurona. U skladu sa tim, Junge i Stephens (1973) su
pokazali da tokom hiperpolariSuc¢ih promena potencijala membrane R15 neurona dolazi

do cikli¢nog povecanja provodljivosti membrane pretezno za jone K.



Znacajnu ulogu u regulaciji bimodalne aktivnosti Br i R15 neurona ima i
intracelularna koncentracija Ca®* i Ca®* zavisne Ica, Tk(cay i Ikatjon (ca) Struje (Ewald i
Levitan 1987, Hille 2001). Upotrebom Ca”" osetljivih boja pokazano je da koncentracija
Ca®" u ¢eliji - [Ca’]; tokom stvaranja paketica akcionih potencijala raste, a u
intervalima izmedu paketi¢a opada. Tokom nastanka paketi¢a, depolarizacija membrane
aktivira ulaznu I¢, struju $to dovodi do povecanja [Ca2+]i. Povecana [Ca2+]i potom
aktivira Iiajonca) Struju Sto vodi ka povecanju frekvencije akcionih potencijala u
paketi¢ima. Do prestanka generisanja paketi¢a akcionih potencijala dolazi usled

povecane [Ca2+],- koja inaktivira I¢, 1 aktivira izlaznu Igcqa) struju.
Na'/K' pumpA

Godine 1957, Jens Skou je ispitivao efekte razlicitih katjona na homogenatima
nerava kraba ulovljenim na obalama Danske. Rezultati istrazivanja naveli su ga na ideju
da postoji enzim koji transportuje Na" i K™ kroz éelijsku membranu koriste¢i adenozin
trifosfat —ATP (Skou 1957). U isto vreme u Americi, na Vanderbilt Univerzitetu, Robert
Post se bavio ispitivanjem aktivnog transporta Na” i K" na membranama eritrocita i
otkrio je da se prilikom transporta tri jona Na" izbacuju van Celije i dva jona K* ubacuju
u celiju (Post 1 Jolly 1957). U saradnji sa Postom, Skou je otkrio da ista stehiometrija
transporta Na“ i K* postoji i u nervima krabe, kao i da je enzim odgovoran za ovaj
transport osetljiv na sréani glikozid ouabain. Cetrdeset godina kasnije ova otkri¢a
donela su Skou Nobelovu nagradu za otkri¢e enzima poznatog kao Na'/K'-ATPaza.
Danas se zna da je Na'/K'-ATPaza (Na'/K" pumpa) prisutna na membranama svih
Zivotinjskih ¢éelija i da je njena osnovna funkcija stvaranje i odrzavanje gradijenta Na" i
K" jona sa obe strane ¢elijske membrane na ra¢un hidrolize 4TP-a, sa stehiometrijom
3Na'/2K'/1ATP. Pored toga, do danas su u znatnoj meri odgonetnuti detalji strukture,

katalitickog ciklusa transporta jona i funkcionalnog znacaja ove membranske pumpe.

Struktura Na'/K' pumpe

Na"/K" pumpa je oligomer koji ¢ine o i B subjedinica. Subjedinica o je
membranski protein koji ima kataliticku 1 transportnu funkciju (Slika 2). Ova
subjedinica ima viSe domena koji su oznaceni kao M, A, N i P domeni (Jorgensen i
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saradnici 2003, Kuhlbrandt 2004, Horisberger 2004). Strukture i funkcije svih domena
su u velikoj meri istrazene. Membranski M domen sacinjen je od 6 do 10
transmembranskih segmenata, koji okruzuju mesta vezivanja Na“ i K* jona. Najmanji
citoplazmati¢ni A domen obuhvata N terminalni deo polipeptidnog lanca i ima ulogu u
procesu defosforilacije. Nukleotidni N citoplazmati¢ni domen, obuhvata distalni deo
intracelularne petlje izmedu cetvrtog i petog transmembranskog segmenta. Ovaj domen
formira vrstu dZepa tj. mesta za vezivanje ATP-a. Citoplazmaticni P domen obuhvata
proksimalni deo intracelularne petlje izmedu cetvrtog 1 petog transmembranskog
segmenta. U ovom domenu nalazi se asparaginska kiselina za ¢iji se bo¢ni lanac vezuje
fosfatna grupa koja nastaje hidrolizom 47P-a. Manja, regulatorna, 3 subjedinica ima
jedan transmembranski segment, kratki intracelijski N terminus 1 veliki glikozilisani
ekstracelularni domen. Transmembranski segment 3 subjedinice smeSten je u blizini
vecée ekstracelularne petlje koja se formira izmedu sedmog i osmog transmembranskog

segmenta a subjedinice (Slika 2).

Slika 2. Struktura Na'/K*-ATP-aze. Prikazane su o subjedinica sa oznafenim transmembranskim
segmentima (1-10), citoplazmati¢nim A, P i N domenima, 3 i v (FXYD sekvenca) subjedinice, preuzeto
od Horisberger 2004.

Subjedinica B je neophodna za aktivnost Na'/K" pumpe. Kod ki¢menjaka ova
subjedinica ima ulogu u stabilizaciji a subjedinice i njenom dopremanju od mesta
sinteze unutar celije do celijske membrane (McDonough i saradnici 1990, Chow i
saradnici 1995). Subjedinica B sadrzi tri disulfidna mosta koje grade amino kiseline
cisteini 1 narusavanje bilo kog od disulfidnih mostova dovodi do gubitka kataliticke
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aktivnosti Na'/K* pumpe (Beggah i saradnici 1997). Dugo se smatralo da samo o i B
subjedinice predstavljaju gradivne komponente enzima Na'/K'-4TP-aze, medutim
novija istrazivanja na sisarima pokazala su da je i y subjedinica sastavni deo enzima
(Mercer i saradnici 1993, Crambert i Geering 2004). lako uloga y subjedinice nije u
potpunosti poznata, zna se da je u pitanju mali hidrofobni polipeptid sa visoko
konzervisanom FXYD sekvencom u ¢iji sastav ulaze amino kiseline fenilalanin, tirozin i
asparaginska kiselina (Slika 2).

Kataliticka subjedinica oo moZze postojati u vise izoformi (al, o2 i a3 izoforme)
kako kod beski¢menjaka tako i kod ki¢menjaka (Blanco i Mercer 1998). Slicno i 3
subjedinica se javlja u vise izoformi (1 i B2 izoforme). Razlicite izoforme nastaju kao
posledica ekspresije razli¢itih gena koji kodiraju ove subjedinice 1 kao rezultat
transkripcionih i translacionih modifikacija. Zahvaljujuéi postojanju izoformi o i 8
subjedinica, kao 1 wudruzivanju razli¢itih izoformi subjedinica u razliCite off
heterodimere, javljaju se fine razlike u afinitetu enzima prema katjonima i A7P-u ¢ime
se aktivnost Na'/K" pumpe prilagodava specifi¢nim fizioloskim zahtevima razli¢itih
celija.

Uprkos postojanju razli¢itih izoformi subjedinica, Na'/K" pumpa je visoko
konzervisan protein. Poredenjem amino kiselinskih sekvenci a1 i a2 izoformi razlicitih
vrsta pronadena je slicnost od ~92% dok je za a3 izoformu ova sli¢nost veca od 96%
(Blanco 1 Mercer 1998). Najvece razlike u strukturi izmedu o izoformi javljaju se u N
terminusu polipeptidnog lanca, mestu vezivanja ouabaina, kao i u nekim delovima
citoplazmati¢nog dela lanca. Suprotno, visoka slicnost medu izoformama postoji u
citoplazmati¢nim domenima subjedinice i u COOH terminusu (Mercer 1993, Levenson
1994, Lingrel i Kuntzweiler 1994). Sli¢nost izmedu izoformi 3 subjedinica je manja u
poredenju sa katalitickom subjedinicom Na'/K" pumpe. Poredenjem amino kiselinskih
sekvenci B1 i B2 izoformi razli¢itih vrsta pronadena je sli¢nost od ~60% (Blanco i
Mercer 1998).

Na Slici 3 prikazane su poredane amino kiselinske sekvence hidrolitickog
regiona N domena o subjedinice Coveka i razli¢itih vrsta koje se Cesto koriste u

eksperimentalnim istrazivanjima. Sli¢nost izmedu poredenih sekvenci je veca od 70%.



Takvi podaci pokazuju da su razlike u strukturi Na”/K" pumpe razli¢itih vrsta relativno

male, imajuci u vidu velike razlike izmedu poredenih vrsta u filogenetskog smislu.

Helix pomatia B el ]
Drosophila melanogaster T1.CHELET 1K 50
Rattus norvegicus I
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Xenopus - A1 QENTPILE { G
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Slika 3. Poredenje amino kiselinskih sekvenci hidrolitickog regiona N domena o subjedinice Na'/K"
pumpe razlicitih vrsta. Sekvence su poredene pomoéu CLUSTAL W programa. Oznadene su amino
kiseline koje su iste u svim sekvencama —“** i pozicije u sekvencama gde se dogodila zamena sli¢cnom
amino kiselinom — “:” i
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Kataliti¢ki ciklus Na'/K* pumpe

Na'/K" pumpa pripada P grupi katjonskih pumpi (fosfatne pumpe) koje
transportuju razliGite katjone - H', Na*, K*, Ca**, Cu** i Cd** (Lutsenko i Kaplan 1995).
Tokom katalitickog ciklusa dolazi do fosforilacije bocnog lanca asparaginske kiseline u
a subjedinici enzima usled Cega je Citava grupa enzima i dobila naziv P-47P-aze. Ovoj
grupi enzima pripadaju Ca®*-4TP-aze na plazma membrani i sarkoplazmatiénom
retikulumu, gastricne H'/K™-4TP-aze, H"-ATP-aze kod bakterija i gljiva, bakterijske
Mg2+-ATP-aze, kao i ATP-aze koje transportuju jone prelaznih metala (Kuhlbrandt
2004). Sve P pumpe transportuju katjone nasuprot gradijentu njihove koncentracije na
rac¢un hidrolize ATP-a. Takode, sve P-pumpe prolaze kroz velike konformacione
promene tokom transporta jona (Jorgensen 1975). Dva osnovna konformaciona stanja
El i E2, medusobno se razlikuju u afinitetima prema jonima koje transportuju i afinitetu
prema ADP-u i ATP-u. Transport jona, kao i odgovarajuca konformaciona stanja koja
prate ovaj transport vrlo su sli¢ni za sve P pumpe.

Na Slici 4 prikazani su koraci (1-10) kroz koje se odvija kataliticki ciklus
Na'/K" pumpe (Horisberger 2004). U¢inak jednog katalititkog ciklusa sastoji se u
izbacivanju 3Na" iz éelije i ubacivanju 2K " u ¢éeliju uz utro$ak jednog molekula ATP-a.
Joni Na" i K' se transportuju preko plazma membrane nasuprot gradijentu njihove

koncentracije, ¢ime se koncentracija Na* u ¢eliji odrzava niskom dok se koncentracija
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K" odrzava visokom. Kataliti¢ki ciklus otpodinje vezivanjem 3Na' jona za specifiéno
mesto u membranskom domenu kada je enzim u E1 konformacionom stanju (korak 1).
Vezivanje 3Na' sa citoplazmati¢ne strane dovodi do konformacionih promena enzima
(korak 2, E1Na konformaciono stanje). Najpre dolazi do rotacije N domena ¢ime se y
fosfatna grupa 47P-a pozicionira blizu mesta fosforilacije u P domenu. Zatim dolazi do
fosforilacije bo¢nog lanca asparaginske kiseline u P domenu pumpe. Domen A rotira za
priblizno 30° §to onemogucava dalje vezivanje Na* sa citoplazmati¢ne strane, oslobada
se ADP i enzim prelazi u E1-P konformaciono stanje (korak 3). E1-P stanje brzo prelazi

u E2-P konformaciono stanje (korak 4).

E1-P ez P

E1Ma

E1

Slika 4. Sematski prikaz katalititkog ciklusa Na*/K* pumpe. Oznagena su E1, EINa, E1-P, E2-P i E2K
konformaciona stanja kroz koja enzim prolazi tokom katalitickog ciklusa transporta jona Na' i K.
Simboli A, N i P predstavljaju domene kataliticke o subjedinice, dok brojevi od 1-10 oznacavaju korake
kataliti¢kog ciklusa. Preuzeto od Horisherger 2004.

U E2-P stanju dolazi do konformacione promene koja omoguéava prolaz Na“ u

ckstraéelijsku sredinu. Joni Na" se oslobadaju i vezujuée mesto postaje upraznjeno
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(korak 5). U slede¢em koraku za ovo mesto u membranskom domenu vezuju se 2K"
(korak 6). Vezivanje jona K’ sa ekstracelularne strane membrane dovodi do
konformacionih promena enzima (korak 7, E2'K konformaciono stanje). U ovom
koraku dolazi do defosforilacije boCnog lanca asparaginske kiseline Sto vodi
konformacionoj promeni koja onemoguéava dalje vezivanje K" sa ekstracelularne
strane. Za N domen se vezuje ATP (korak 8) i enzim prelazi u E1 konformaciono stanje
koje omoguéava prolaz K* u intracelularnu sredinu (korak 9). Joni K se oslobadaju
(korak 10), vezujuée mesto za jone postaje ponovo upraznjeno i spremno za
otpocinjanje novog ciklusa.

Aktivnost Na'/K™ pumpe, kao i njen prelazak u fosforilisano EIP stanje
regulisani su jonima Mg** (Flatman i Lev 1981). Transport Na* i K* jona je energetski
zahtevan proces. Zavisno od tipa Celije, Na'/K" pumpa je odgovorna za potrosnju od 5-
40% ukupnog ATP-a u éeliji (Ramnanan i Storey 2006). Posredstvom Na'/K' pumpe
tokom jedne sekunde odigra se priblizno sto ciklusa transporta jona (Gadsby i saradnici
2009). Kako se po ciklusu 3Na* izbacuju a 2K* jona ubacuju u ¢eliju, Na”/K' pumpa je
elektrogena 1 struja koja se generiSe aktivno$¢u pumpe je izlazna struja.

Kataliti¢ki ciklus Na'/K ™ pumpe narusavaju specifi¢ni inhibitori. Posebnu grupu
inhibitora koji su nasli prakti¢nu primenu u medicini predstavljaju sréani glikozidi. Neki
od njih su ouabain, strofantidin, ouabagenin, dihidroouabain, aktodigin, digoksin i
resibufogenin (Ruch i saradnici 2003, Wang 1 Huang 2006). Vezivno mesto inhibitora
je petlja koja se formira izmedu 5. 1 6. transmembranskog segmenta sa ekstracelularne
strane plazma membrane (Horisberger 2004). Smatra se da se inhibitori vezuju za
Na'/K" pumpu kada se ona nalazi u E2-P2Na* i E2-P2K" konformacionim stanjima i
zadrzavaju je u tim konformacijama Cime sprecavaju transport jona (Heyse i saradnici
1994). Osetljivost Na"/K" pumpe prema sréanim glikozidima je razligita i specifi¢na za
vrstu (Godfraind 1984). Ispitivanja na sréanom tkivu razli¢itih vrsta pokazala su da je
Na'/K" pumpa Goveka osetljivija na sréane glikozide od pumpe macke ili psa, dok je
najmanja osetljivost pumpe prema glikozidima nadena kod pacova.

Nasuprot sréanim glikozidima koji blokiraju transport Na® i K* jona, palitoksin
narugava kataliti¢ki ciklus Na'/K " pumpe pretvarajuéi je u katjonski kanal (Horisberger

2004, Gadsby i saradnici 2009). Palitoksin se vezuje za pumpu kada je ona u E2-P
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konformacionom stanju i naru$ava kontrolisano vezivanje i oslobadanje Na" i K* jona.
Vezivanje palitoksina ne naruSava afinitet pumpe prema jonima, ali se tokom jedne

sekunde milioni Na* i K" jona transportuju sa obe strane plazma membrane.

Regulacija aktivnosti Na”/K" pumpe

Regulacija aktivnosti Na/K" pumpe je veoma slozena jer se regulatorni putevi
medusobno prepli¢u, njihov uticaj na aktivnost pumpe je tkivno specifican i specifican
za odredene izoforme enzima (Therien i Blostein 2000). Zahvaljuju¢i postojanju
razli¢itih mehanizama regulacije, aktivnost pumpe se prilagodava specificnim
fizioloskim potrebama razlicitih tkiva. Postoje dugotrajni i kratkotrajni mehanizmi
regulacije aktivnosti Na'/K" pumpe. Dugotrajna regulacija podrazumeva metabolicke i
signalne puteve koji su odgovorni za sintezu ili razgradnju samog enzima. Kratkotrajna
regulacija, o kojoj ¢e biti viSe re¢i, podrazumeva metabolicke promene u celiji koje
uti¢u na aktivnost pumpe, kao i promene u signalnim putevima koji regulisu aktivnost
Na'/K* pumpe.

Na aktivnost Na'/K" pumpe neposredno uticu koncentracije njenih substrata,
Na' i ATP-a sa citoplazmati¢ne strane kao i koncentracija K™ jona sa ekstracelularne
strane membrane. Promene u fluidnosti membrane takode mogu uticati na aktivnost
Na'/K" pumpe (Marcus i saradnici 1986, Kimelberg i Papahadjopoulos 1972,
Kimelberg i Mayhew 1975, Giraud i saradnici 1981, Johannsson i saradnici 1981).
Interakcija sa proteinima citoskeleta vazna je za pravilan transport i integraciju Na'/K*
pumpe na odgovarajuca mesta u plazma membrani (7Therien 1 Blostein 2000). Aktivnost
Na"/K" pumpe moze biti modulisana procesima fosforilacije posredstvom cAMP
zavisne protein kinaze A, cGMP zavisne protein kinaze G, protein kinaze C, kao i
procesima defosforilacije posredstvom protein fosfataza (Therien 1 Blostein 2000).
Dodavanje ili uklanjanje kovalentno vezane fosfatne grupe u signalnim putevima
posredovanim procesima fosforilacije i defosforilacije moze povecati i smanjiti
aktivnost pumpe (Slika 5). Kinaze i fosfataze mogu direktno delovati na a subjedinicu
Na/K* pumpe, ili mogu ispoljiti svoj efekat preko sekundarnih modulatora kao $to su

Ca* joni ili azot oksid-NO (Therien i Blostein 2000, Mobasheri i saradnici 2000).
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Slika 5. Modulacija aktivnosti Na”/K" pumpe signalnim putevima regulisanim procesima fosforilacije i
defosforilacije. Predstavljen je uticaj protein kinaze A (PKA), protein kinaze G (PKG), protein kinaze C
(PKC) i protein fosfataza (PP2A i PP2B) na aktivnost pumpe kao i medusobna povezanost signalnih
puteva (modifikovano iz Therien i Blostein 2000).

U nervnom sistemu isti sekundarni glasnici, cAMP 1 cGMP, mogu imati razli¢it
uticaj na aktivnost Na'/K" pumpe, §to zavisi zavisi od toga koja izoforma a subjedinice

preovladuje u odredenim ¢elijama nervnog sistema (Tabela 1).

Tabela 1. Regulacija aktivnosti Na'/K' pumpe u nervnom sistemu posredstvom procesa
fosforilacije i defosforilacije

Regulacija aktivnosti Na*/K* pumpe u nervnom sistemu

Eksperimentalni model Fosforll.a cuﬁ/ Efekat Izvori iz literature
Defosforilacija
Taktilni senzorni neuroni pijavice cAMP | Catarsi i sar. 1993
Kortikalni astrociti misa u kulturi cAMP i Peng i sar. 1997
Svanove ¢elije pacova u kulturi cAMP 1 Stewart i sar. 1998
Hipokampus misa cAMP 1 Wu i sar. 2006
Cerebelarni preseci pacova cGMP i Nathanson i sar. 1995
Endotelijalne ¢elije u mozgu miSa cGMP | Pontiggia i sar. 1998
Horioidni pleksus goveceta cGMP l Ellis i sar. 2000
Striatum pacova cGMP 1 Munhoz i sar. 2005
Cereberalni neuroni pacova u kulturi | Protein fosfataza 1 i Marcaida i sar. 1996
2+ :
|
Kortikalni astrociti pacova u kulturi ca 'regu wsand i Hosoi i sar 1997
protein fosfataza
C Ca’" regulisana . .
Horioidni pleksus pacova . 1 Fisone i sar 1998
protein fosfataza

Efekti fosforilacije i defosforilacije na aktivnost Na'/K* pumpe u razli¢itim eksperimentalnim
modelima. OznaGene su promene u aktivnosti pumpe, povecanje ,,T* i smanjenje ,,| “aktivnosti.

Na primer, u endotelijalnim ¢elijama u kojima preovladuje al izoforma pumpe, uticaj

c¢GMP-a na aktivnost pumpe je inhibitoran (Pontiggia i saradnici 1998). Suprotno, u
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Purkinjeovim neuronima u kojima preovladuju a2 i a3 izoforme, cGMP dovodi do
povecanja aktivnosti pumpe (Nathanson i saradnici 1995). Prema podacima iz literature
(Tabela 1), procesi defosforilacije dovode isklju¢ivo do poveéanja aktivnosti Na'"/K"

pumpe u nervnom sistemu,.

Funkcionalni zna¢aj Na™/K* pumpe

Gradijente Na® i K* jona izmedu citoplazme i ekstracelijske sredine stvara i
odrzava Na'/K" pumpa. Posredstvom pumpe koncentracija Na' jona odrzava se ~10
puta nizom, dok se koncentracija K" jona odrzava ~20 puta viSom u ¢eliji nego van
Celije (Slika 6). Aktivnost Na'/K" pumpe (Slika 6) uti¢e na aktivnost Na® zavisnih
transportera i sa njima udruzeno ucestvuje u regulaciji intracelularne pH (pH,),
koncentracije Ca** u éeliji i transporta $eéera i amino kiselina (Kim i saradnici 1987,
Madshus 1988, Mobasheri 2000, Therien 1 Blostein 2000, Glitsch 2001, McCormick
2008). Aktivnost Na'/K" pumpe uti¢e na aktivnost Na"/H" i bikarbonatnog transportera
koji ugestvuju u regulaciji pH;, kao i na aktivnost Na'/Ca®" transportera koji u¢estvuje u

regulaciji koncentracije Ca®" u citoplazmi.

Na* 15mMolL

3Na TR K" 150 mMolL

3Ma”

Na’, Seteri

Na Na* aming kiseling

Na* 140 mMolL
K 4mMolL

Slika 6. Pojednostavljen prikaz povezanosti Na'/K* pumpe sa drugim Na' zavisnim transportnim
sistemima. Na"/K* pumpa stvara i odrzava gradijent Na* i K. Koncentracija Na" u citoplazmi uti¢e na

aktivnost Na* zavisnih transportnih sistema kao $to su bikarbonatni, Na"/H*, Na*/Ca>" izmenjiva¢i i
transporteri Secera i amino kiselina” Modifikovano iz Mobasheri i sar. 2000.

Poslednjih godina, sve veéi broj istrazivanja pokazuje da Na'/K" pumpa preko
Src kinaze interaguje sa mnogim proteinima u celiji, Sto isti¢e znacaj pumpe kao
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signalnog molekula (Reinhard i saradnici 2012). Pokazano je da je Na'/K" pumpa
povezana sa ERK (kinaze regulisane ekstracelijskim signalima) signalnim putem koji
ima vaznu ulogu u regulaciji celijskog metabolizma (Sweadner 2008, Reinhard i
saradnici 2012), kao 1 inozitol trifosfat signalnim putem- /P3 put, koji regulise

oslobadanje Ca”" iz endoplazmati¢nog retikuluma (Yuan i saradnici 2005).

Uloga Na'/K" pumpe u regulaciji bioelektri¢ne aktivnosti
nadraZzljivih Celija

Neprekidnom aktivnos¢u Na'/K™ pumpe odrzava se potencijal mirovanja
membrane Celija, $to je neophodan uslov nadrazljivosti. Narusavanje gradijenta Na* i K"
jona menja bioelektricnu aktivnost neurona ¢ime se znatno modifikuje prenoSenje
informacija u nervnom sistemu. Ranija istrazivanja su pokazala da Na"/K" pumpa
reguliSe potencijal mirovanja neurona puza (Carpenter i Alving 1968, Willis i saradnici
1974, Alvarez-Leefmans i saradnici 1994), interneurona u ki¢menoj mozdini pacova
(Darbon i saradnici 2003), motoneurona u ki¢menoj mozdini pacova (Ballerini i
saradnici 1997) 1 dopaminskih neurona u srednjem mozgu pacova (Johnson i saradnici
1992). Povecéana aktivnost Na'/K" pumpe skraduje trajanje, tj. suzava akcioni potencijal
Purkinjeovih vlakana (Gadsby 1 Cranefield 1979, Gadsby 1985). Suprotno, inhibicija
Na"/K" pumpe produzava trajanje, tj. dovodi do Sirenja akcionog potencijala u
ventrikularnim miocitama morskog praseta (Glitsch 2001). Inhibicija Na'/K" pumpe
dovodi do skraéenja intervala izmedu akcionih potencijala 1 smanjuje amplitudu
akcionog potencijala spontano aktivnih neurona u suprahijazmaticnom jedru pacova
(Wang 1 Huang 2004, Wang i Huang 2006). Isti autori pokazali su da promene u
aktivnosti Na"/K" pumpe udestvuju i u regulaciji cirkadijalnih promena bioelektri¢ne
aktivnosti neurona u suprahijazmaticnom jedru pacova (Wang i Huang 2004). Pokazano
je i da Na'/K" pumpa ucestvuje u formiranju ¢elijske memorije u neuronskoj mrezi
motoneurona vinske musice (Pulver i Griffith 2010).

Aktivnost Na'/K* pumpe je posebno vazna za nervne i sréane Celije koje
poseduju spontanu bioelektri¢nu aktivnost. Kako takve ¢elije spontano generiSu akcione
potencijale tokom dugih vremenskih intervala, naruseni potencijal mirovanja u
intervalima izmedu uzastopnih akcionih potencijala ponovo se uspostavlja pojacanom

aktivno$éu Na'/K " pumpe.
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MAGNETNO POLJE

Znacaj istrazivanja
Intenzivan industrijski i tehnoloski razvoj uslovio je prisustvo statickog i
promenljivog magnetnog polja razliCite jac¢ine u zivotnoj sredini §to je dovelo do
povecéane izlozenosti organizama ovim poljima (WHO 2006a, b). U izvestaju Svetske
zdravstvene organizacije iz 2006. godine ustanovljeni su zdravstveni kriterijumi o
uticaju statickog magnetnog polja na organizme i zivotnu sredinu (WHO 2006b). Prema
ovim kriterijjumima ja¢ina magnetnog polja kojoj organizmi smeju biti akutno izloZeni
ima gornju granicu od 400 m7, dok pri hroni¢nom izlaganju ima vrednost od 40 mT.
Grani¢na vrednost je znatno niza za osobe koje nose feromagneti¢ne implante i iznosi
0,5 mT. Medutim, kako su postavljeni kriterijumi zasnovani na dosadasnjim podacima
iz literature o dejstvu statiCkog magnetnog polja jacine vece od 2 T (ICNIRP 2009),
moze se ustanoviti da akutni 1 hroni¢ni efekti slabijeg statickog magnetnog polja na

organizme i zivotnu sredinu nisu dovoljno istrazeni.

Osobine magnetnog polja

Magnetno polje stvaraju naelektrisane cestice koje se krec¢u, kao i spinski
magnetni momenti elementarnih Cestica. Promenljivo magnetno polje nastaje
posredstvom naizmeni¢ne struje usled ¢ega se orijentacija polova ovog polja menja u
pravilnim intervalima tokom vremena. Staticko magnetno polje je nepromenjivo u
vremenu i moze biti prirodno kakvo je magnetno polje Zemlje, kao i vestacko kakva su
polja koja nastaju posredstvom jednosmerne struje ili stalnih magneta. Delovanje
promenljivog magnetnog polja tesko je posmatrati nezavisno od efekata njime izazvanih
promena temperature i uticaja elektricne komponente polja, dok je uticaj statickog
magnetnog polja nezavistan od pomenutih parametara i stoga pogodniji za kontrolisane
eksperimente. Kako ¢e predmet naSih istrazivanja biti ispitivanje uticaja statickog
magnetnog polja koje formiraju stalni magneti, detaljnije ¢e biti opisane samo osobine

ovog polja.
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Osobine statickog magnetnog polja- stalni magneti

Stalni magneti imaju trajna magnetna svojstva koja su posledica strukturne
organizacije njihovih atoma. Ukupni magnetni moment atoma stalnih magneta je razlicit
od nule zahvaljujuci postojanju nesparenog elektrona u poslednjoj atomskoj orbitali. U
stalnim magnetima, spinovi elektrona, koji se mogu posmatrati kao mali magnetni

dipoli, orijentisani su paralelno, u istom smeru i organizovani u domene (Slika 8).

A
B
'—_*:&—.\ -l _._‘i%> orijentacija
/ o o elektronskih
magnetni — spinova
domen

Slika 8. A. Spin elektrona kao magnetni dipol. B. Paralelno orijentisani elektronski spinovi organizovani
u magnetne domene (preuzeto sa http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/hbase/solids/ferro.html#c4).

Stalni magneti razlikuju se prema sastavu hemijskih elemenata. Najjaci stalni
magneti u svom sastavu imaju hemijske elemente kao §to su neodimijum, gvozde i bor
(NdFeB), ili samarijum i kobalt (SmCo). Slabiji magneti u svom sastavu imaju
aluminijum, nikal i cobalt (4/NiCo). Najslabiji feritni magneti u svom sastavu imaju
gvozde i ovi magneti imaju najvecu komercijalnu primenu.

Staticko magnetno polje koje stvaraju stalni magneti opisuje se pomocu linija
magnetnog polja (Slika 9). Prema konvenciji, linije polja su zatvorene, izviru na
pozitivnom severnom polu i uviru na negativnom juznom polu magneta. Sve linije
magnetnog polja imaju istu jacinu i medusobno su paralelne. Ukupan broj linija
magnetnog polja opisuje veli¢inu koja se naziva magnetni fluks. Magnetni fluks (@) se
izrazava u Weberima (Wb), pri ¢emu je jedan Weber jednak broju od 1x10° linija

magnetnog polja.
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Slika 9. Linije statickog magnetnog polja koje formira stalni magnet. Linije polja izviru na severnom polu
(N) i uviru na juznom polu (S) magneta, medusobno su paralelne i imaju istu jacinu. Preuzeto sa
http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/hbase/magnetic/elemag.html

Gustina linijja magnetnog polja ili magnetna indukcija (B), veli¢ina koja se
najcesce koristi za opisivanje polja, definiSe se kao magnetni fluks po jedinici povrsine
normalne na pravac linija polja:

B=®/s
gde je s povrdina u m’. Jedinica magnetne indukcije u S7 sistemu je Tesla (7, Wb/m?).
Magnetna indukcija predstavlja jac¢inu magnetnog polja. Ja¢ina magnetnog polja znatno
opada sa povecanjem rastojanja od povrSine magneta, stoga je gradijent magnetnog
polja izraZen.

Magnetno polje je vektorsko polje koje je u svakoj tacki okarakterisano pravcem
i ja¢inom polja. Po definiciji, u tackama u kojima vektor magnetnog polja ima isti
intenzitet, pravac i smer magnetno polje je homogeno. S obzirom na izrazen gradijent
statickog magnetnog polja, homogenost polja se moze posti¢i samo u okviru male

povrsine.

Pregled mehanizama dejstva statickog magnetnog polja

Prema podacima iz literature staticko magnetno polje ostvaruje dejstvo na
organizme kroz mehanizme koji se zasnivaju na magnetnoj indukciji, mehanickom
dejstvu polja na orijentaciju molekula i1 uticaju polja na orijentaciju spina elektrona
(WHO 2006b, ICNIRP 2009).

Mehanizam magnetne indukcije zasniva se na uticaju statickog magnetnog polja

pod dejstvom Lorencove sile na kretanje naelektrisanih Cestica kao §to su joni, Sto
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dovodi do usmeravanja kretanja naelektrisanih Cestica paralelno vektoru polja.
Mehanicki tip interakcije zasniva se na dijamagneticnim i paramagneti¢nim svojstvima
atoma. Paramagneticni atomi imaju nesparen elektron i pokazuju magnetne osobine.
Jezgra takvih atoma se u prisustvu spoljasnjeg magnetnog polja orijentisu paralelno i u
pravcu vektora polja. Dijamagneti¢ni atomi imaju sve elektrone sparene i ovi molekuli
se orijentiSu paralelno ali suprotno od pravca vektora spoljasnjeg magnetnog polja.
Mehanizam dejstva na spin elektrona podrazumeva uticaj magnetnog polja na
orijentaciju elektronskih spinova kratko Zivec¢ih radikala koji su intermedijeri mnogih
reakcija. To znaci da bi se u prisustvu spoljasnjeg magnetnog polja, spin elektrona

orijentisao paralelno vektoru magnetnog polja.

Staticko magnetno polje u Zivotnoj sredini

Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije (WHO 2006 b) i
Medunarodne komisije za zastitu od nejonizujuceg zracenja (ICNIRP 2009) staticko
magnetno polje prisutno u zivotnoj sredini (Slika 7) prema jac¢ini se svrstava u slabo,
umereno jako i jako (Rosen 2003, Ghodbane i saradnici 2011).

Slaba magnetna polja imaju jacinu manju od 1 m7. Svi organizmi su izlozeni
dejstvu slabog prirodnog statickog magnetnog polja Zemlje jacine 30-70 7. Brojna
istrazivanja usmerena su ka ispitivanju uloge ovog polja u prostornoj orijentaciji
migratornih vrsta beski¢menjaka i kicmenjaka (Johnsen 1 Lohman 2005, Gegear i
saradnici 2010, Solov’yov i saradnici 2010, Foley i saradnici 2011, Miiller i Ahmad
2011). Vestacko slabo magnetno polje jaine ~ 0,5 mT stvaraju razlic¢iti mali stalni
magneti koji imaju Siroku komercijalnu upotrebu u domacinstvu. U nivou poda
putnickih kabina brzih vozova izmereno je umereno jako magnetno polje jacine ~ 2 mT.
U industriji proizvodnje i zavarivanja metala kao i elektranama, umereno jako staticko
magnetno polje dostize jacinu i do 100 m7. U visoko razvijenim naucno-istrazivackim
centrima pojedini uredaji stvaraju umereno jako magnetno polje jac¢ine od 600 mT do
1000 mT. Kako na ¢elijama beski¢menjaka, tako i na d¢elijama ki¢menjaka, tokom
proteklih trideset godina ispitivan je uticaj umereno jakog magnetnog polja razlicite
jacine na morfologiju ¢elija, aktivnost enzima, produkciju slobodnih radikala, strukturu
i biofizitke osobine membrane, unutaréelijsku koncentraciju Ca®" i gensku ekspesiju
Izvestan deo istrazivanja odnosi se na mogucnost terapijske primene umereno jakog
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magnetnog polja, narocito u ublazavanju bola u osteoartritisu (Harlow i saradnici 2004,
Wolsko i saradnici 2004). Jako magnetno polje jacine veée od 1 T nalazi Siroku primenu
u medicinskoj dijagnostici, stoga se posebno ispituje njegovo moguce Stetno dejstvo na
zdravlje coveka. NajviSe je ispitivan uticaj jakog statickog magnetnog polja na strukturu
membrane. Pokazano je da ovo polje uti¢e na orijentaciju fosfolipida organizovanih u
loptaste strukture- micele i bicele (Picard i saradnici 1999, Arnold i saradnici 2002,

Whiles i saradnici 2002, Warschawski i saradnici 2011).

Staticko magnetno polje

umereno jako jako
1mT-1T 1T-5T

30-70.T __ ~0,5mT | ~2mT___ 5-100mT_600-1000m7| =31 |

Slika 7. Slabo, umereno jako i jako staticko magnetno polje. Prirodno magnetno polje Zemlje, vestacka
statiCka magnetna polja u zivotnoj sredini i njihove jacine.

Uprkos raznovrsnim i brojnim istrazivanjima, do danas nije precizno odreden
prag jacine magnetnog polja koji dovodi do promena u Cceliji, zavisnost veliine
izazvane promene od jacine magnetnog polja, kao ni mehanizmi dejstva magnetnog
polja. Jednim od osnovnih uzroka ovih problema smatra se nedovoljno precizno
dizajniranje eksperimentalnih uslova izlaganja magnetnom polju $to dovodi do teskoca
u reprodukovanju eksperimentalnih rezultata u razliCitim laboratorijama. Stoga su
neophodna dodatna istrazivanja koja bi potpunije okarakterisala dejstvo magnetnog

polja u precizno definisanim eksperimentalnim uslovima.

Uticaj umereno jakog statickog magnetnog polja na nervni
sistem
Posto nervni sistem ima centralnu ulogu u regulaciji opsSte aktivnosti organizma,
veliki deo istrazivanja bio je usmeren ka ispitivanju promena bioelektri¢nih osobina
neurona pod uticajem umereno jakog statickog magnetnog polja. Kako bioelektricne
osobine membrane odreduju fiziolosko stanje neurona, vazno je ustanoviti do kojih

promena na membrani dolazi pod uticajem magnetnog polja.
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Uticaj na nervni sistem beski¢cmenjaka

Ispitivanje uticaja statickih magnetnih polja na nervni sistem beski¢menjaka
najcesce se vrsi na celijskog nivou tj. na pojedinacnim neuronima u in sifu uslovima u
izolovanom nervnom sistemu.

Istrazivanja na neuronima puza Helix lucorum pokazala su da kratkotrajno
izlaganje statickom magnetnom polju jac¢ine 23, 120 i 200 mT u trajanju od 20 min
razlicito utice na bioelektri¢nu aktivnost nemih i spontano aktivnih neurona (Balaban i
saradnici 1990). Naime, magnetno polje izaziva smanjenje otpora membrane nemih
neurona i povecanje otpora membrane spontano aktivnih neurona. Veli¢ina promene
ispitivanog parametra srazmerna je ja¢ini magnetnog polja.

U drugoj studiji, istrazivanja na spontano aktivnim neuronima puza Helix
aspersa (Azanza i del Moral 1994) pokazala su da staticko magnetno polje jacine 115
mT 1 260 mT menja spontanu bioelektricnu aktivnost neurona u visceralnoj i
parijetalnim ganglijama. Uticaj magnetnog polja je okarakterisan kao inhibitoran, jer je
izlaganje polju izazvalo hiperpolarizaciju membrane i smanjenje frekvencije akcionih
potencijala ispitivanih spontano aktivnih neurona. Uoceno je da je efekat magnetnog
polja inhibitoran kod svih ispitivanih neurona kod kojih je efekat kafeina, jedinjenja
koje mobilige Ca** iz intracelularnih depoa, takode inhibitoran.

Ispitivanje uticaja statickog magnetnog polja vrSeno je i na lateralnom
dzinovskom (LG) neuronu re¢nog raka Procambarus clarkii (Ye i saradnici 2004).
Uoceno je da izlaganje magnetnom polju od 8,04 mT u trajanju od 5 min dovodi do
povecanja amplitude akcionog potencijala. Isti autori su pokazali da magnetno polje
povecava otpor membrane i pojacava ekscitatorne postsinapticke potencijale ispitivanog
neurona. Kako se promene merenih bioelektricnih parametara izazvane magnetnim
poljem nisu mogle uociti nakon primene rutenijum red blokatora, pretpostavljeno je da
zna¢ajnu ulogu u uo¢enim promenama ima povecéanje unutarcelijske koncentracije Ca**.

Ispitivanja uticaja statickog magnetnog polja vrSeno je i na neuronima u
antenalnom reznju strizibube Morimus funereus (Todorovi¢ i saradnici 2007). Uoceno
je da se odgovor grupe neurona menja nakon izlaganja magnetnom polju jacine 2 m7 u
trajanju od 5 min. Magnetno polje je izazvalo i povecanja i smanjenje frekvencije
vancéelijski registrovanih akcionih potencijala. UocCene promene su bile nepovratne i

mogle su se uoditi i 5 min nakon izlaganja neurona magnetnom polju.
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Uticaj na nervni sistem ki¢menjaka

Uticaj statickog magnetnog polja na nervni sistem ki¢menjaka uglavnom se
izu¢ava na disociranim neuronima, kulturama ¢éelija nervnog sistema kao i na mozdanim
presecima.

Istrazivanja na disociranim neuronima pokazala su da pri izlaganju magnetnom
polju od 125 mT u trajanju od 15 min dolazi do inaktivacije voltazno zavisnih K* kanala
neurona u korenu trigeminalne ganglije pacova (Jie-Fei i saradnici 2007). 1zlaganje
magnetnom polju od 123 mT u trajanju od 150 s inaktivira i voltazno zavisne Ca®*
kanale u liniji GH3 celija (Rosen 1996). Izlaganje magnetnom polju iste jacine u
trajanju od 75 s smanjuje frekvenciju akcionih potencijala neurona u lateralnom
genikulatnom telu macke (Rosen i Lubowsky 1990). Smanjenje frekvencije akcionih
potencijala uoceno je i kod disociranih neurona u dorzalnom korenu ganglije misa pri
izlaganju magnetnom polju od 10 mT u trajanju od 200-250 s (McLean i saradnici
1995). Smanjenje amplitude akcionog potencijala u korteksu mozga macke (Rosen i
Lubowsky 1990) uoceno je 50-95 s od pocetka izlaganja magnetnom polju jacine 120
mT (Rosen 1 Lubowsky 1987).

Istrazivanja na mozdanim presecima pokazala su da izlaganje magnetnom polju
jacine 2-3 mT u trajanju od 20 min smanjuje elektricni odgovor grupe neurona u
hipokampalnim presecima misa (Wieraszko 2000). Dejstvo magnetnog polja nije se
moglo uo¢iti nakon primene dantrolena, blokatora Ca** kanala na endoplazmati¢nom
retikulumu, te je stoga pretpostavljeno da bi ovi kanali mogli imati znacajnu ulogu u
uo¢enim promenama izazvanim magnetnim poljem.

Studija na pacijentima obolelim od epilepsije pokazala je da izlaganje statickom
magnetnom polju jacine 0,9 mT 1 1,8 mT u trajanju od 20 s izaziva epilepticna elektri¢na
praznjenja u hipokampusu. Ovi rezultati ukazali su na mogucu terapeutsku primenu
magnetnog polja u preciznijoj lokalizaciji regiona u mozgu koji su pogodeni

epilepti¢nim napadima (Fuller i saradnici 1995).
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CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovih istrazivanja je da se okarakteriSu promene bioelektricne aktivnosti
identifikovanih Br i N1 neurona vinogradskog puza Helix pomatia L, kao 1 da se
ispitaju uzroci nastalih promena pri kratkotrajnom izlaganju neurona umereno jakom
statickom magnetnom polju ja¢ine 2,7 i 10 mT u trajanju od 15 min.

1z opisanog cilja proizasli su slede¢i zadaci rada:

1. Utvrditi koji se parametri bioelektri¢ne aktivnosti spontano aktivnog Br i nemog
N1 neurona menjaju pri kratkotrajnom izlaganju neurona magnetnom polju jacine 2,7 i
10 mT. Na taj nacin ¢e se do¢i do podataka o tome da li je delovanje magnetnog polja
specificno za odreden tip bioelektricne aktivnosti neurona u nervnom sistemu puZza.
Medusobnim poredenjem utvrdi¢e se zavisnost promena bioelektriénih parametara
neurona od jac¢ine magnetnog polja. Analiziranje bioelektricnih parametara u periodu od
20 min po zavrSetku izlaganja neurona polju pruzi¢e podatke o produzenom delovanju
magnetnog polja na bioelektricnu aktivnost neurona.

2. Ispitati aktivnost Na'/K" pumpe u nervnom sistemu puza pri kratkotrajnom
delovanju magnetnog polja od 10 mT radi otkrivanja mehanizama dejstva magnetnog
polja na bioelektricnu aktivnost neurona. Kontrolisanjem eksperimentalnih uslova
blokirac¢e se i stimulisace se procesi fosforilacije 1 defosforilacije koji su ukljuceni u
regulaciju aktivnosti Na'/K" pumpe. Poredenje aktivnosti Na'/K' pumpe u kontrolnim
uslovima i u uslovima izlaganja magnetnom polju pruzi¢e podatke o ukljucenosti
procesa fosforilacije 1 defosforilacije u puteve delovanja magnetnog polja na
bioelektricnu aktivnost neurona.

3. Ispitati uticaj magnetnog polja od 10 mT na sadrzaj organofosfatnih jedinjenja u
okolozdrelnim ganglijskim kompleksima da bi se sagledao energetski status nervnog
sistema puza nakon izlaganja magnetnom polju, s obzirom na &injenicu da je Na'/K"
pumpa izrazit potroSa¢ ATP-a. Ispitivanje uticaja magnetnog polja od 10 mT na
unutaréelijski pH u nervnom sistemu puza pokazaée da li je aktivnost Na'/H'
izmenjiva¢a, pH regulatornog mehanizma &ija je aktivnost zavisna od aktivnosti Na' /K"

pumpe, promenjena nakon izlaganja magnetnog polju.
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4. Istraziti uticaj magnetnog polja od 10 mT na parametre bioelektri¢ne aktivnosti
spontano aktivnog Br neurona u uslovima kada je Na'/K" pumpa blokirana ouabainom,
da bi se utvrdilo da 1i do njihove promene dolazi usled promena u aktivnosti pumpe.
Istovremeno, detaljna analiza parametara bioelektri¢ne aktivnosti Br neurona bi trebalo
da na potpuniji na¢in opise ulogu Na'/K" pumpe u regulaciji bimodalnog ritma ovog
neurona.

Dobijeni rezultati bi trebalo da pruze nove podatke o dejstvu statickog
magnetnog polja na bioelektricnu aktivnost neurona i da razjasne kakvu ulogu ima
Na'/K" pumpa u uo¢enim promenama bioelektri¢nih parametra neurona u magnetnom

polju.
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MATERIJAL I METODE

EKSPERIMENTALNE ZIVOTINJE

Kao eksperimentalne Zivotinje koriS¢eni su vinogradski puzevi vrste Helix
pomatia (filum Mollusca, klasa Gastropoda). Svi eksperimenti izvedeni su na nervnom
sistemu puza tj. na izolovanom okolozdrelnom ganglijskom kompleksu (Slika 10A).
Okolozdrelni ganglijski kompleks sa¢injen je od nadzdrelnog i podzdrelnog kompleksa
ganglija koji su povezani konektivima. Nadzdrelni kompleks se sastoji od dve glavene
ganglije, dok u sastav podzdrelnog kompleksa ulaze parne pedalne, parijetalne i

pleuralne ganglije, kao i neparna visceralna ganglija (Slika 10B).

Glavene ganglije

Pleuralne ganglije
Parijetalne ganglije

Visceralna ganglija

Podzdrelni kompleks

Slika 10. A. Vinogradski puz i izolovani okolozdrelni ganglijski kompleks. B. Sematski prikaz
nadzdrelnog 1 podzdrelnog ganglijskog kompleksa i ganglija koje ulaze u njihov sastav. C. Presek
podzdrelnog kompleksa, neuroni su obojeni NeuroTrace bojom (koncentracija 1:100).

Neuroni puza su velikih dimenzija, imaju stalan polozaj u ganglijama i ostvaruju
stalne sinapticke veze sa drugim neuronima Sto eksperimente Cini reproducibilnim
(Slika 10C). Izolovani okolozdrelni ganglijski kompleks puza moze se odrzavati u in
vitro uslovima u toku duzeg vremenskog perioda, ¢ak i do nekoliko dana. Puzevi su
sakupljani iz prirodne sredine, uvek sa istih lokaliteta na podrucju Beograda i okolini
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Panceva u toku prolec¢a (april i maj) i u jesen (septembar i oktobar). Prikupljeni puzevi
su Cuvani u plastiénim kavezima u stanju dormancije, u hladnoj komori na temperaturi
od 7 °C. Dve nedelje pre pocetka eksperimenata, puzevi su Cuvani na sobnoj
temperaturi, kvaseni vodom, hranjeni listom maslacka ili zelenom salatom i na taj nacin

odrzavani u aktivnom stanju. Za eksperimente su koriS¢ene odrasle zivotinje.

PRIPREMA EKSPERIMENTALNOG OBJEKTA

Izolovanje okoloZdrelnog ganglijskog kompleksa za biohemijske i
NMR eksperimente

Neposredno pre eksperimenata, odabrani puzevi su kvaSeni toplom vodom §to je
dovodilo do izvlatenja glave i stopala iz kuéice Zivotinje. Zivotinje su Zrtvovane
odsecanjem stopala koje je potom fiksirano Ciodama za plocicu od plute. Medijalni
presek na dorzalnoj strani fiksiranog stopala u glavenom regionu omogucio je pristup
okolozdrelnom ganglijskom kompleksu. Pod binokularnim mikroskopom (Bausch &
Lomb) presecani su svi nervi koji polaze sa ganglija, okolozdrelni kompleks ganglija je
odvajan od stopala zivotinje i smeStan u plastiénu komoricu ispunjenu fizioloskim
rastvorom za puza. Ovako izolovan okolozdrelni ganglijski kompleks koris¢en je za

biohemijske i NMR eksperimente.

Preparovanje podzdrelnog ganglijskog kompleksa za
elektrofizioloske eksperimente

Za ispitivanja bioelektricnih osobina identifikovanih neurona, izolovan
okolozdrelni ganglijski kompleks smesStan je u komoricu za registrovanje zapremine 1
ml koja je ispunjena fizioloskim rastvorom. Dno komorice prekriveno je providnim
elasticnim materijalom - silgardom, koji je otporan na hemijske, elektri¢ne i toplotne
promene (Sylgard 184 Encapsulating Resin, Electronic materials Department Dow
Corning Corporation, Midland, Michigan, USA). Pomocu finih ¢iodica izolovani
okolozdrelni kompleks fiksiran je za dno komorice dorzalnom stranom na gore. Neuroni
u ganglijama prekriveni su viseslojnim ovojnicama koje se moraju precizno ukloniti jer
predstavljaju mehanicke teskoce za implantaciju elektrode u neuron. Debljina i tvrdoc¢a
ovojnica variraju kod jedinki razlicite starosti, a i zavisno od doba godine, s obzirom da

ova zivotinjska vrsta ima sezonske ritmove. Stoga je potrebno birati puzeve priblizno
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iste starosti (prec¢nik kucice priblizno 4 c¢m) i izvoditi eksperimente na Zivotinjama koje
se u laboratorijskim uslovima pre pocetka eksperimenta odrzavaju u aktivnom stanju
odredeni period vremena (priblizno 14 dana). Spoljasnja ovojnica je meka i uklanja se
relativno lako upotrebom pinceta i oftalmoloskih makazica (Scissors Spring Vannas
Dissect, World Precision Instruments, Sarasota, FL). Unutrasnja ovojnica koja direktno
naleZe na neurone staklasta je i ¢vrsta i uklanja se upotrebom finijih pinceta. Kako su
ovojnice slabo prozirne, prilikom preparovanja vrseno je direktno osvetljavanje
izolovanog okolozdrelnog ganglijskog kompleksa snopom svetlosti fokusiranim u tacku
precnika priblizno 1 mm. Za elektrofizioloske eksperimente odabrani su Br i N1 neuroni

koji se nalaze u podzdrelnom kompleksu ganglija (Slika 11).

Slika 11. A. Sematski prikaz poloZaja ispitivanih N1 i Br neurona u podzrelnom ganglijskom kompleksu
puza. B. Br neuron obojen peroksidazom rena. Akson se pruza u visceralnu gangliju (V), uveli¢anje x350
(preuzeto iz Elekes i sar. 1983). N1 neuron obojen CoCl,, precnik ¢elijskog tela neurona je 333,9+11,2
pm. Ogranci aksona pruzaju se ka levom palealnom nervu i desnoj parijetalnoj gangliji (preuzeto od
Kartelija 1992).

U gornjem desnom kvadrantu leve parijetalne ganglije nalazi se nemi N; neuron,
dok je u donjem levom kvadrantu desne parijetalne ganglije smesten beliCasti Br neuron
koji se odlikuje spontanom biolektricnom aktivno$¢éu. Morfoloske, bioelektri¢ne i
farmakoloske osobina oba neurona u velikoj meri su ve¢ opisane (Vadasz i Salanki

1976, Carpenter 1978, Salanki 1979, Kartelija i Pasi¢ 1982, Kononenko 2000).

EKSPERIMENTALNA POSTAVKA ZA IZLAGANJE MAGNETNOM POLJU

U eksperimentima su korisc¢eni feritni magneti oblika kvadra dimenzija 12 mm x
6 mm x 7 mm i oblika valjka precnika 4,5 cm 1 visine 3,7 cm koji su stvarali umereno
jako statiCko magnetno polje. Jafina magnetnog polja merena je pomoéu GMOS5

gausmetra sa P72837 sondom (Hirst, Magnetic Instruments Ltd, Cornwall, UK). Sa
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Slike 12 moze se videti da je gradijent polja izrazen i da ja¢ina magnetnog polja znatno

opada sa povecanjem rastojanja od severnog pola magneta.

A B

400
5 50
mT
350 4
| 45
£ 10 =
i—-E 300 = 40
S 250 |
2 T g |
= 200
'UE 1.7 2.8 cm ..é‘ 25
£ 150 S 20f
:
= 15F
& 100 5
= S 10
50 -
o 1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 0 2 3 4 6 8 10 12
Rastojanje od severnog pola magneta (cm) Rastojanje od severnog pola magneta (cm)

Slikal2. A. Fotografija sistema za izlaganje magnetnom polju i izmereni gradijent polja u
elektrofizioloskim eksperimentima. Uveli¢ani deo prikazuje jainu magnetnog polja (2,7 mT 1 10 mT) na
rastojanju 1,7 cm i 2,8 cm od severnog pola magneta (N). B. Fotografija sistema za izlaganje magnetnom
polju i izmereni gradijent polja u biohemijskim esejima i NMR eksperimentima. Na rastojanju 3 cm od
severnog pola magneta jacina magnetnog polja je 10 mT.

Na rastojanjima 2,8 ¢m 1 1,7 cm od severnog pola magneta izmerene su jacine
magnetnog polja od 2,7 mT i 10 mT, ¢iji su efekti na bioelektricne osobine Br i N1
neurona ispitivani u elektrofizioloSkim eksperimentima (Slika 12A). Na rastojanju 3 cm
od severnog pola valjkastog magneta izmerena je jacina magnetnog polja od 10 m7, ¢iji
su efekti na izolovani okolozdrelni ganglijski kompleks ispitivani u biohemijskim i u
NMR eksperimentima (Slika 12B). Na utvrdenim rastojanjima magnet je postavljan na
plasti¢ni drza¢ laboratorijske izrade i smestan ispod dna plasticne komorice ispunjene
fizioloskim rastvorom za puza u kojoj se nalazi izolovan okolozdrelni ganglijski
kompleks. Jacina magnetnog polja precizno je kontrolisana gausmetrom, tako da je
tokom eksperimenata izolovani okolozdrelni ganglijski kompleks uvek bio izlozen polju
jacine 2,7 mT ili 10 mT. Distribucija linijja statickog magnetnog polja u

eksperimentalnoj postavci prikazana je na Slici 13.
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Slika 13. Distribucija linija magnetnog polja merena po X,y i z osi u eksperimentalnoj postavci. Centar
plasti¢ne komorice predstavlja nultu tacku u merenjima. Oznacene su ispitivane jacine magnetnog polja
od 2,7 mT (A) i 10 mT (B) za magnet oblika kvadra i ja¢ina od 10 mT za valjkasti magnet (C).

Distribucija linija magnetnog polja merena je gausmetrom postavljenom na
manipulator iznad magneta na utvrdenim rastojanjima (Slika 13). Pomeranjem
manipulatora za po 1 mm, jacina polja merena je po x, y i z osi. Na osnovu izmerenih
vrednosti, u programu SigmaPlot, napravljen je trodimenzionalni prikaz distribucija
linija polja. U nivou povrSine okolozdrelnog ganglijskog kompleksa homogenost
magnetnog polja je bila visoka. Jacine polja i njihove standardne devijacije imale su
vrednosti: 2,701+0,05 mT i 10,01£0,21 mT za magnet oblika kvadra, i 10,07£0,18 mT
za valjkasti magnet. Tokom ¢itavog perioda izlaganja magnetnom polju nije dolazilo do
promena temperature fizioloskog rastvora (DVM 401 Environment Meter, Velleman,
USA). U eksperimentalnim uslovima koji su kori§éeni pri elektrofiziolo§kim merenjima
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izvrSena su kontrolna merenja temperature u vremenskim intervalima od po 1 min sa i
bez magneta, koja su pokazala da je vrednost temperature fizioloskog rastvora u
komorici za registrovanje bez magneta bila 23,64+0,21 <, a u prisustvu magneta
23,74+0,13 <. Tokom eksperimenata jaCina lokalnog geomagnetnog polja (44°38'
severno, 20°46’ istocno) bila je u okviru prosec¢nih vrednosti izmerenih GSM 10
magnetometrom u Geomagnetnoj opservatoriji (Beograd, Grocka).

U svim eksperimentima izolovani okolozdrelni ganglijski kompleksi akutno su

izlagani magnetnom polju u trajanju od 15 min.

ELEKTROFIZIOLOSKI EKSPERIMENTI

Sastav rastvora

Svi rastvori koriS¢eni u elektrofizioloskim eksperimentima proticali su kroz
komoricu za registrovanje sistemom perfuzije pod dejstvom gravitacije. Fizioloski
rastvor za vinogradskog puza prilagoden je sastavu i pH vrednosti ekstracelularne
teCnosti puza (Kerkut 1975, Burton 1971, Barker i Gainer 1975, Meincke 1975) i sastoji
se od: 80 mM NaCl, 10 mM CaCl,, 5 mM MgCl,, 4 mM KCI, 5 mM TRIS-CI. Tris-Cl
sluzi kao pufer kojim se pH podesi na vrednost 7.8

U eksperimentima u kojima je ispitivan uticaj 8-bromoguanozin 3°,5’-ciklicnog
monofosfata (§-Br-cGMP) i ouabaina, supstance su rastvarane u fizioloSkom rastvoru u
koncentraciji 10* M neposredno pre izvodenja eksperimenata (Ayrapetyan 1976,
Kartelija 2003).

Sva jedinjenja za pravljenje rastvora koriS¢enih u elektrofizioloSkim merenjima

su od proizvodaca Sigma Aldrich (Taufkirchen, Germany).

Intracelularna registracija bioelektri¢ne aktivnosti Br i N1 neurona

Standardna tehnika za intracelularno registrovanje potencijala membrane
koriSéena je u eksperimentima u kojima su mereni bioelektri¢ni signali iz tela Br i N1
neurona. Bioelektri¢ni signali neurona mereni su pomocu pojacavaca SEC-2 M (Jozsef
Atilla University, Szeged, Hungary). Podaci su prikupljani na frekvenciji semplovanja
od 1 kHz, dok je A/D konverzija vrSena 16 bitnim konvertorom (MiniDigi 14, Axon

Instruments). Bioelektri¢ni signali su kontinualno zapisivani na PC racunaru pomocu
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Axoscope programa (Axon instruments). Signali iz tela neurona su automatski linearno
interpolirani pomocu algoritma u Axoscope programu, pri ¢emu je zadrzana frekvencija
semplovanja od 1 kHz. Stimulacija N1 neurona pravougaonim stimulusima vrSena je
pomocu stimulatora (Command generator, Jozsef Atilla University, Szeged, Hungary).
Merenje otpora elektrode za registrovanje vrSeno je na predpojacavacu SEC-2 M
prethodno kalibrisanom pomoc¢u model ¢éelije poznatog otpora od 10 MQ (Model circuit
MC-9, HEKA Elektronik, GmbH, Germany).

Mikropipete za intracelularno registrovanje izvlacene su od borosilikatnog stakla
sa filamentom (/BI20F-4 WPI, Sarasota FL) na vertikalnom izvlakacu u jednom
koraku (Model 700C, David Kopf Inst., Tujunga CA). Mikropipete su punjene (2/3
zapremine) rastvorom 1M K-citrata i imale su otpor od 15 do 18 MQ. Referentnu
elektrodu je predstavljala Ag/AgCl Zica uronjena u rastvor 1M KCI. Referentna
elektroda je bila povezana sa komoricom za registrovanje agarskim mostom. Agarski
most se pravi od staklenih cevéica koje se pune 0,1 % rastvorom agara (Torlak, Srbija)
skuvanom u fizioloskom rastvoru za puza.

Nakon ubadanja neurona mikropipetom neophodno je sacekati priblizno 30 min
dok bioelektricna aktivnost neurona ne dostigne stabilnost za period bar od 5 min. Posle
toga registrovana je bioelektricna aktivhost Br i NI neurona u razli¢itim
eksperimentalnim protokolima. Registrovana je aktivnost neurona u kontrolnim
uslovima (bez izlaganja magnetnom polju) u trajanju od 5 min, tokom izlaganja
statickom magnetnom polju jacine 2,7 mT ili 10 mT u trajanju od 15 min, kao i nakon
izlaganja magnetnom polju u trajanju od 20 min (Slika 14A). Analizirani su podaci
dobijeni tokom intervala od 60 s u kontrolnim uslovima (od 4. do 5. min), u uslovima
izlaganja magnetnom polju (od 14. do 15. min) kao i nakon izlaganja magnetnom polju
(4-5,9-10, 14-15 1 19-20. min). Ouabain je dodavan nakon kontrolnog perioda, odnosno
nakon perioda izlaganja magnetnom polju jac¢ine 10 m7T (Slika 14 B i C). Ouabain je
uvoden u komoricu perfuzijom u trajanju od 6 min. Analizirani su podaci dobijeni
izdvajanjem 10 i 20 uzastopnih paketi¢a i odgovaraju¢ih intervala izmedu paketica
akcionih potencijala Br neurona u 5. min kontrolnih uslova, 15. min izlaganja
magnetnom polju i 4. min nakon dodavanja ouabaina. §-Br-cGMP uvoden je u
komoricu perfuzijom u trajanju od 15 min, kako bez prisustva magnetnog polja, tako i

tokom celog perioda izlaganja magnetnom polju od 10 mT (Slika 14 D i E). Analizirani
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su podaci dobijeni izdvajanjem 10 uzastopnih paketi¢a i odgovarajucih intervala izmedu
paketi¢a akcionih potencijala Br neurona u 5. min kontrolnih uslova, 15. min od pocetka
dodavanja 8-Br-cGMP-a 1 15. min od pocetka istovremene aplikacije 8-Br-cGMP-a i

izlaganja magnetnom polju.

kontrolni uslovi izlaganje magnetnom polju period nakon izlaganja
(2.7 mTili 10 mT) magnetnom polj
: 20 min
A | 5 min .| 15 min 1 . | /
r | B | L | o
kontrolni uslovi  aplikacija ouabina
B Smin g 6 min [ I
r ar LI
kontrolni uslovi izlaganje magnetnom polju (10 mT) aplikacija ouabina
C 5min g 15 min . 6min g
kontrolni uslovi aplikacija 8-Br-cGMP
D Smin g 15 min 1
L] L
kontrolni uslovi . aplikacija 8-Br-cGMP
+izlaganje magnetnom polju (10 mT)
E 5min_y 15 min '
L

Slika 14. Eksperimentalni protokoli za ispitivanje uticaja magnetnog polja na bioelektriéne osobine Br i
N1 neurona (A-E); crne uspravne deblje oznake oznacavaju periode u kojima je analizirana bioelektri¢na
aktivnost neurona: 5. min u kontrolnim uslovima, /5. min izlaganja magnetnom polju, 5, 10, 15, 20. min
nakon izlaganja magnetnom polju, 4. min aplikacije ouabaina i /5. min aplikacije 8-Br-cGMPa.

Uzeti su za analizu samo neuroni koji su ostajali vijabilni 30 min nakon

izlaganja magnetnom polju, tretiranja ouabainom ili 8-Br-cGMP-om.

Analiza elektrofizioloSkih signala

Analizirani su sledeé¢i parametri bioelektricne aktivnosti Br i N1 neurona:

1) Potencijal mirovanja membrane (Vm)- meren u zaravnjenom
depolarisu¢em delu intervala izmedu paketi¢a akcionih potencijala za Br
neuron, odnosno neposredno pre nastanka akcionog potencijala za N1
neuron za period od 1 min (Slika 15);

2) Amplituda akcionog potencijala - merena od trenutka nastajanja uzlazne

faze do vrha akcionog potencijala za period od 1 min (Slika 15);
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3)

Trajanje akcionog potencijala — racunato na polovini amplitude akcionog
potencijala kreiranjem modela koji je najbolje odgovarao podacima

odabranim za analizu za period od 1 min;

Samo na Br neuronu ispitani su slede¢i parametri bioelektricne aktivnosti:

)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Frekvencija akcionih potencijala - merena kao broj akcionih potencijala
u minuti za period od 5 min ili kao broj akcionih potencijala u 10
paketica;

Maksimalna vrednost potencijala mirovanja membrane (Vmax) - merena
kao najnegativnija vrednost potencijala mirovanja membrane za 20
uzastopnih paketi¢a akcionih potencijala (Vadasz i saradnici 1976, Slika
15);

Trajanje paketica akcionih potencijala - mereno od prvog do poslednjeg
akcionog potencijala u paketicu (Benson i saradnici 1987) za 10
uzastopnih paketica (Slika 15);

Trajanje intervala izmedu paketi¢a akcionih potencijala - mereno od
poslednjeg akcionog potencijala u paketicu do prvog akcionog
potencijala u narednom paketiéu (Benson i saradnici 1987) za 10
uzastopnih intervala (Slika 15);

Amplituda hiperpolarizacije — merena od vrha depolarizacione promene
na kraju paketica koja ne dovodi do stvaranja akcionog potencijala do
najnegativnijeg dela potencijala mirovanja membrane (Junge and
Stephens 1973) za 10 uzastopnih paketi¢a (Slika 15);

Trajanje prva tri akciona potencijala u 10 uzastopnih paketi¢a mereno je
na polovini amplitude akcionog potencijala kreiranjem modela koji je
najbolje odgovarao podacima odabranim za analizu;

Trajanje prva tri intervala izmedu akcionih potencijala u paketicu (IS7) —
racunato je izmedu silazne faze akcionog potencijala i uzlazne faze
sledeceg akcionog potencijala u paketi¢u kreiranjem modela koji je
najbolje odgovarao podacima odabranim za analizu u 10 uzastopnih

paketica;
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8) Period oscilacija — T, meren je kao trajanje izmedu dva susedna
maksimuma amplitude oscilacija za 10 paketica akcionih potencijala.
Oscilacije membranskog potencijala izdvojene su filtriranjem signala

Butterworth filterom u Clampfit programu (Slika 15).

trajanje intervala
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Slika 15. Merenje parametara bioelektri¢ne aktivnosti Br (A) i N1 neurona (B) u Clampfit programu.

Signali su mereni sa precizno$éu ve¢om od 1 ms uprkos ogranicenju samog
uredaja za A/D konverziju zbog ¢ega nije bilo moguce posti¢i frekvenciju semplovanja
veéu od 1kHz. Fourier-ove analiza prva tri akciona potencijala iz deset uzastopnih
paketi¢a pokazala je da frekventni spektar akcionih potencijala ima znacajne vrednosti
amplituda samo u opsegu frekvencija od 0-300 Hz. To je znacilo da je frekvencija
semplovanja u nasim eksperimentima bila dovoljna za pravilnu reprodukciju signala iz
¢elijskih tela neurona, jer prema Nyquist-ovoj teoremi frekvencija semplovanja (f;) mora

biti dvostruko veéa od najvise frekvencije koja karakteriSe neki signal (f.), fi=>2f..
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Takode, linearna interpolacija signala omogudila je merenje trajanja akcionih
potencijala sa preciznos¢u vecom od 1 ms jer znacajne vrednosti amplituda akcionih

potencijala nisu postojale iznad frekvencije od 300 Hz.

BIOHEMIJSKI EKSPERIMENTI

Uticaj magnetnog polja jagine 10 mT na aktivnost Na'/K" pumpe u izolovanom
okolozdrelnom ganglijskom kompleksu ispitivan je biohemijskim metodama.
Okolozdrelni ganglijski kompleksi izlagani su magnetnom polju u trajanju od 15 min,
dok su kontrolni okolozdrelni ganglijski kompleksi bili u istim eksperimentalnim

uslovima ali bez prisustva magnetnog polja.

Priprema uzoraka za biohemijsku analizu

Kontrolni i okolozdrelni ganglijski kompleksi izlagani magnetnom polju jacine
10 mT, najpre su smrznuti u tecnom azotu i cuvani na -80 °C do pocetka eksperimenata.
Neposredno pre eksperimenata uzorci su mehanic¢ki homogenizovani u 0,7 mL 50 mM
Tris-HCI puferu ¢iji je pH 7,4 1 0,01% Triton X-100 deterdzentu koji permeabilizuje
membrane c¢elija. Ovako pripremljeni homogenati su centrifugirani 3 min na 4000
obrtaja (Eppendorf microcentrifuge model 5415R). Za odredivanje ATP-azne aktivnosti
Na'/K" pumpe koridéen je supernatant. Prilikom pripreme tkiva, kao i tokom svih

biohemijskih analiza uzorci su ¢uvani na ledu da bi se redukovala razgradnja A7P-a.

Odredivanje aktivnosti Na'/K" pumpe

Aktivnost Na'/K" pumpe praéena je po metodi Ramnaman i Storey (2006),
modifikovanoj za ¢itaé mikrotitar plo¢ica (DV 990B/V6, GDV, Italy). Aktivnost Na'/K"
pumpe merena je kao razlika u produkeiji fosfata izmedu reakcione smese bez dodatog
ouabaina (20 mM KCI, 100 mM NaCl) i reakcione smeSe sa dodatim ouabainom (4.7
mM ouabain, 120 mM NaCl, bez KCI). Obe reakcione smese sadrzale su 5 mM MgCl,,
SmM ATP-Mg 125 mM TRIS (pH 7,4) u finalnoj zapremini od 200 pL.
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Ispitivanje uticaja procesa fosforilacije i defosforilacije na aktivnost
Na'/K" pumpe
Uticaj procesa fosforilacije i defosforilacije na aktivnost pumpe ispitivan je
prema protokolu opisanom u Ramnanan i Storey (2006) modifikovanom za c¢itaé
mikrotitarskih plocica. Da bi se ispitao efekat permeabilnih homologa 8-bromoadenozin
3’,5’-ciklicnog monofosfata (8-Br-cAMP) 1 8-bromoguanozin 3’,5’-cikli¢nog
monofosfata monofosfata (§-Br-cGMP) kao 1 aktiviranih endogenih fosfataza na ATP-
aznu aktivnost Na'/K " pumpe uzorci su preinkubirani 4 / u slede¢im rastvorima:
e Uslovi koji inhibiraju procese fosforilacije i defosforilacije: 25 mM NaF, 2
mM EDTA, 2 mM EGTA
e Dodavanje 8-Br-cGMP i 8-Br-cAMP: 5 mM ATP-Mg, 25 mM NaF i 2
mM 8-Br-cGMP ili 2 mM 8-Br-cAMP, da bi se stimulisali procesi
fosforilacije
e Aktivacija endogenih protein fosfataza: 5 mM CaCl,, 5 mM MgCl,, ¢ime

se stimuliSe proces defosforilacije.

Fosfomolibdatni metod odredivanja neorganskog fosfata (Pi)

Merilo ATP-azne aktivnosti Na'/K" pumpe je oslobodeni neorganski fosfat (Pi)
nastao kao rezultat razlaganja ATP-a na ADP + Pi. Koncentracija Pi odredivana je
kolorimetrijski pomocu reagenasa za bojenje. Amonijum molibdat/bakar sulfat reagensi
za bojenje pripremljeni su na sledeci nacin:

o 2% askorbinska kiselina rastvorena u 2,5 M natrijum acetatnom puferu,

pH=4,1 podesavana sir¢etnom kiselinom (reagens A)
e 50% amonijum molibdat pripremljen u odnosu 1:1 sa 0,1% bakar sulfatom,

filtriran 0,20 um filterom i Cuvan zasti¢en od svetla (reagens B).

Kolorimetrijska kvantifikacija fosfata zasniva se na interakciji fosfata sa
amonijum molibdatom, pri ¢emu se formira fosfomolibdatni kompleks. Ovaj kompleks
se redukuje pomocu askorbinske kiseline stvaraju¢i molibdensko plavi kompleks.
Intenzitet boje kompleksa proporcionalan je koncentraciji neorganskog fosfata. Rastvori
koji su kori§¢eni za odredivanje standardne krive za fosfate sadrzali su razli¢ite
koncentracije KH,PO, standarda u finalnoj zapremini od 200 wL: 50 mM Tris pH 7.4, 2
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mM EGTA, 5 mM MgCl,, 0.05 mM CaCl,, 10 mM NaF, 10 mM NaCl, 20 mM KCI,

KH>PO4(koncentracije u mM: 0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25; 1,5; 2).
Fosfatnim standardima dodavani su A i B reagensi za bojenje i nakon 10 min

merena je apsorbanca na citacu mikrotitarskih plo¢a na talasnoj duzini od 595 nm.

Koeficijent pravca standardne krive za fosfate imao je vrednost 0,95.

Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina je odredena metodom po Bradfordu (1976). Za
odredivanje standardne krive za proteine koriS§éen je kao standard serum albumin
goveceta (BSA) u koncentraciji 1 mg/ml. Pripremljene reakcione smese inkubirane su 15
min na sobnoj temperaturi i potom je merena apsorbanca na talasnoj duzini od 595 nm.
Bredfordova metoda je modifikovana za ¢ita¢ mikrotitarskih plocica, tako da je odnos

uzorak:boja bio 20:200 L.

Merenje aktivnosti Na'/K" pumpe

Eksperimenti su izvodeni na sobnoj temperaturi (~22 °C). Sve reakcione smesSe
sadrzale su 20 ulL uzorka u finalnoj zapremini od 200 gl bunar¢i¢a mikrotitarskih
plo€ica (Linbro, ICN Biomedicals Inc, USA). Rastvori za blank reakcije su pripremani
bez ATP-Mg, izuzev u inkubacionim reakcijama za ispitivanje uticaja fosforilacije na
aktivnost pumpe. Enzimske reakcije su otpocinjale dodavanjem ATP-Mg. Nakon 30
minreagensi A i B dodati su u reakcione smese. Vezivanjem oslobodenog neorganskog
fosfata reagensi su dobijali plavu boju. Intenzitet razvijene boje kvantifikovan je na na
talasnoj duzini od 595 nm pomocu Cita¢a mikrotitar plocica i programa DV990 “win6”
(GDV) 10 min nakon dodavanja reagenasa. Svi uzorci su mereni u triplikatu i srednja
vrednost je kori§éena za odredivanje aktivnosti pumpe. Specifiéna aktivnost Na'/K"

pumpe racunata je na slede¢i nacin:

Specifi¢na aktivnost pumpe=A-B/ (t:k-c)
gde su: A-apsorbanca reakcione smese, B-apsorbanca blanka reakcione smese, t-vreme
inkubacije (30 min), k-koeficijent pravca standardne krive za fosfate, c- koncentracija

proteina u uzorku. Aktivnost enzima izrazavana je u umol Pi/mg proteina u minuti.
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Sva jedinjenja koriS¢ena za biohemijske eseje su od proizvodaca Sigma Aldrich

(Taufkirchen, Germany).

3'p NMR EKSPERIMENTI

Uticaj magnetnog polja jaCine 10 m7T na fosfatni metabolizam i pH; u
izolovanom okolozdrelnom ganglijskom kompleksu ispitivan je nuklearnom
magnetnom spektroskopijom- P NMR. Poput eksperimentalnih uslova u biohemijskim
eksperimentima i u NMR eksperimentima okolozdrelni ganglijski kompleksi izlagani su
magnetnom polju u trajanju od 15 min, dok su kontrolni okolozdrelni ganglijski

kompleksi bili u istim eksperimentalnim uslovima ali bez prisustva magnetnog polja.

Merenje fosfatnog metabolizma i pHi u okoloZdrelnom ganglijskom
kompleksu

Za potrebe *’P NMR eksperimenata izolovani okoloZdrelni kompleksi smestani
su u staklenu kivetu pre¢nika 10 mm koja je bila do odgovarajuéeg nivoa ispunjena
fizioloSkim rastvorom za puza. Snimanje P NMR spektara vrseno je na Apollo
(Tecmag)/Bruker MSL 400 spektrometru, sa rezonantnom frekvencijom od 161,494
MHz za*'P jezgro. Koridéena je jednopulsna sekvenca sa pulsom (~45°) u trajanju od 10
us, brzinom ponavljanja od 0,5 s, brojem ponavljanja 8000-10000 i vremenskim
domenom od 2 K tacaka. Pre Fourier-ove transformacije vrSeno je eksponencijalno
mnoZenje signala sa faktorom od 25 Hz. Pri navedenim uslovima snimanja *’P NMR

signal je delimicno zasi¢en. Tokom snimanja spektara (~60 min) izolovani okolozdrelni
ganglijski kompleksi nalazili su se u delimi¢no hipoksi¢nim uslovima. Kako su i
kontrolni i izlagani okolozdrelni kompleksi prosli istu eksperimentalnu proceduru
tokom NMR merenja, svaka promena u kontrolnom spektru posledica je uticaja
magnetnog polja jacine 10 mT.

U eksperimentima u kojima je ispitivan uticaj magnetnog polja od 10 m7 na
fosfatni metabolizam nervnog sistema puza snimljeno je osam spektara, Cetiri kontrolna
i Cetiri spektra nakon izlaganja okolozdrelnih ganglijskih kompleksa magnetnom polju.
U eksperimentima sa amiloridom, u kojima je ispitivan efekat magnetnog polja na pHi,

snimljena su tri kontrolna 1 tri spektra nakon izlaganja okoloZdrelnih ganglijskih

38



kompleksa magnetnom polju. Amilorid je rastvaran u fizioloSkom rastvoru za puza u
koncentraciji 1 mM i korid¢en je kao blokator Na'/H' izmenjivata (Goldstein i
saradnici 2000). Vrednost pHi izolovanih ganglijskih kompleksa odredivana je prema
modifikovanoj proceduri opisanoj u Mimura i Kirino (1984). Za Kkonstruisanje
standardne krive koja se koristi za odredivanje pHi potrebno je napraviti rastvore
poznate pH vrednosti i odrediti hemijske pomake Pi signala za svaku ispitivanu pH. U
te svrhe u fizioloski rastvor za puza dodavana 10 mM H;PO, Vrednost pHi merena je na
osnovu hemijskog pomaka signala za neorganski fosfat (Kauppinen i Williams 1994).
Hemijski pomak linija u fosfornim spektrima odredivan je u odnosu na spoljasnji
standard tj. metilen difosfoni¢nu kiselinu (MDP) &iji je relativni hemijski pomak 17,05
ppm u odnosu na 85% H3PO,. PovrSine signala fosfatnih jedinjenja odredivane su
pomocu programa NTNMR (Tecmag, USA) i normalizovane su na povrsinu referentnog
MDP signala.

Sva jedinjenja koriS¢ena za NMR eksperimente su od proizvodaca Sigma Aldrich

(Taufkirchen, Germany).

STATISTICKA ANALIZA EKSPERIMENTALNIH PODATAKA

Statisticka analiza podataka izvrSena je u programu SigmaPlot. Za poredenja je
koris¢en studentov #-fest za zavisne i nezavisne uzorke. Ukoliko podaci nisu imali
normalnu raspodelu koris¢en je Wilcoxonov test za zavisne ili Mann Whitney test za
nezavisne uzorke. Kada su poredene tri grupe podataka koriséen je ANOVA test sa
Bonferonijevom korekcijom. Rezultati su prikazani graficki 1 tabelarno pomocu
programa MS Office, Corel Draw Graphics Suite 1 SigmaPlot. Rezultati su predstavljeni

kao srednja vrednost + standardna greska. Broj eksperimenata n, naglasen je u tekstu.
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REZULTATI

UTICAJ MAGNETNOG POLJA JACINE 2,7 mT 110 mT NA
BIOELEKTRICNU AKTIVNOST Br 1 N1 NEURONA

U pocetnim eksperimentima ispitivan je uticaj statickog magnetnog polja na dva
neurona koje odlikuje razli¢it tip bioelektri¢ne aktivnosti, spontano aktivhom Br i
nemom N1 neuronu. Za razliku od N1 neurona koji generiSe akcione potencijale samo
nakon depolariSuée stimulacije (Slika 16B), Br neuron spontano generiSe paketice

akcionih potencijala pracene oscilacijama potencijala membrane (Slika 16A).
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Slika 16. Intracelularno registrovana bioelektricna aktivnost Br i N1 neurona. A. Spontana bioelektricna
aktivnost Br neurona (gornji zapis); ritmi¢ne promene potencijala membrane Br neurona izdvojene su
filtriranjem signala niskopropusnim Butterworth filterom (Vm, donji zapis). B. Aktivnost N1 neurona.
Akcioni potencijal je izazvan depolariSu¢im stimulusom.

Osnovni parametri za opisivanje bioelektricne aktivnosti spontano aktivnih i nemih
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neurona su potencijal mirovanja membrane, amplituda i trajanje akcionih potencijala.
Spontana bioelektricna aktivnost dodatno je okarakterisana frekvencijom akcionih
potencijala. U pocetnom nizu eksperimenata ovi parametri su mereni kako bi se ispitao
uticaj magnetnog polja jacine 2,7 mT i 10 mT na bioelektricnu aktivnost Br i N1
neurona. Najpre su mereni bioelektriCni parametri neurona nakon kratkotrajnog
izlaganja slabijem magnetnom polju od 2,7 mT, a potom i nakon izlaganja jacem polju
od 10 mT.

Potencijal mirovanja membrane

Rezultati dati na Slici 17 prikazuju uticaj magnetnog polja jacine 2,7 mTi 10 mT

na potencijal mirovanja membrane Br i N1 neurona.
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Slika 17. Potencijal mirovanja membrane (Vm) Br i N1 neurona u kontrolnom periodu i u magnetnom
polju (MP). A. Magnetno polje od 2,7 mT. Promene potencijala mirovanja membrane Br i N1 neurona
nisu statisticki znacajne (p=0,74 za Br neuron n=5, i p=0,38 za N1 neuron n=4, t-fest za zavisne uzorke).
B. Magnetno polje od 10 mT. Promena potencijala mirovanja membrane Br neurona je statisticki
znacajna (*p=0,049, n=5, t-test za zavisne uzorke). Potencijal membrane N1 neurona nije promenjen
(p=0,41, n=5, t-test za zavisne uzorke). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna
greska.
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U kontrolnim uslovima vrednost potencijala mirovanja membrane Br neurona je
niZa, $to je osobina spontano aktivnih neurona, u odnosu na visu vrednost potencijala
mirovanja membrane N1 neurona koja karakteriSe neme neurone (Slika 17A i B).

Potencijal mirovanja membrane Br neurona nije se znacajno promenio u
magnetnom polju od 2,7 m7T. Vrednosti ispitivanog bioelektricnog parametra u
kontrolnim uslovima i u magnetnom polju od 2,7 mT su —53,63+5,54 mV, odnosno
—54,09+4,97 mV (Slika 17A, n=5). Izlaganje jaem magnetnom polju dovelo je do
hiperpolarizacije membrane Br neurona. U odnosu na kontrolnu vrednost od
—52,92+3,29 mV, potencijal mirovanja membrane Br neurona se znacajno povecao do
vrednosti od —56,17+3,12 mV (Slika 17B, n=5). Hiperpolarizacija membrane uocena je i

20 min nakon zavrsetka izlaganja Br neurona magnetnom polju od 10 m7 (Tabela 2).

Tabela 2. Hiperpolarizacija membrane Br neurona tokom perioda od 20 min nakon
petnaeostominutnog izlaganja magnetnom polju ja¢ine 10 mT

Vreme po zavrSetku izlaganja (min) 5 10 15 20

Hiperpolarizacija

membrane (mV) 3,35£1,82% | 3,37+0,94* | 3,76£0,94* | 3,97+1,05*

Hiperpolarizacija membrane Br neurona izmerena u 5', 10’, 15" i 20" po zavrSetku izlaganja
neurona magnetnom polju od 10 mT. Promene potencijala membrane su statisticki znacajne
*p<0,05, n=5, t-test za zavisne uzorke. Poredenja su vrSena sa vrednost potencijala mirovanja
u kontrolnim uslovima. Prikazane su srednje vrednosti promene potencijala + standardna
greska. Hiperpolarizacija u magnetnom polju iznosi 3,25 mV.

Izlaganje magnetnom polju jacine 2,7 mT i 10 mT nije dovelo do znacajnih
promena potencijala mirovanja membrane N1 neurona. Vrednost potencijala mirovanja
membrane u kontrolnim uslovima iznosi —63,36+3,52 mV/, dok u magnetnom polju od
2,7 mT ima vrednost od —64,72+3,78 m) (Slika 17A, n=4). Takode, potencijal
mirovanja membrane N1 neurona u kontrolnim uslovima ima vrednost od —64,47+2,02
mV, a po izlaganju magnetnom polju jacine 10 mT vrednost od —65,28+1,26 mV (Slika
17B, n=4).

Frekvencija akcionih potencijala

Generisanje akcionih potencijala spontano aktivnih neurona opisuje se pomocu
frekvencije. Stoga je meren uticaj magnetnog polja na frekvenciju akcionih potencijala

u Br neuronu. U odnosu na kontrolnu vrednost od 1,2+0,17 Hz, magnetno polje od 2,7
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mT smanjilo je frekvenciju akcionih potencijala Br neurona za 5,83% do vrednosti od
1,13+£0,18 Hz, medutim ova promena nije statisticki znacajna (Slika 18A, n=5).
Znacajno smanjenje frekvencije akcionih potencijala Br neurona uoceno je u
magnetnom polju od 10 mT (Slika 18B, n=5). U odnosu na kontrolnu vrednost od
1,54+0,15 Hz, promena frekvencije akcionih potencijala do vrednosti od 1,36+0,13 Hz u
magnetnom polju od 10 mT, predstavlja smanjenje frekvencije za 11,69%. Sa Slike 18
moze se uociti da se frekvencije akcionih potencijala Br neurona razlikuju u kontrolnim
periodima. Medutim, ove razlike nisu statisticki znacajne i posledica su individualnih

varijacija u trajanju intervala izmedu paketica akcionih potencijala razli¢itih Br neurona.
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Slika 18. Frekvencija akcionih potencijala Br neurona u kontrolnom periodu i tokom izlaganja
magnetnom polju (MP). Frekvencija je merena za period od 1'-5" u kontrolnim uslovima i 10’-15" tokom
izlaganja magnetnom polju. A. Magnetno polje od 2,7 mT. Smanjenje frekvencije akcionih potencijala Br
neurona nije statisticki znacajno (p=0,84, n=5, Wilcoxon test). B. Magnetno polje od 10 mT. Smanjenje
frekvencije akcionih potencijala Br neurona je statisticki znacajno (*p=0,043, n=5, t-test za zavisne
uzorke). Izmedu frekvencija akcionih potencijala u kontrolnim uslovima nema statisticki znacajne razlike
(p=0,187, t-test). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost * standardna greska.

U odnosu na vrednost frekvencije u kontrolnim uslovima, frekvencije akcionih

potencijala Br neurona u periodima od 1-5 min i 15-20 min nakon zavrSetka izlaganja
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neurona magnetnom polju od 10 m7T smanjene su do vrednosti od 0,22+0.07 Hz
(14,28%), odnosno 0,27+0.07 Hz (17.53%). Promene su statisticki znacajne (p<0,05, t-

test za zavisne uzorke).

Amplituda akcionog potencijala

Ispitan je i efekat magnetnog polja jacine 2,7 mT 1 10 mT na amplitudu spontano
generisanog akcionog potencijala Br neurona i akcionog potencijala N1 neurona

izazvanog depolariSu¢im stimulusom (Slika 19).
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Slika 19. Amplituda akcionog potencijala Br i N1 neurona u kontrolnom periodu i tokom izlaganja
magnetnom polju (MP). A. Magnetno polje od 2,7 mT. Poveéanje amplitude akcionog potencijala Br
neurona je statisticki znacajno (***p<0,001, n=5, t-fest za zavisne uzorke,). Promena amplitude akcionog
potencijala N1 neurona nije statisticki znacajna (p=0,49, n=4, t-test za zavisne uzorke,). B. Magnetno
polje od 10 mT. Povecanje amplitude akcionog potencijala Br neurona je statisticki znacajno
(***p<0,001, n=5, t-test za zavisne uzorke). Amplituda akcionog potencijala N1 neurona se nije znacajno
promenila (p=0,88, n=5, t-test za zavisne uzorke,). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost +
standardna greska.
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U odnosu na kontrolnu vrednost od 72,77+0,53 mV, magnetno polje od 2,7 mT
znacajno je povecalo amplitudu akcionog potencijala Br neurona do vrednosti od
76,11+0,58 mV (Slika 19A, n=5). Slicne promene uocene su i tokom izlaganja Br
neurona magnetnom polju od 10 m7. Razlika izmedu vrednosti amplitude akcionog
potencijala Br neurona u kontrolnim uslovima (67,49+0,67 mV) i vrednosti amplitude u
magnetnom polju od 10 mT (71,76+£0,46 mV), statisticki je znacajna (Slika 19B, n=5).
Izmerena promena amplitude akcionog potencijala u magnetnom polju od 2,7 m7 i 10
mT, ukazivala je da je efekat polja na ovaj parametar srazmeran njegovoj jacini. Naime,
u magnetnom polju od 2,7 mT izmereno je poveéanje amplitude akcionog potencijala Br
neurona od 4,59%, dok je u magnetnom polju od 10 mT izmereno poveéanje od 6,32%.
Povecanje amplitude akcionog potencijala zapazeno je 1 20 min nakon zavrSetka
izlaganja Br neurona magnetnom polju od 2,7 m7T i 10 mT. Izmerene promene amplitude

date su u Tabeli 3.

Tabela 3. Poveéanje amplitude akcionog potencijala Br neurona tokom perioda od 20 min nakon
zavrSetka izlaganja magnetnom polju jacine 2,7 mT i 10 mT

Vreme po zavrSetku izlaganja

(min) 5 10 15 20

Povecanje
amplitude 2,7mT | 2,8720,19%%* | 3.08+0,17*** | 3,7540,25%** | 3,64+0,25%%*
akcionog
potencijala
(mV) 10 mT | 5,07+0,35%** | 523+0,39%** | 6,88+0,33*** | 6,75+0,31%**

Povecanje amplitude akcionog potencijala Br neurona izmereno u 5', 10’, 15’ i 20 ' nakon
zavrSetka izlaganja magnetnom polju od 2,7 mT (n=5) i 10 mT (n=5). Promene amplitude
akcionog potencijala su statisticki znacajne ***p<0,001, Wilcoxon test, t-test za zavisne uzorke.
Poredenja su vrSena sa amplitudom akcionog potencijala u kontrolnim uslovima. Prikazane su
srednje vrednosti promene amplitude + standardna greSka. Povecanje amplitude akcionog
potencijala u magnetnom polju od 2,7 mT je 3,34 mV, dok je u polju od 10 mT 4,27 mV.

Vrednosti amplitude izazvanog akcionog potencijala N1 neurona u kontrolnim
uslovima (67,99+1,96 mV’) i u magnetnom polju jacine 2,7 mT (66,26+0,51 mV'), nisu se
znacajno razlikovale (Slika 19A, n=4). Amplituda izazvanog akcionog potencijala N1
neurona nije se promenila ni u magnetnom polju od 10 m7. Kao sto se moze videti sa
Slike 19B izmedu vrednosti amplitude u kontrolnim uslovima (67,07+3,15 mV) i
vrednosti amplitude akcionog potencijala u magnetnom polju (67,14£3,2 m)) nema

znacajne razlike (n=5).
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Trajanje akcionog potencijala

Ispitujuci dalje efekte magnetnih polja mereno je trajanje akcionog potencijala. 1
za ovaj parametar bioelektri¢ne aktivnosti, kod Br neurona, ali ne i kod N1 neurona,
uocena je znacajna promena.

U odnosu na kontrolnu vrednost od 11,71+0,2 ms, u magnetnom polju od 2,7 mT
izmereno je znacajno smanjenje trajanja akcionog potencijala do vrednosti od 10,75+0,2
ms (Slika 20A, n=5). Slicno, u odnosu na kontrolnu vrednost od 12,15+0,2 ms,
smanjenje trajanja akcionog potencijala Br neurona do vrednosti od 10,64+0,2 ms u

magnetnom polju od 10 m7, takode je statisticki znacajno (Slika 20B, n=5).
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Slika 20. Trajanja akcionog potencijala akcionog potencijala Br i N1 neurona u kontrolnom periodu i u
magnetnom polju (MP). A. Magnetno polje od 2,7 mT. Smanjenje trajanja akcionog potencijala Br
neurona statisti¢ki je znacajno (***p<0,001, Wilcoxon test, n=5). Promena trajanja akcionog potencijala
N1 neurona nije statisticki znacajna (p=0,32, n=4, t-fest za zavisne uzorke). B. Magnetno polje od 10
mT. Smanjenje trajanja akcionog potencijala Br neurona je statisticki znacajno (***p<0,001, n=5,
Wilcoxon test). Trajanje akcionog potencijala N1 neurona nije promenjeno (p=0,88, n=5, #-test za zavisne
uzorke). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Sli¢éno kao i za amplitudu, promena trajanja akcionog potencijala Br neurona u
magnetnom polju od 2,7 mT'1 10 mT ukazivala je da je efekat magnetnog polja i na ovaj
bioelektricni parametar srazmeran njegovoj jacini (Slika 21). U magnetnom polju od 2,7
mT izmereno je smanjenje trajanja akcionog potencijala od 8.2% (n=5), dok je u

magnetnom polju od 10 mT izmereno smanjenje od 12.44% (n=5).

A

Kontrola

2,7mT MP

Kontrola

10 mT MP

Slika 21. Prikaz poravnatih zapisa akcionih potencijala Br neurona uzetih sa istih pozicija (prvi akcioni
potencijal u paketi¢u) u kontrolnom periodu i u magnetnom polju (MP) od 2,7 mT (A) i 10 mT (B).
Zapisi su poravnati u odnosu na pocetak uzlazne faze akcionog potencijala. Smanjenje trajanja akcionog
potencijala zavisno je od jacine magnetnog polja.

Smanjenje trajanja akcionog potencijala Br neurona izmereno je i u toku perioda od 20
min nakon izlaganja neurona magnetnom polju od 2,7 m7T i 10 mT. Izmerene promene u

trajanju akcionog potencijala date su u Tabeli 4.
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Tabela 4. Smanjenje trajanja akcionog potencijala Br neurona tokom perioda od 20 min nakon
petnaestominutnog izlaganja magnetnom polju jacine 2,7 mT i 10 mT

Vreme po zavrsetku

. . . 5 10 15 20
izlaganja (min)
Smanjenje 2,7mT 0,08+0,23 0,75+0,13%%% | 0,83+0,23%%% | 0,54+0,22*
trajanja
akcionog
potencijala ook . ok ok
(ms) 10 mT 1,99+0,26 1,65+0,25 1,5+0,23 1,13+0,24

Smanjenje trajanja akcionog potencijala Br neurona izmereno u 5, 10, 15" i 20 ' nakon zavrSetka
izlaganja neurona magnetnom polju od 2,7 mT (n=5) i 10 mT (n=5). Sem u 5’ nakon izlaganja
magnetnom polju od 2,7 mT (p=0.94,Wilcoxon test) promene u trajanju AP-a su statisticki znacajne
*p<0,05, ***p<0,001 Wilcoxon test. Poredenja su vrSena sa vredno$cu trajanja AP-a u kontrolnim
uslovima. Prikazane su srednje vrednosti promene trajanja + standardna greSka. Smanjenje trajanja
AP-a u magnetnom polju od 2,7 mT je 0,96 ms, dok je u polju od 10 mT 1,5 ms.

Za razliku od efekta magnetnog polja na trajanje akcionog potencijala Br
neurona, sa Slike 20A se moze videti da je magnetno polje od 2,7 mT dovelo do Sirenja
izazvanog akcionog potencijala N1 neurona, ali ova promena nije bila statisticki
znacajna. U odnosu na trajanje akcionog potencijala u kontrolnim uslovima ¢ija je
vrednost 4,85+0,9 ms, trajanje akcionog potencijala u magnetnom polju od 2,7 m7 ima
vrednost 5,88+1,8 ms (n=4). Trajanje izazvanog akcionog potencijala N1 neurona u
kontrolnim uslovima ¢ija je vrednost 3,41+0,3 ms, nije se znacajno promenilo u odnosu
na vrednost od 3,4+0,3 ms u magnetnom polju od 10 mT (Slika 20B, n=5).

Dobijeni rezultati pokazuju da magnetno polje jacine 2,7 mT i 10 mT ne dovodi
do promene bioelektricne aktivnosti oba ispitivana neurona. Kako su promene uocene
samo kod spontano aktivnog Br neurona i kako je jace magnetno polje izazivalo
promene u svim ispitivanim bioelektricnim parametrima Br neurona, naredni
eksperimenti izvodeni su samo na Br neuronu i detaljnije je ispitan efekat magnetnog

polja od 10 mT.

UTICAJ MAGNETNOG POLJA JACINE 10 mT NA AKTIVNOST
Na“/K PUMPE

Hiperpolarizacija membrane, povecanje amplitude, kao i smanjenje frekvencije i
trajanja akcionog potencijala Br neurona tokom kratkotrajnog izlaganja magnetnom

polju od 10 mT, ukazivale su na znacajnu ulogu Na'/K' pumpe u opisanim promenama
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ispitivanih biolektri¢nih parametara (Carpenter 1 Alving 1968, Willis i saradnici 1974,
Gadsby 1 Cranefield 1979, Gadsby 1985, Alvarez-Leefimans i saradnici 1994). Stoga je
u narednom nizu eksperimenata istrazen uticaj magnetnog polja od 10 mT na aktivnost
Na'/K" pumpe, najpre u okolozdrelnom ganglijskom kompleksu, a potom i na Br

ncuronu.

Uticaj magnetnog polja ja¢ine 10 mT na aktivnost Na'/K' pumpe u
okoloZdrelnom ganglijskom kompleksu

Biohemijska analiza

U odnosu na kontrolnu vrednost od 5,7£1,3 umol/ing+«min (n=7) u osnovnim
fizioloskim uslovima (FU, Slika 22), magnetno polje od 10 m7T znacajno je povecalo
aktivnost Na"/K' pumpe u okolozdrelnom ganglijskom kompleksu do vrednosti od
11,4£1,2 wumol/ing«min (n=6). S obzirom da su ganglijski kompleksi izlagani
magnetnom polju u trajanju od 15 min, moze se pretpostaviti da su neki od mehanizama
kratkotrajne regulacije aktivnosti pumpe odgovorni za uoceno povecanje njene
aktivnosti pod uticajem magnetnog polja. Stoga je u narednim eksperimentima ispitivan
uticaj procesa fosforilacije i defosforilacije na aktivnost pumpe. Najpre je izmerena
aktivnost pumpe u eksperimentalnim uslovima u kojima su blokirani procesi
fosforilacije 1 defosforilacije. Blokiranjem procesa fosforilacije i defosforilacije (BFD
uslovi, Slika 22) aktivnost Na'/K' pumpe se smanjila i u kontrolnim (3,31+0,85
umol/mg=min, n=9) 1 u okolozdrelnim ganglijskim kompleksima koji su izloZeni
magnetnom polju od 10 mT (8,29+2,34 umol/mg+min, n=7). lako smanjena, aktivnost
Na'/K" pumpe u kontrolnim BFD uslovima nije bila zna¢ajno razli¢ita od aktivnosti
pumpe u kontrolnim fizioloskim uslovima, (p=0,13, #-fesf). Sli¢no, nije bilo razlike ni u
aktivnosti pumpe u fizioloskim i BFD uslovima u magnetnom polju od 10 mT (p=0,29,
Mann-Whitney test). Razlika u aktivnosti Na'/K™ pumpe izmedu BFD uslova u kontroli
i nakon izlaganja magnetnom polju nije znacajna (p=0,054, t-test) §to je ukazivalo da je
efekat magnetnog polja od 10 mT na aktivnost Na'/K" pumpe, posredovan nekim od
procesa koji su blokirani u BFD uslovima. Stoga je u narednim eksperimentima
ispitivana aktivnost Na'/K" pumpe u uslovima kada su aktivirani signalni putevi

regulisani protein kinazom G (+cGMP uslovi), protein kinazom A (+cAMP uslovi) i
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endogenim fosfatazama (-NaF uslovi). Najpre su ispitane promene u kontrolnim

okolozdrelnim ganglijskim kompleksima.

40 - *kk
O Kontrola 1
®10 mT MP
3
30 +
e
S5 —~
D_ E *dkk
v E }
5 >
22w 1
_ =
n O
o E * %
§ =4 1 Hok
= I
é 10_ |_L!
0 (7) (9) (5)H (3) (3)KE]

FU BFD +cGMP +cAMP -NaF

Slika 22. Uticaj magnetnog polja od 10 mT (MP) na aktivnost Na"/K® pumpe u izolovanom
okolozdrelnom ganglijskom kompleksu u osnovnim fizioloskim uslovima (FU), eksperimentalnim
uslovima u kojima su blokirani procesi foforilacije i defosforilacije (BFD) i uslovima kada su aktivirani
signalni putevi regulisani protein kinazom G (+cGMP), protein kinazom A (+cAMP) i endogenim
fosfatazama (-NaF). **p=0,009, t-fest, ***p<0,001, ANOVA test sa Bonferonijevom korekcijom,
oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu poredenih grupa. Podaci su predstavljeni kao srednja
vrednost * standardna greska i dobijeni su iz nezavisnih eksperimenata (broj okolozdrelnih ganglijskih
kompleksa u eksperimentima dat je brojem u stubi¢ima).

Aktivnost Na'/K™ pumpe u +cGMP (17,8+3,8 umol/mgsmin, n=5) i -NaF
eksperimentalnim uslovima (29,6+7,3 umol/mg+min, n=3) bila je znacajno povecana u
odnosu na aktivnost pumpe u kontrolnim BFD uslovima (Slika 22). Promena aktivnosti
pumpe u +cAMP uslovima (8,5+1,1 umol/mg+«min, n=3) nije znacajna u poredenju sa
kontrolnim BFD uslovima (p>0,05 ANOVA test, Slika 22). Aktivacija kinaza i fosfataza
u okolozdrelnim ganglijskim kompleksima koji su izlozeni magnetnom polju od 10 mT
nije znacajno promenila aktivnost Na'/K" pumpe. Naime, aktivnost Na'/K" pumpe u
+cGMP (3,6%1,1 umol/mg+min, n=7), u +cAMP (8,9+£2,4 umol/mg+min, n=3) i u —NaF
(12,3£1,7 pumol/mg+«min, n=3) eksperimentalnim uslovima nije znacajno razliCita u
poredenju sa aktivnoséu pumpe u BFD uslovima u magnetnom polju (p>0,05, ANOVA

test, Slika 22). Poredenje izmedu kontrolnih i okolozdrelnih ganglijskih kompleksa
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izlozenih magnetnom polju od 10 mT u svakom od eksperimentalnih uslova (Slika 22),
pokazalo je da je nakon aktivacije +cGMP signalnog puta aktivnost Na'/K™ pumpe
znacajno razliCita izmedu poredenih grupa, dok aktivacija +cAMP i —NaF signalnih

puteva nije zna¢ajno promenila aktivnost Na'/K ' pumpe (p>0,05 ANOVA test).

’'P NMR eksperimenti

U nervnom sistemu Na'/K' pumpa je najveéi potrosa¢ energije. Nakon §to je
uoeno da magnetno polje od 10 mT poveéava aktivnosti Na'/K' pumpe u
okolozdrelnom ganglijskom kompleksu (Slika 22), u narednim eksperimentima,
ispitivan je uticaj magnetnog polja na fosfatni metabolizam u nervnom sistemu puza.

Dobijeni *’P NMR spektar izolovanih okolozdrelnih kompleksa prikazan je na Slici 23.

oATP

P, yATP

8 4 0 -4 -8 -12 -16 -20
Hemijski pomak (ppm)

Slika 23. Kontrolni *'P NMR spektar okolozdrelnog ganglijskog kompleksa puza. Uoceni signali
dodeljeni su slede¢im jedinjenjima: fofomonoestrima (PME), neorganskom fosfatu (Pi), fosfokreatininu
(PCr), y ATP (y ATP+ ADP), oo ATP (o0 ADP + ATP) i § ATP-u.

Obelezavanje uocenih signala u spektru izrSeno je na osnovu poredenja sa
spektrima nervnog sistema drugih vrsta (Kauppinen 1 Williams, 1994, McNamara i
saradnici 1994, Tsuji i saradnici 1995; Buck i saradnici 1998, Tsao i saradnici 1999).
Na hemijskom pomaku 4,4 ppm je signal fosfomonoestara (PME). Signal neorganskog
fosfata (P;) nalazi se na 2,6 ppm, dok je signal fosfokreatinina (PCr) na -2,7 ppm. Signal
o fosfata nukleotid dva- i trifosfata je na -9,8 ppm (a0 ATP), B fosfata nukleotid tri
fosfata (f ATP) na -18,4 ppm, dok je signal y fosfata nukleotid trifosfata i B fosfata
nukleotid dvafosfata na -4,7 ppm (y ATP). Kako se y i a ATP signali preklapaju sa
signalima ADP-a, za pracenje energetskog metabolizma je koris¢en f ATP signal jer
povrSina ovog signala najbolje odrazava promene u koncentraciji ATP-a (Stubbs i
saradnici 1996).
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Izlaganje magnetnom polju od 10 m7T nije dovelo do izrazitih promena u

fosfatnom metabolizmu izolovanih okoloZdrelnih ganglijskih kompleksa (Tabela 5).

Tabela 5. Povrsine *'P NMR signala u kontrolnim uslovima i nakon izlaganja magnetnom polju od

10 mT
’'P NMR signal | Kontrola 10 mT MP
PME 1,29+0,25  1,19+0,22
P; 1,77£0,41  1,8440,23
PCr 1,17+£0,35  0,99+0,15
YATP 1,59+£0,31 1,84+0,14
Aatp 2,35+£0,06 = 2,59+0,11
BATP 1,42+0,22  1,26+0,19

Povrsine signala kontrolnih (n=4 spektra) i okolozdrelnih kompleksa izlozenih
magnetnom polju od 10 mT (n=4 spektra). Promene izazvane magnetnim poljem
od 10 mT nisu znacajne (p>0,05, #-test). Rezultati su predstavljeni kao srednja

vrednost + standardna greska.

Sadrzaj fosfatnih jedinjenja, u kontrolnim uslovima i u uslovima izlaganja
magnetnom polju, ne razlikuju se znacajno. lako promena ne dostize statisticku
znacajnost, smanjenje povirSine [ ATP signala za 11,26% ukazuje na povecanu
potro$nju A7P-a u ganglijskom kompleksu izlaganom magnetnom polju. Takode, odnos
povrSina BATP/YATP signala koji je indikator ATP/ADP odnosa, dodatno ukazuje na
povecanu potrosnju A7P-a u ganglijskom kompleksu izlaganom magnetnom polju.
Naime, u odnosu na vrednost u kontrolnim uslovima od 0,94 (n=4 spektra), ovaj odnos
je bio nizi u magnetnom polju i imao je vrednost od 0,67 (n=4 spektra).

Ispitujuci dalje efekat magnetnog polja od 10 m7 u nervhom sistemu puza
uocena je promena u pH; (Slika 24). Izlaganje magnetnom polju dovelo je do promena u
hemijskom pomaku Pi signala (Slika 24A) sa vrednosti od 2,66 ppm u kontrolnim
spektrima (n=4 spektra) do vrednosti od 2,85 ppm u spektrima snimanim nakon
izlaganja okolozdrelnog ganglijskog kompleksa magnetnom polju (n=4 spektra). U

odnosu na kontrolnu vrednost od 7,04t0,02, ova promena u hemijskom pomaku
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predstavlja statisticki znac¢ajnu promenu pH; do vrednosti od 7,16+0,02 u magnetnom
polju. Da bi se ispitalo da li Na'/H" izmenjiva¢, pH; regulatorni sistem zavistan od
gradijenta Na" jona, doprinosi opisanoj promeni pH;, snimani su spektri sa amiloridom
(Slika 24). Blokiranje Na'/H' izmenjivaca amiloridom (n=3 spektra) znacajno je
smanjilo pHi okolozdrelnog ganglijskog kompleksa izlozenog magnetnom polju od 10
mT do vrednosti od 7,08+£0,02 koja se ne razlikuje znacajno od kontrolne pHi vrednosti
(p=0,229 t-test). Odgovaraju¢i hemijski pomak Pi signala u spektrima sa amiloridom je
2,72 ppm. Takvi rezultati ukazuju da je aktivnost Na'/H' izmenjivata u nervnom

sistemu puza povecana nakon izlaganja magnetnom polju od 10 mT.
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Slika 24. Uticaj magnetnog polja od 10 mT (MP) na pHi u okolozdrelnom ganglijskom kompleksu. A.
Uvecani deo *'P NMR spektra iz kontrolnih i okolozdrelnih ganglijskih kompleksa izloZenih magnetnom
polju pokazuje hemijski pomak Pi signala (vertikalna linija). B. Magnetno polje od 10 mT je statisticki
znacajno povecalo pH; vrednost za 0,12 jedinica (*p=0,039 t-fest). Amilorid je statisticki znacajno
smanjio pH; okolozdrelnih ganglijskih kompleksa izlozenih magnetnom polju (p=0,039, t-test). Broj *'P
NMR spektara u eksperimentima prikazan je u stubic¢ima.
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Podaci iz literature pokazuju da je aktivnost Na'/H' izmenjivada niska u osnovnim
fizioloskim uslovima, dok igra znacajnu ulogu u uslovima u kojima se fizioloski pH;
znacajno menja (Willoughby i saradnici 1999). U skladu sa tim, amilorid nije zna¢ajno
promenio pH; vrednost kontrolnih okolozdrelnih ganglijskih kompleksa, jer je vrednost
pH; u kontrolnim uslovima sa amiloridom 7,03+0,02 (n=3 spektra) sli¢na vrednosti u
kontrolnim uslovima bez amilorida (p=0,81 #-test). Hemijski pomak Pi signala u

kontrolnim spektrima sa amiloridom je 2,64 ppm.

Uticaj magnetnog polja jac¢ine 10 mT na aktivnost Na'/K' pumpe u Br
neuronu

Aktivnost Na'/K" pumpe u Br neuronu u kontrolnim uslovima

Nakon §to je uoeno da magnetno polje ja¢ine 10 mT poveéava aktivnost Na /K"
pumpe u okolozdrelnom ganglijskom kompleksu, u narednom nizu eksperimenata
ispitan je uticaj ovog polja na aktivnost pumpe u Br neuronu. Najpre je ispitana uloga
Na'/K" pumpe u regulaciji bioelektri¢ne aktivnosti Br neurona u kontrolnim uslovima
(Slika 25). Pumpa je blokirana ouabainom i izmereni su dodatni parametri koji su

detaljnije karakterisali spontanu aktivnost Br neurona.

Kontrola 0mV

D U NN

10™ M ouabain (4. min) —{iiH1 it ‘ Hit ' 0 mV

2‘”""\_55 AL, \/}/J’l"t'v,t‘llh‘/u‘ifhJ"V{UMJJ"h\

Slika 25. Intracelularno registrovana aktivnost Br neurona u kontrolnim uslovima i 4 min nakon
dodavanja ouabaina.

54



Bioelektri¢na aktivnost Br neurona moze se opisati kao niz paketi¢a akcionih
potencijala i hiperpolariSucih intervala izmedu paketica tokom kojih ne dolazi do
generisanja akcionih potencijala. Nakon poslednjeg akcionog potencijala u paketicu,
depolarizacija membrane ne dovodi do stvaranja akcionih potencijala i dolazi do
hiperpolarizacije membrane. Hiperpolarizacija se postepeno smanjuje dok membranski
potencijal ne dostigne prag za generisanje novog paketica akcionih potencijala. Na Slici
25, prikazana su promene spontane biolektricne aktivnosti Br neurona koje su nastale
pri dodavanju ouabaina. Blokiranje Na'/K' pumpe dovelo je do depolarizacije
maksimalne vrednosti potencijala mirovanja membrane (V,.), povecanja trajanja
paketi¢a, smanjenja trajanja intervala izmedu paketi¢a akcionih potencijala, smanjenja
amplitude hiperpolarizacije i povecanja frekvencije akcionih potencijala Br neurona.
Opisane promene bioelektricnih parametara Br neurona u kontrolnim uslovima (n=7)
koje su nastale nakon blokiranja Na’/K' pumpe ouabainom su statisticki znacajne

(Tabela 6).

Tabela 6. Efekat ouabaina na spontanu bioelektri¢nu aktivnost Br neurona u kontrolnim uslovima

Bioelektri¢na aktivnost Br neurona Kontrola 10™* M ouabain

V e (MV) -50,9£0,36 | -47,9£0,35%***

Trajanje paketica akcionih potencijala (s) | 2,44+0,09 | 2,66+0,1%**

Trajanje intervala izmedu paketica (s) 4,61+0,28 | 2,86%0,15%**

Amplituda hiperpolarizacije (mV) 8,69+0,39 | 5,98+0,31%*%**

Frekvencija akcionih potencijala (Hz) 1,11+0,05 1,43+0,08*

Vrednosti bioelektricnih parametara Br neurona u kontrolnom periodu i 4. min
perfuzije ouabaina. *p=0,024, ***p<0.001 oznacavaju statistiCki znaCajne promene
u merenim parametrima (/-fest za zavisne uzorke, Wilcoxon test). Podaci su
predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska i dobijeni su iz 7 nezavisnih
eksperimenata.

Jedan period oscilacija membranskog potencijala ¢ini paketi¢ i interval izmedu
paketi¢a akcionih potencijala. UoCene promene u trajanju paketic¢a akcionih potencijala
i intervala izmedu paketi¢a akcionih potencijala ukazivale su na znacajnu ulogu Na"/K"

pumpa u regulaciji oscilacija membranskog potencijala Br neurona. Nakon blokiranja
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pumpe ouabainom, u odnosu na kontrolnu vrednost od 7,035+0,34 s, period oscilacija
membranskog potencijala Br neurona bio je skra¢en za 21,67%, do vrednosti od

5,5140.24 s (Slika 26, n=7). Uoceno skraéenje perioda oscilacija statisticki je znacajno.
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Slika 26. Promena perioda oscilacija potencijala membrane Br neurona nastala blokiranjem Na/K"
pumpe. T1 oznacava trajanje perioda oscilacija u kontrolnom periodu, dok T2 oznacava trajanje perioda
oscilacija u uslovoma kada je pumpa blokirana ouabainom. Analizirana su po 70 perioda u kontrolnim
uslovima i uslovima kada je pumpa blokirana ouabinom. Skracenje perioda oscilacija izazvano oubainom
je statisticki znacajno, ***p<0,001, t-test za zavisne uzorke. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost * standardna greska i dobijeni su iz 7 nezavisnih eksperimenata.

Od posebnog interesa je bilo detaljnije ispitivanje promena unutar paketica
akcionih potencijala u uslovima kada je Na'/K" pumpa blokirana ouabainom, jer je u
prvom nizu eksperimenata pokazano da magnetno polje od 10 m7 dovodi do smanjenja
trajanja akcionog potencijala Br neurona. Stoga je ispitana uloga Na'/K' pumpe u
regulaciji trajanja akcionog potencijala i IS/ unutar paketi¢a akcionih potencijala Br
neurona.

Ritmi¢no stvaranje akcionih potencijala Br neurona odlikuje odredena

pravilnost. Naime, kroz jedan paketic trajanje akcionih potencijala se progresivno
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povecava tako da je prvi akcioni potencijal najkraéi, a poslednji u paketicu ima najduze

trajanje, (Slika 27).

20 ms

Slika 27. Prikaz poravnatih zapisa akcionih potencijala iz 10 paketica. Zapisi su poravnati u odnosu na
pocetak uzlazne faze akcionog potencijala. Varijacije u trajanju akcionih potencijala izmedu paketic¢a
akcionih potencijala Br neurona su veoma male.

Takode, kroz paketi¢, trajanje IS/ se postepeno smanjuje od pocetka ka sredini

paketi¢a, a zatim se od sredine do kraja paketica postepeno povecava (Slika 28).

o

20 mV|

05s
Slika 28. Prikaz poravnatih zapisa intervala izmedu akcionih potencijala (ISI) iz 10 paketi¢a. Zapisi su
poravnati u odnosu na pocetak uzlazne faze akcionog potencijala.Sem za poslednji ISI u paketicu,
varijacije u trajanju ISI izmedu paketi¢a su veoma male.

Imajuci u vidu ovu pravilnost koja odlikuje spontani bioelektri¢ni ritam Br neurona,
ispitan je uticaj ouabaina na trajanje akcionih potencijala i IS/ uzetih sa istih pozicija u
paketicu u kontroli odnosno u ouabainu. Analizirana su prva tri akciona potencijala i

ISI.
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U odnosu na kontrolne vrednosti od 140,01, 1,04+0,01 i 1,08+0,01, trajanje prva
tri akciona potencijala u paketi¢cima Br neurona (n=7) povecala su se do vrednosti od
1,09+0,01, 1,14+0,01 i 1,2+0,01 u ouabainu. Izmerene promene u trajanju akcionog

potencijala koje su nastale nakon blokiranja Na'/K" pumpe u Br neuronu su statisti¢ki

znacajne (Slika 29).
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Slika 29. Promene trajanja akcionog potencijala (AP) Br neurona (n=7) nakon blokiranja Na'/K" pumpe.
Na svakoj poziciji ouabain je izazvao statisticki znacajno Sirenje akcionog potencijala (***p<0,001, r-test
za zavisne uzorke). Prikazani su poravnati zapisi prva tri akciona potencijala iz 10 paketi¢a u kontroli i
ouabainu, analizirano je po 70 akcionih potencijala na svakoj poziciji. Trajanja su normalizovana na
trajanje prvog akcionog potencijala u svakom eksperimentu. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost * standardna greska.
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Dalja ispitivanja pokazala su da se trajanja prva tri /57 u paketi¢u skrac¢uju nakon
blokiranja Na'/K" pumpe ouabainom u Br neuronu (Slika 30). U odnosu na kontrolne
vrednosti od 1,02+0,01, 0,85+0,01 i 0,83%0,02, trajanja IS/ Br neurona su se skratila do
vrednosti od 0,95+0,01, 0,8+0,02 i 0,8+0,02 u ouabainu. Izmerene promene u trajanju
IST koje su nastale nakon blokiranja Na'/K' pumpe u Br neuronu su statisti¢ki znac¢ajne
(n=7).
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Slika 30. Promene trajanja intervala izmedu akcionih potencijala (ISI) u paketi¢u nakon blokiranja
Na'/K" pumpe u Br neuronu (n=7). Na svakoj poziciji ouabain je izazvao statisti¢ki zna¢ajno skraéenje
ISI (*p=0,011 1 ***p<0,001, Wilcoxon test). Prikazani su poravnati zapisi prva tri ISI iz 10 paketi¢a
akcionih potencijala Br neurona u kontroli i ouabainu. Analizirano je po 60 ISI-a na svakoj poziciji, u
kontrolnim uslovima i u uslovima kada je pumpa blokirana ouabainom.Trajanja su normalizovana na
trajanje prvog ISI u svakom eksperimentu. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost * standardna
greska.

Aktivnost Na'/K" pumpe u Br neuronu izloZenom
magnetnom polju ja¢ine 10 mT

Promene bioelektricnih parametara nastale nakon dodavanja ouabaina pokazale
su da aktivnost Na'/K™ pumpe ima vaznu ulogu u regulaciji spontane bioelektri¢ne

aktivnosti Br neurona. Stoga je u narednom nizu eksperimenata ispitivana aktivnost
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pumpe u Br neuronima koji su izlozeni magnetnom polju od 10 m7. Neuron je prvo
izlozen magnetnom polju, a potom je Na'/K" pumpa blokirana ouabainom. Na Slici 31
su prikazane promene spontane biolektricne aktivnosti Br neurona u magnetnom polju
od 10 mT i nakon blokiranja Na'/K' pumpe ouabainom. Magnetno polje je
hiperpolarisalo maksimalnu vrednost potencijala mirovanja membrane, smanjilo trajanja
paketiéa i smanjilo frekvenciju akcionih potencijala Br neurona (n=7). Izmerene
promene su statisticki znacajne. Trajanja intervala izmedu paketica akcionih potencijala

1 amplituda hiperpolarizacije se nisu znacajno promenile u magnetnom polju od 10 m7.
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10 * M ouabain (4. min) - 0mvV
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Slika 31. Intracelularno registrovana aktivnost Br neurona u kontrolnim uslovima, u 10 mT magnetnom
polju (MP) i 4 minuta nakon perfuzije 10™* M ouabaina.
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Nakon izlaganja magnetnom polju ouabain je depolarisao maksimalnu vrednost
potencijala mirovanja membrane, povecao trajanje paketia, smanjio trajanje intervala
izmedu paketica akcionih potencijala, redukovao amplitudu hiperpolarizacije i povecao
frekvenciju akcionih potencijala Br neurona (n=7), slicno kao kod kontrolnih Br
neurona. UoCene promene su statisticki znacajne u poredenju sa vrednostima izmerenim
u magnetnom polju od 10 mT. Vrednosti svih izmerenih bioelektri¢nih parametara Br
neurona u kontrolnom periodu, magnetnom polju od 10 m7 i u ouabainu (n=7) date su u

Tabeli 7.

Tabela 7. Efekti magnetnog polja jacine 10 mT i ouabaina na spontanu bioelektricnu aktivnost Br
neurona

Bloele];(trlcna aktivnost Kontrola 10 mT MP Ouabain
I neurona
Vmax (mV) 50,8+0,24 55,640,28%*%% | 49,8+0,49""
Trajanje paketica akcionih 3,1240,12 2,4+0,06%%% | 2,760,127
potencijala (s)
Trajanje inte.rfzala izmedu 4240.18 4240.18 340,067
paketica (s)
Amplituda hiperpolarizacije 10,1403 10.4+0.3 644027
(mV)
Frekvencija alz;:;(z);lih potencijala 1.3420,13 1.0540,11% 1.3340.15"

Vrednosti bioelektricnih parametara Br neurona izmerenih u kontrolnim uslovima, u
magnetnom polju od 10 mT (MP) i 4. min perfuzije ouabaina. *p=0,011, ***p<0,001
oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu kontrole i MP od 10 mT (Wilcoxon test, t-test

za zavisne uzorke). 'p=0,01, ""p<0,001 oznacava statisti¢ki znacajne razlike izmedu MP od

10 mT i ouabaina (Wilcoxon test, ¢-fest za zavisne uzorke. Podaci su predstavljeni kao srednja
vrednost + standardna greska i dobijeni su iz 7 nezavisnih eksperimenata.

Ispitujuci dalje bioelektricnu aktivnost Br neurona, izmereni su periodi oscilacija
potencijala membrane u kontrolnim uslovima, magnetnom polju od 10 mT i ouabainu
(n=7). U odnosu na kontrolnu vrednost od 7,28+0,23 s, magnetno polje od 10 mT
dovelo je do skracenja perioda oscilacija potencijala membrane Br neurona za 9,61%,
do vrednosti od 6,58+0,13 s (Slika 32, T1 i T2 periodi). Smanjenje perioda oscilacija

uodeno je i kada je nakon izlaganja magnetnom polju, blokirana Na'/K" pumpa u Br
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neuronu. U takvim uslovima, blokiranje Na'/K" pumpe, skratilo je period oscilacija Br
neurona za 13,92%, do vrednosti od 5,66+0,15 s. Ova promena je znac¢ajna u poredenju
sa vrednos$cu perioda oscilacija Br neurona u magnetnom polju od 10 mT (Slika 32, T2 i

T3 periodi).

T1

Kontrola

10 mT MP

PR B I

Ouabain
skkok
L I +++

Kontrola 10mTMP Ouabain

50 mV
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Peiod oscilacija (ms)
S p— (3] (5] BN W N ~ [oe]

Slika 32. Promene perioda oscilacija potencijala membrane Br neurona (n=7) nastale u magnetnom polju
od 10 mT (MP) i nakon blokiranja Na"/K" pumpe. T1 oznac¢ava trajanje perioda oscilacija u kontrolnom
periodu, T2 u 10 mT magnetnom polju i T3 u ouabainu. Analizirana su po 70 perioda u kontrolnim
uslovima, u uslovima izlaganja MP-u i uslovima kada je pumpa blokirana ouabinom. Magnetno polje od
10 mT je statisticki znacajno skratilo period oscilacija membranskog potencijala (***p<0,001, r-test za
zavisne uzorke, oznacava poredenje perioda oscilacija izmedu izmedu kontrole i magnetnog polja od 10
mT). Nakon izlaganja magnetnom polju ouabain je izazvao statisticki znacajno skracenje perioda
oscilacija (+++p<0,001, #-test za zavisne uzorke, oznacava poredenja trajanja perioda oscilacija izmedu
izmedu 10 mT magnetnog polja i ouabaina). Podaci su predstavljeni su kao srednja vrednost + standardna
greska.

Narocito je bilo vazno ispitati efekat ouabaina na trajanje prva tri akciona
potencijala i S/ Br neurona koji su izlagani magnetnom polju od 10 mT (n=7). Nakon
smanjenja trajanja prva tri akciona potencijala Br neurona u magnetnom polju od 10

mT, blokiranje Na'/K" pumpe ouabainom dovelo je do njihovog irenja. Obe promene u
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trajanjima akcionih potencijala su statisticki znacajne (Slika 33). Trajanja prva tri
akciona potencijala u kontrolnim uslovima imaju vrednost od 140,01, 1,03+0,01 i
1,07+0.01, u 10 mT magnetnom polju vrednost od 0,93+0,01, 0,96+0,01 i 1£0,01 i u
ouabainu vrednost od 1,07+0,01, 1,11£0,01,1 1,16+0,01.
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Slika 33. Promene trajanja akcionog potencijala (AP) nakon blokiranja Na"/K' pumpe u Br neuronu (n=7)
koji je izlozen 10 mT magnetnom polju (MP). Prikazani su poravnati zapisi prva tri akciona potencijala iz
10 paketica u kontroli, u 10 mT MP i u ouabainu. Na svakoj poziciji izlaganje MP je skratilo trajanje
akcionog potencijala, nakon ¢ega je ouabain izazvao Sirenje akcionog potencijala. Analizirano je po 70
akcionih potencijala na svakoj poziciji i u svakom od eksperimentalnih uslova. Promene su statisticki
znadajne (***p<0,001-ozna¢ava poredenja izmedu kontrole i 10 mT MP, dok ""'p<0,001 oznadava
poredenja trajanja akcionih potencijala izmedu 10 mT MP i ouabaina, t-fest za zavisne uzorke). Rezultati
su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greSka. Trajanja su normalizovana na trajanje prvog
akcionog potencijala u svakom eksperimentu.
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U odnosu na kontrolne vrednosti od 1,01+0,01, 0,82+0,01 1 0,77+0,02,
magnetno polje od 10 mT dovelo je do povecanja trajanje prva tri IS/ Br neurona do
vrednosti od 1,11+£0,02, 0,91+0,02 i 0,87+0,02. Na svakom polozaju promene su
statisti¢ki zna¢ajne. Kada je nakon izlaganja magnetnom polju blokirana Na'/K" pumpa
u Br neuronu, doslo je do skracenja IS7 do vrednosti od 1+£0,02, 0,83+0,02 i 0,8+0,02.
Promene su statisticki znacajne u poredenju sa vrednostima trajanja /S u magnetnom
polju. Opisane promene u trajanju /S/ Br neurona u magnetnom polju od 10 m7 1 u
ouabainu, prikazane su na (Slici 34, n=7).
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Slika 34. Promene trajanja intervala izmedu akcionih potencijala (ISI) nakon blokiranja Na“/K* pumpe u
Br neuronu koji je izlozen 10 mT magnetnom polju (MP). Prikazani su poravnati zapisi prva tri ISI u
kontroli, u 10 mT MP i u ouabainu. Na svakoj poziciji izlaganje MP je povecalo trajanje ISI, nakon cega
je ouabain skratio trajanje ISI. Promene su statisticki znacajne (***p<0,001-oznacava poredenja trajanja
ISI izmedu izmedu kontrole i 10 mT MP, " p<0,01, ""p<0,001 oznaéava poredenja trajanja ISI izmedu
10 mT MP i ouabaina, n=7, t-fest za zavisne uzorke). Analizirano je po 60 ISI na svakoj poziciji i u
svakom od eksperimentalnih uslova. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
Trajanja su normalizovana na trajanje prvog ISI u svakom eksperimentu.
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Promene ispitivanih bioelektricnih parametara pokazuju da magnetno polje
jacine 10 mT i ouabain moduliSu spontanu aktivnost Br neurona. Posmatrajuci period
oscilacija u kontrolnim i Br neuronima izlaganim magnetnom polju od 10 m7, moze se
ustanoviti da ouabain i magnetno polje, iako dovode do razliCitih promena u
bioelektricnoj aktivnosti Br neurona, dovode do skracenja perioda oscilacija
membranskog potencijala. Magnetno polje je promenilo period oscilacija membranskog
potencijala Br neurona skracujuéi trajanje paketica akcionih potencijala. Sa druge
strane, ouabain je uticao na period oscilacija Br neurona povecavajuci trajanja paketica i
prevashodno skracujuéi interval izmedu paketica akcionih potencijala. Ouabain je
depolarisao membranu Br neurona za 3 m} u kontrolnim uslovima i za 5,8 m} nakon
izlaganja Br neurona magnetnom polju od 10 m7. Ouabain je statisticki znacajno
povecao trajanje prva tri akciona potencijala u kontrolnim neuronima za 9%, 9,61%,
11,11%, odnosno za 15,05%, 15,62%, 16% u Br neuronima koji su izloZzeni magnetnom
polju od 10 mT. Sli¢no, ouabain je statisticki znacajno smanjio trajanje prva tri IS/ za
6,86%, 5,88%, 3,61% u kontrolnim neuronima i za 9,91%, 8,79%, 8,04 % u Br
neuronima koji su izloZzeni magnetnom polju od 10 m7. Promene pomenutih
bioelektricnih parametara Br neurona koje su nastale nakon dodavanja ouabaina bile su

znacajno vece u uslovima izlaganja magnetnom polju od 10 m7T (Tabela 8).

Tabela 8. Efekat ouabaina na spontanu bioelektri¢nu aktivnost kontrolnih i Br neurona izlaganih
magnetnom polju ja¢ine 10 mT

Br neuron izlagan
Efekat ouabaina Kontrolni Br neuron magnetnom polju
jacine 10 mT
Depolarizacija Rpmax (mV) 340,15 5,840,38
Sirenje akcionog potencijala
1. akcioni potencijal 0,09+0,01 0,14£0,01 Tt
2. akcioni potencijal 0,11+0,01 0,15+0,01 1
3. akcioni potencijal 0,12+0,01 0,17£0,01 ¥
Skracenje ISI
1. ISI 0,07+0,01 0,11+0,01 +
2. 18I 0,05+0,01 0,09+0,01
3.ISI 0,03+0,01 0,06+0,02

Promene bioelektriénih parametara izazvane ouabainom u kontrolnim Br neuronima
(n=7) i Br neuronima izlaganim magnetnom polju od 10 mT (n=7). Tp=0,025 (Mann
Whitney test), T1p<0,01, T7Tp<0,001 (t-test) oznatavaju statisticki znacajne razlike
izmedu efekata ouabaina u kontrolnim uslovima i nakon izlaganja Br neurona magnetnom
polju od 10 mT.
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Takvi podaci pokazuju da je u Br neuronu koji je izlagan magnetnom polju jacine 10

mT, aktivnost Na'/K" pumpe poveéana.

UTICAJ 8-Br-cGMP-A NA TRAJANJE AKCIONOG POTENCIJALA Br NEURONA

Biohemijska analiza pokazala je da je aktivnost Na'/K" pumpe izmedu kontrolnih
1 okoloZdrelnih ganglijskih kompleksa izlozenih magnetnom polju od 10 m7 znacajno
razli¢ita nakon aktivacije signalnih puteva regulisanih protein kinazom G (Slika 22).
Stoga je u narednim eksperimentima ispitan uticaj 8-Br-cGMP-a na trajanje akcionog
potencijala Br neurona u kontrolnim uslovima i tokom izlaganja magnetnom polju od 10
mT (Slika 35).
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Slika 35. Efekat 8-Br-cGMP-a na trajanje akcionog potencijala Br neurona. A. Aplikacija 8-Br-cGMP-a
dovela je do smanjenje trajanja prva tri akciona potencijala. Promene su statisticki znacajne (***p<0,001,
n=4, t-test za zavisne uzorke). Prikazani su poravnati zapisi akcionih potencijala u kontroli i 15. min
dodavanja 8-Br-cGMP-a. B. Dodavanje 8-Br-cGMP-a uz istovremeno izlaganje magnetnom polju od 10
mT (10 mT MP+8-Br-cGMP) nije statisticki znacajno promenilo trajanje prva tri akciona potencijala
(1.AP - p=0,185; 2.AP - p=0,96; 3.AP - p=0,186, n=4, t-test za zavisne uzorke). Prikazani su poravnati
zapisi akcionih potencijala u kontroli i u 15. min eksperimentalnih uslova 10 mT MP+8-Br-cGMP.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost * standardna greSka. Trajanja su normalizovana na
trajanje prvog akcionog potencijala u svakom eksperimentu.
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U odnosu na vrednosti u kontrolnim uslovima od 1+0,01, 1,04+0,01 i 1,1+0,01,
dodavanje §-Br-cGMP-a znacajno je smanjilo trajanja prva tri akciona potencijala Br
neurona do vrednosti od 0,93+0,01, 0,96+0,01 1 1,01+0,01, za 7%, 7,69% and 8,18%
(Slika 35A, n=4). Ovi podaci pokazuju da 8-Br-cGMP ima isti efekat na trajanje
akcionog potencijala Br neurona kao i magnetno polje od 10 m7. Stoga je u slede¢im
eksperimentima ispitan uticaj 8-Br-cGMP-a na trajanje akcionog potencijala uz
istovremeno izlaganje Br neurona magnetnom polju od 10 m7. Sa Slike 35B se moze
videti da se u takvim eksperimentalnim uslovima trajanja prva tri akcionih potencijala
Br neurona (n=4) ¢ije su vrednosti 1£0,01, 1,03£0,01 i 1,09£ 0,01, nisu promenila u
odnosu na vrednosti u kontrolnim uslovima od 1+0,01, 1,03+0,01 i1 1,084+0,01. Ovakvi
podaci ukazuju da se metaboli¢ki putevi delovanja magnetnog polja i cGMP-a na

trajanje akcionog potencijala Br neurona ukrstaju.
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DISKUSIJA

PUTEVI DELOVANJA UMERENO JAKOG STATICKOG MAGNETNOG
POLJA

Pregled mogu¢ih mehanizama dejstva umereno jakog magnetnog polja na nervni
sistem beski¢menjaka i ki¢menjaka dat je u studiji Balabana i saradnika (1990).
Magnetno polje bi moglo direktno uticati na osobine jonskih kanala u membrani ¢elija.
Pod uticajem magnetnog polja moglo bi do¢i do promene konformacije proteina koji
grade jonske kanale Sto bi dovelo do promene u aktivnosti kanala i bioelektri¢nih
osobina celija. Medutim, ovaj predlozeni mehanizam delovanja magnetnog polja je
manje verovatan s obzirom da promene bioelektricnih parametara nervnih ¢elija nisu
vidljive odmah po pocetku izlaganja magnetnom polju, ve¢ za izvesnim kasnjenjem od
nekoliko minuta (Rosen 2003a). Umereno jako staticko magnetno polje bi moglo da
utice i na brzinu hemijskih reakcija u nervnom sistemu (Steiner 1 Ulrich 1989, Rosen
2003a). Naime, u mnogim reakcijama se formiraju slobodni radikali sa nesparenim
elektronima ¢iji se spinovi u prisustvu spoljasnjeg magnetnog polja orijentiSu paralelno
linijjama polja. Trenutno se smatra da se pomocu ovog mehanizma migratorne vrste
orijentiSu prema magnetnom polju Zemlje. Najces¢e prihvaceno objasnjenje u literaturi
je da umereno jako staticCko magnetno polje ostvaruju svoje dejstvo na nervni sistem
menjajuci strukturu membrane (Rosen 2003a, Petrov i Martinac 2007). Ova hipoteza
pociva na rezultatima istrazivanja koja su pokazala da se fosfolipidne vezikule u

prisustvu magnetnog polja jacine veée od jedan 7, orijentiSu paralelno linijama polja

(Slika 36).
Eu, f 7 .

—

Slika 36. Orijentacija fosfolipidnih vezikula (bicela) paralelno linijama spoljasnjeg magnetnog polja- Bo,
preuzeto iz Warschawski i saradnici 2011.
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Dodatno ovu teoriju podrzavaju i istrazivanja u kojima je pokazano da i umereno jako
staticko magnetno polje od svega 200 mT, takode uticu na strukturu fosfolipidnih
vezikula (Braganza i saradnici 1987). Ukoliko bi magnetno polje promenilo strukturu
membrane, takve promene bi potom mogle izmeniti osobine jonskih kanala §to bi vodilo
ka promeni bioelektricne aktivnosti nervnih ¢elija koje bi bile vidljive sa izvesnim
kasnjenjem a i po zavrsSetku izlaganja magnetnog polju. Potvrda ove hipoteze moze se
nadi u istrazivanjima uticaja magnetnog polja na osobine voltazno zavisnih Ca** i Na*
kanala, u kojima je pokazano da umereno jako magnetno polje utice na kinetiku
aktivacije ovih kanala za koju se pretpostavlja da je regulisana transmembranskim
segmentom proteina kanala (Rosen 1996, Rosen 2003b). U drugoj studiji pokazano je da
umereno jako magnetno polje (~400 mT7) uti¢e na gadolinijumom izazvanu inhibiciju
bakterijskih mehanosenzitivnih kanala rekonstituisanih u fosfolipidnom dvosloju
(Petrov i Martinac 2007). Ispitivanja na fosfolipidnim membranama pokazala su da
vezivanje gadolinijuma dovodi do povecanja kapacitivnih svojstava membrane
(Ermakov i saradnici 2001), te se moze pretpostaviti da gadolinijum inhibira
mehanosenzitivne kanale menjajuéi mehani¢ke osobine fosfolipidnog dvosloja koji
okruzuje kanal. Pri izlaganju magnetnom polju inhibicija aktivnosti kanala
gadolinijumom je bila izrazenija, $to je ukazivalo da magnetno polje prvenstveno utice
na stukturu fosfolipidnog dvosloja.

Dosadasnja istrazivanja otkrila su da kratkotrajno izlaganje umereno jakom
statickom magnetnom polju utice na razlicite ¢elijske elemente (Slika 37). Pronadeno je
da magnetno polje (~120 mT) inaktivira voltazno zavisne kalijumove kanale neurona u
korenu trigeminalne ganglije pacova (VZKK, Jie-Fei i saradnici 2007) i voltazno
zavisne kalcijumove kanale u liniji GH3 ¢elija (VZCK, Rosen 1996). Podaci iz literature
pokazali su da magnetno polje (~750 mT) dovodi do povecanja intracelularne
koncentracije Ca®" u kortikalnim neuronima pacova u kulturi (Prina-Mello i saradnici
2006). Suprotno tome, magnetno polje (~250 mT) dovelo je do smanjenja intracelularne
koncentracije Ca>* u PC12 ¢éelijskoj liniji pacova (Wang i saradnici 2010). U
endotelijalnim celijama Coveka magnetno polje (750 mT) aktivira ERK signalni put
(Prina-Mello i saradnci 2006). Magnetno polje (300 mT) dovodi do promena i u
mitohondrijalnoj DNK i povecava koli¢ine slobodno-radikalskih kiseoni¢nih vrsta

(ROS, akronim od "reactive oxidative species”) u mitohondrijama endotelijalnih ¢elija
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coveka (Potenza i saradnici 2010). Pokazano je da magnetno polje uti¢e i na ekspresiju
gena ukljucenih u regulaciju ¢elijskog metabolizma- Fos, Rbx1, BioB gena, kao i gena
odgovornih za ostecenja celijske membrane- Plscr 1 gen (Wang i saradnici 2009,

Polidori i saradnici 2012).

|BioB
rPIscr1 TFos

Slika 37. Prikaz promena u celiji pri kratkotrajnom izlaganju umereno jakim statickim magnetnim
poljima (MP). Crvene strelice oznaCavaju promene koje su poznate iz literature, plave strelice oznacavaju
promene koje su uocene u nasim istrazivanjima, dok bele oznacavaju promene u ¢eliji koje su se mogle
dogoditi na osnovu rezultata naih istrazivanja. Magnetno polje je povecalo aktivnost Na'/K" pumpe, §to
dovodi do smanjenje [Na']i. Promena [Na']i povecava aktivnost Na*/H" izmenjivata (NHX) i Na'/Ca**
izmenjiva¢a (NCX). Posledica povecanja aktivnosti NHX je smanjenje koli¢ine H u ¢eliji. Moguée je da
poveéana aktivnost NCX smanjuje [Ca”]i. Usled poveéane aktivnosti Na'/K* pumpe dolazi do smanjenje
ATP-a u ¢eliji, $to bi moglo da utice na Kyrp kanale (Grover i Garlid 2000). Aktivnost Na'/K* pumpe
regulisana je protein fosfatazama (PPaze) i protein kinazama A 1 G (Ramnanan i Storey 2006). Poznato je
da magnetno polje uti¢e na ekspresiju gena ukljucenih u regulaciju éelijskog metabolizma (Fos, Rbx1,
BioB geni), gena odgovornih za oStecenja Celijske membrane (Plscr 1 gen), Wang i sar. 2009, Polidori i
sar. 2012, magnetno polje dovodi do promena u mitohondrijalnoj DNK i poveéava koli¢ine slobodno-
radikalskih kiseoni¢nih vrsta- ROS (Potenza i sar. 2010), aktivira ERK signalni put (Prina-Mello i sar.
2006), inaktivira voltazno zavisne kalijumove kanale (VZKK, Jie-Fei i sar. 2007), voltazno zavisne
kalcijumove kanale (VZCK, Rosen 1996), poveéava i smanjuje koncentraciju Ca>* (Prina-Mello i sar.
2006, Wang i sar. 2010).

Nasa istrazivanja su pokazala da magnetno polje jac¢ine 10 mT dovodi do
povecéanja aktivnosti Na'/K" pumpe u nervnom sistemu puza. Poveana aktivnost
Na’/K" pumpe, posredstvom promena u gradijentu Na' jona, utice na povecéanje
aktivnosti Na'/H" izmenjivaca i povecéanje pH; (Slika 37). Rezultati nasih istrazivanja
pokazuju i da procesi fosforilacije i defosforilacije doprinose povecanju aktivnosti

70



Na'/K" pumpe, jer se nakon blokiranja ovih procesa vise ne uo¢ava znacajna promena u
aktivnosti pumpe pod dejstvom magnetnog polja (Slika 22, BFD uslovi). Biohemijske
analize (Slika 22) i elektrofizioloski eksperimenti na Br neuronu (Slika 35) pokazali su
da se putevi delovanja magnetnog polja i1 signalnih puteva regulisanih sekundarnim
glasnikom c¢GMP-om ukrstaju. Preplitanja ovih puteva mogla su se odigrati na
razli¢itim nivoima. Na primer, signalni putevi regulisani protein kinazom G mogu
dovesti do direktne fosforilacije Na'/K" pumpe i na taj na¢in blokirati uticaj magnetnog
polja na pumpu. Znacajnu ulogu u preplitanju puteva delovanja magnetnog polja i
signalnih puteva regulisanih ¢cGMP-om moZe imati i Ca** koji modulise aktivnost
Na'/K" pumpe (Yingst 1988). Podaci iz literature pokazuju da cGMP moZe imati kako
stimulatoran tako i inhibitoran efekat na struje nosene Ca**. Povecéanje Ca®" struja u
prisustvu ¢cGMP-a zapaZzeno je u neuronima puza H. pomatia (Paupardin-Tritsch i
saradnici 1986, Zsombok i saradnici 2005). Sa druge strane smanjenje Ca®* struja u
prisustvu ¢cGMP-a zapazeno je kod R15 neurona Aplysie (Levitan 1 Levitan 1988),
sr¢anim ¢elijama embriona pileta (Wahler i saradnici 1990) i ¢elijama srca zeca (Tohse
i saradnici 1995).

Tesko je utvrditi primarno mesto delovanja umereno jakog magnetnog polja i
otkriti kroz koje sve signalne puteve magnetno polje ispoljava svoje dejstvo. Ukoliko bi
Na'/K" pumpa bila primarno mesto delovanja magnetnog polja, onda bi se promena u
aktivnosti pumpe mogla povezati sa ostalim efektima umereno jakog magnetnog polja
poznatim iz literature koji su predstavljeni na Slici 37. Naime, preko Src kinaze, Na"/K"
pumpa interaguje sa receptorom epidermalnog faktora rasta (EGFR) i povecava
aktivnost Ras proteina §to bi moglo dovesti do stvaranja slobodnih radikalskih
kiseoni¢nih vrsta u mitohondrijama (Kominato i saradnici 2008, Reinhard i saradnici
2012). Promena u aktivnosti pumpe bi mogla posredstvom Ras proteina aktivirati i ERK
signalni put koji je vazan za regulaciju razlicitih procesa u ¢elijskom metabolizmu
(Reinhard i saradnici 2012). Pokazano je i da o subjedinica Na'/K" pumpe direktno
interaguje sa /P3 receptorom na endoplazmati¢nom retikulumu i da preko Src kinaze
moze dovesti do aktivacije ovog signalnog puta Sto bi uticalo na promenu koncentracije
Ca® u ¢eliji (Yuan i saradnici 2005, Zhang i saradnici 2006). Promena aktivnosti

Na'/K* pumpe mogla je imati uticaja i na aktivnost Na'/Ca®" izmenjivaga §to bi takode
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izazvalo promenu koncentracije Ca® u ¢eliji. Sve ove promene, kao i aktivacija
razlicitih signalnih puteva mogli bi dovesti i do promene u ekspresiji gena u celiji.
Prema rezultatima biohemijskih analiza, blokiranje procesa fosforilacije i
defosforilacije nije dovelo do potpunog gubitka efekta magnetnog polja jacine 10 m7 na
aktivnost Na'/K" pumpe. Kao $to se moze videti sa Slike 22, u BFD eksperimentalnim
uslovima, aktivnost Na"/K" pumpe, mada ne znacajno, je i dalje ve¢a u magnetnom
polju nego u kontrolnim uslovima. Kako su procesi fosforilacije i defosforilacije bili
blokirani nakon izlaganja okolozdrelnih kompleksa magnetnom polju, moZe se
pretpostaviti da su jo$ neki putevi delovanja magnetnog polja ukljuceni u uocene
promene aktivnosti Na'/K* pumpe. Moguée je da je magnetno polje od 10 mT uticalo i
na osobine membrana ¢elija u nervnom sistemu puza koje su imale uticaja na aktivnost
pumpe (Slika 38). Indikator takvih promena na membrani moglo bi biti malo smanjenje
'p NMR PME signala koje je uofeno u nervnom sistemu puZa nakon izlaganja
magnetnom polju (Tabela 4), jer se promene u intenzitetu PME signala smatraju
pokazateljem promena u integritetu membrana éelija nervnog sistema (Post i Kauer-
Sant Amna 2011). Pod dejstvom magnetnog polja, usled dijamagneti¢nih osobina,
fosfolipidni molekuli u membrani orijentisu se tako da im je duza osa normalna na linije

magnetnog polja (Slika 38).

Slika 38. Mogu¢i mehanizam delovanja magnetnog polja na strukturu membrane i aktivnost Na'/K"
pumpe. Fosfolipidni molekuli poseduju dijamagneti¢na svojstva i orijentiSu se prema linijama magnetnog
polja- B. U prisustvu magnetnog polja pokretljivost lanaca masnih kiselina u fosfolipidnim molekulima je
smanjena, fosfolipidni molekuli postaju gusce rasporedeni usled ¢ega i membrana postaje deblja Sto moze
dovesti do poveéanja aktivnosti Na*/K* pumpe.
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Ovakvim nacinom orijentacije fosfolipidnih molekula, fosfolipidni dvosloj koji oni
formiraju biva orijentisan paralelno linijama magnetnog polja. Opisani dogadaji mogu
dovesti do guséeg rasporeda fosfolipida u membrani usled ¢ega membrana postaje
deblja $to bi moglo imati uticaja na aktivnost Na'/K" pumpe. Naime, ispitivanja uticaja
debljine fosfolipidnog sloja na aktivnost Na'/K" pumpe, pokazala su da poveéanje
duzine lanaca masnih kiselina u fosfolipidnom sloju, kao i tretiranje n-decanom koji
povecava debljinu dvosloja, dovode do povecanja aktivnosti pumpe (Johannsson i
saradnici 1981). Ipak dodatni eksperimenti su neophodni za potvrdu ovakve

pretpostavke.

PROMENA AKTIVNOSTI Na*/K" PUMPE POD DEJSTVOM UMERENO
JAKOG STATICKOG MAGNETNOG POLJA

Spontana bioelektricna aktivnost Br neurona i nastanak akcionih potencijala u
paketi¢ima zahteva visoku aktivnost Na'/K" pumpe. Promena ispitivanih bioelektri¢nih
parametara Br neurona pod dejstvom magnetnog polja od 10 m7, narocito perioda
oscilacija, potencijala mirovanja membrane i trajanja akcionih potencijala, ukazivala je
na mogucnost delovanja magnetnog polja na aktivnost Br neurona posredstvom
promena u aktivnosti Na'/K" pumpe. Da bi se proverila ova pretpostavka, najpre je
istrazen uticaj magnetnog polja na aktivnost pumpe u okolozdrelnom ganglijskom
kompleksu puza. Izlaganje magnetnom polju od 10 mT izazvalo je gotovo dvostruko
povecanje aktivnosti Na'/K™ pumpe u nervnom sistemu puza (Slika 22). Ovi rezultati u
saglasnosti su na naSim prethodnim istrazivanjima koja se odnose na efekte
promenljivog magnetnog polja na aktivnost Na'/K" pumpe (Nikolic i saradnici 2010).
Naime, izlaganje puZeva promenljivom magnetnom polju jacine 0,5 mT 1 frekvencije 50
Hz u trajanju od 7 dana, dovelo je do poveéanja aktivnosti Na”/K" pumpe u nervnom
sistemu puZa. Poveéanje aktivnosti Na'/K~ pumpe pod uticajem promenljivog
magnetnog polja uoceno je i u vezikulama pripremljenim iz bubrega zeca (Blank i Soo
1996). 1zlaganje vezikula promenljivom magnetnom polju razli¢itih jacina u opsegu od
0 do 1 mT u trajanju od 40 min, pokazala su da je prag koji dovodi do poveéanja
aktivnosti Na'/K" pumpe izmedu 0,2 i 0,3 7. Sli¢no, hroni¢no izlaganje statitkom
magnetnom polju jagine 20 mT povecavalo je aktivnost Na'/K " pumpe u homogenatima

pripremljenim iz miSic¢a dijafragme pacova (Itegin i saradnici 1995). Opisani rezultati
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pokazuju da je efekat promenljivih i statickih magnetnih polja na aktivnost Na'/K"
pumpe u sustini isti u razli¢itim eksperimentalnim modelima kao §to su puz, pacov ili
zec. Logi¢no je ocekivati razlike u pragu jacine magnetnog polja koja dovodi do
promena u aktivnosti pumpe kao i razlike u promenama aktivnosti pumpe uzrokovane
magnetnim poljem, uzimajuci u obzir postojanje tkivno specifi¢nih izoformi subjedinica
pumpe i tkivno specificne mehanizme regulacije njene aktivnosti.

Detaljnije ispitivanje uticaja magnetnog polja od 10 m7T na aktivnost Na /K"
pumpe u nervnom sistemu puza, pokazalo je da se uoceni efekat magnetnog polja na
aktivnost pumpe u fizioloskim uslovima ne moze uociti nakon blokiranja procesa
fosforilacije i defosforilacije (Slika 22). Dalja ispitivanja pokazala su da aktivacija
signalnih puteva regulisanih protein kinazom G ili fosfatazama, poput magnetnog polja,
povecavaju aktivnost Na'/K'™ pumpe u nervnom sistemu puza u kontrolnim uslovima.
Pri tome, uocene razlike u povecanju aktivnosti pumpe mogu biti posledica interakcija
izmedu signalnih puteva regulisanih protein kinazama A i G, kao i fosfatazama.
Signalni putevi regulisani protein kinazom G ne mogu biti direktno odgovorni za
povecanje aktivnosti pumpe u magnetnom polju, jer je aktivacija ovih puteva dovodila
do blokiranja efekata polja u okolozdrelnim kompleksima kao i Br neuronima koji su
izlagani magnetnom polju. Sa druge strane, prema rezultatima nasih istrazivanja efekat
magnetnog polja na aktivnost Na'/K pumpe prvenstveno je posredovan fosfatazama,
jer efekti magnetnog polja i fosfataza nisu bili aditivni u okolozdrelnim kompleksima
izlaganim polju.

Aktivacija signalnih puteva regulisanih protein kinazama moze dovesti i do
aktivacije i do inhibicije aktivnosti Na'/K" pumpe u nervnom sistemu, pri ¢emu je
neposredan efekat kinaza tkivno specifican (Tabela 1). Sa druge strane, pokazano je da
fosfataze neposredno dovode samo do povecéanja aktivnost Na'/K' pumpe (Tabela 1).
Na ovaj nacin se mogu objasniti delimi¢na neslaganja naSih rezultata i rezultata
dobijenih na drugoj vrsti puza Otala lactea (Ramnanan i Storey 2006). Naime,
istrazivanja uticaja signalnih puteva regulisanih protein kinazama A, G i C na aktivnost
Na'/K" pumpe u homogenatima pripremljenim iz stopala i hepatopankreasa puza O.
lactea, pokazala su da aktivacija kinaza smanjuje aktivnost pumpe, dok aktivacija

puteva regulisanih razli¢itim fosfatazama povecava njenu aktivnost.
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U neuronima koji se odlikuju razli¢itim bioelektriénim osobinama, aktivnost
Na'/K" pumpe je razli¢ito izrazena. Stoga se moZe pretpostaviti da razligiti neuroni u
nervnom sistemu puza u razli¢itoj meri doprinose poveéanju aktivnosti Na'/K" pumpe
koje se uocava u magnetnom polju od 10 mT. Moguce je da je efekat magnetnog polja
uocljiviji kod spontano aktivnih neurona koji brojno dominiraju u nervnom sistemu
puza, u kojima je aktivnost pumpe vise izrazena nego kod nemih neurona. Naravno, ovu
hipotezu tek treba potvrditi kroz niz eksperimenata u kojima bi bio ispitan uticaj
statickog magnetnog polja na aktivnost Na'/K' pumpe veéeg broja spontano aktivnih i
nemih neurona puza.

Vazno je razmotriti i ulogu glijalnih ¢elija u uo¢enom efektu magnetnog polja na
aktivnost Na'/K" pumpe u nervnom sistemu puza. Naime, istraZivanja na puzu H.
lucorum pokazala su da se promene bioelektri¢nih parametara neurona izazvane
magnetnim poljem ne uocavaju ukoliko se glijalne ¢elije uklone dejstvom proteolitickih
enzima (Balaban i saradnici 1990). Shodno tome, glijalne ¢elije bi mogle doprineti
gotovo dvostrukom poveéanju aktivnosti Na'/K™ pumpe pod dejstvom statickog
magnetnog polja zapaZzenom u nasim istraZivanjima.

Metabolicko stanje neurona utiCe na njegovu bioeletricnu aktivnost i
bioelektri¢na aktivnost uti¢e na metaboli¢ko stanje neurona. Aktivnoséu Na'/K " pumpe,
znacajna koli¢ina ATP-a troSi se na ponovno uspostavljanje transmembranskih
gradijenata koncentracija Na" i K| jona, tj. potencijala mirovanja membrane, koji se
narusava prilikom generisanja akcionog potencijala. Na primer, spontana bioelektri¢na
aktivnost neurona zahteva potrosnju priblizno 50 % od ukupne koli¢ine 47P-a u mozgu
pacova (Du i saradnici 2008). Jedan od zadataka ovog rada bio je i ispitivanje uticaja
statickog magnetnog polja jac¢ine 10 mT na energetski metabolizam u nervnom sistemu
puza. S obzirom na uoeno povecanje aktivnosti Na'/K"~ pumpe pod dejstvom
magnetnog polja u biohemijskim eksperimentima, moglo se ocekivati da promena
aktivnosti pumpe promeni energetski status nervnog sistema puza. Povecan aktivan
transport 3Na" jona van ¢elije i 2K" jona u Celiju trebalo bi da dovede do poveéanja
utroska ATP-a. Rezultati dobijeni *’P NMR spektroskopijom su pokazali da su povriine
P ATP signala, kao 1 odnos povrSina ATP/ADP signala u nervnom sistemu puZa
smanjeni u magnetnom polju, §to je ukazivalo na povecanje potrosnje ATP-a. Medjutim,

pomenuti eksperimenti ne pokazuju znacajno smanjenje koncentracije 47P-a (Tabela 5)
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iako je Na'/K" pumpa izraziti potrosad energije u nervnom sistemu. Najverovatniji
uzrok manje izrazenog smanjenja nivoa A7P-a su delimi¢no hipoksic¢ni uslovi koji su
postojali tokom izvodenja P NMR eksperimenata. Promene energetskog statusa
uocCene su i u nervnom sistemu ki¢menjaka pod dejstvom promenljivog magnetnog
polja. Naime, izlaganje visokofrekventnom magnetnom polju od 0,002 i 0,004 uT u
trajanju od nekoliko minuta, smanjilo je nivo 47P-a u mozgu pacova za priblizno 20 %
(Sanders i saradnici 1980). Autori ovih istrazivanja pretpostavili su da je smanjenje
nivoa ATP-a posledica delovanja magnetnog polja na transport elektrona u
mitohondrijama.

Poveéana aktivnost Na'/K' pumpe poveéava koncentraciju jona Na' u
ekstraéelijskoj sredini i stvara veéi gradijent Na' jona, ¢ime utiCe na aktivnost Na"/H"
izmenjivaca, pHi regulatornog sistema zavisnog od koncentracije Na’. U prethodnim
istrazivanjima pokazano je da promena aktivnosti Na"/K" pumpe uti¢e na aktivnost
Na'/H" izmenjivada u ventrikularnim ¢elijama srca pileta i pacova (Kim i Smith 1986,
Saini 1 Dhalla 2007). U nasim istrazivanjima, pod dejstvom magnetnog polja doslo je
do povecanja aktivnosti Na'/K" pumpe, $to je uticalo na povecanje aktivnosti Na“/H"
izmenjivada, izbacivanje vise H' iz intracelularne sredine i povecanje pH; u nervnom
sistemu puza (Slika 24). Naravno, treba razmotriti i druge mehanizme putem kojih je
magnetno polje moglo uticati na pH; u nervnom sistemu puza. Kako je pH, regulisana
zajedni¢kim delovanjem razlicitih pH regulatornih sistema (Boron i saradnici 2009),
moguée je i da Na’ zavisni elektrogeni i elektroneutralni bikarbonatni transporteri
doprinose uocenom povecanju pH;. Povecanje pH; moglo bi biti i posledica direktnog
uticaja magnetnog polja na aktivnost Na'/H" izmenjivaéa. U kontrolnim uslovima,
vrednost pH;izmerena u *'P NMR eksperimentima (7,04) je niza u odnosu na prethodno
izmerenu vrednost pHi u neuronima puza (7,4) primenom pH senzitivnih elektroda
(Thomas 1974). Ove razlike mogle bi biti posledica koris¢enja razlicitih tehnika za
merenje pH;, kao i uticaja delimi¢no hipoksi¢nih eksperimentalnih uslova u nasim
istrazivanjima.

Promene u fosfatnom metabolizmu i pH; u nervnom sistemu puza u uslovima
kada je Na'/K" pumpa inhibirana ouabainom, nisu ispitivane u ovom radu. Medjutim,

podaci iz literature pokazuju da 5, 50 i 500 M koncentracije ouabaina smanjuju pH; u
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hipokampalnim neuronima pacova (Zhan i saradnici 1998). Inhibicija pumpe 10 M
ouabainom smanjuje pH; i u srcu pacova (Hoerter i saradnici 1986). 1z literature je
takode poznato da promena bioelektricne aktivnosti neurona beskicmenjaka i
ki¢menjaka dovodi do znacajnih promena u pH,, kako u intracelularnoj tako i u
ekstracelularnoj sredini (Chesler 1 Kaila 1992, Chesler 2003). U neuronima morskog
puza Archidoris montoyensis, depolarizacija membrane i povecanje frekvencije
generisanja akcionih potencijala dovodi do smanjenja pH; (Ahmed i Connor 1980), a
sli¢ni rezultati dobijeni su i u istrazivanjima na neuronima hipokampusa ki¢menjaka
(Chesler 2003). Inhibicija Na"/K" pumpe poveéava intracelularnu koncentraciju Na* i
Ca®", kao i ekstracelularnu koncentraciju K, §to dovodi do depolarizacije membrane i
povecanja frekvencije generisanja akcionih potencijala u neuronima. Uzimajuéi u obzir
prethodno opisane podatke iz literature, kao i efekte Na"/K* pumpe na bioelektri¢nu
aktivnost neurona, moze se ocekivati da nasuprot povecanju pH; u uslovima izlaganja
magnetnog polju u kojima je aktivnost Na'/K" pumpe povecana, inhibicija pumpe
smanji pH; u nervhom sistemu puza. Svakako ovu pretpostavku treba potkrepiti
dodatnim eksperimentima.

Biohemijske analize su pokazale, a NMR eksperimenti potvrdili, da magnetno
polje od 10 mT povecava aktivnost Na"/K" pumpe u nervnom sistemu puza, stoga je bilo
neophodno ove rezultate potvrditi i na Br neuronu. Br neuron je odlican eksperimentalni
model za takva ispitivanja, s obzirom na izrazenu aktivnost Na'/K" pumpe u ovom
spontano aktivnom neuronu.

Promena potencijala mirovanja membrane (Slika 17, Tabela 7), vazan je rezultat
nasih istrazivanja koji je ukazao na znacajnu ulogu Na'/K" pumpe u promenama
bioelektricne aktivnosti Br neurona izazvanih magnetnim poljem. Nasuprot
hiperpolarizaciji membrane Br neurona koja je uoCene u magnetnog polju, blokiranje
Na'/K" pumpe ouabainom izazvalo je depolarizaciju membrane Br neurona. Detaljnija
analiza efekata ouabaina pokazala je da je depolarizacija membrane nakon blokiranja
pumpe ouabainom bila gotovo dvostruko vec¢a u Br neuronima koji su izlagani
magnetnom polju u odnosu na kontrolne neurone (Tabela 8). Takvi podaci su pokazatelj
da je promena potencijala mirovanja membrane izazvana magnetnim poljem
posredovana povecanjem aktivnosti Na'/K" pumpe. Rezultati nasih istrazivanja

pokazuju da doprinos Na’/K* pumpe membranskom potencijalu Br neurona iznosi
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nekoliko mV, §to je uporedivo sa vrednostima dobijenim na homologu Br neurona puza
H. aspersa (Thomas 1969). Iako se doprinos Na'/K* pumpe membranskom potencijalu
Br neurona meri sa svega nekoliko mV, promene biofizickih parametara u uslovima
kada je pumpa blokirana ouabainom (Slika 25, Tabela 6) pokazuju da je ovaj doprinos
pumpe vazan za odrzavanje pravilne ritmic¢ne aktivnosti Br neurona. Rezultati nasSih
istrazivanja u saglasnosti su i sa rezultatima dobijenim kako na neuronima
beski¢cmenjaka tako i na neuronima i sréanim celijama ki¢menjaka u kojima je
blokiranje Na"/K" pumpe takode izazivalo depolarizaciju membrane (Carpenter i Alving
1968, Willis i saradnici 1974, Levi 1992, Alvarez-Leefmmans i saradnici 1994, Ballerini i
saradnici 1997, Darbon i saradnici 2003, Wang 1 Huang 2004, 2006). Ovi podaci
pokazuju da Na"/K* pumpa ima sustinski istu ulogu u regulaciji bioelektri¢ne aktivnosti
ispitivanih nadrazljivih ¢elija beski¢menjaka i kicmenjaka.

Dalja ispitivanja pokazala su da se pod uticajem magnetnog polja naruSava
pravilnost oscilacija potencijala membrane Br neurona koje se nalaze u osnovi stvaranja
paketica akcionih potencijala (Slika 32). Analiziranjem trajanja paketi¢a i intervala
izmedu njih, ustanovljeno je da magnetno polje menja period oscilacija membranskog
potencijala Br neurona skracujuéi trajanje paketi¢a akcionih potencijala. Detaljnija
analiza promena u paketi¢ima, pokazala je da magnetno polje skracuje trajanje akcionog
potencijala, produzava trajanje izmedu intervala akcionih potencijala i smanjuje
frekvenciju akcionih potencijala (Slike 33, 34, Tabela 7). Ovakve promene bioelektri¢ne
aktivnosti Br neurona u uslovima izlaganja magnetnom polju takode ukazuju na
znacajnu ulogu Na'/K' pumpe, jer je efekat ouabaina na trajanje prva tri akciona
potencijala i prvog intervala izmedu akcionih potencijala bio veé¢i u Br neuronima koji
su izlagani magnetnom polju (Tabela 8).

Uloga Na'/K" pumpe u regulaciji trajanja akcionog potencijala i intervala
izmedu akcionih potencijala je ve¢ ispitivana. Inhibicija Na'/K" pumpe skraéuje trajanje
intervala izmedu akcionih potencijala u neuronima suprahijazmaticnog jedra pacova
(Wang i Huang 2006). Povecanje aktivnosti Na'/K" pumpe skraéuje trajanje akcionog
potencijala u Purkinjeovim vlaknima (Gadsby 1 Cranefield 1979; Gadsby 1985). U
sr¢anim ¢elijama, inhibicija Na'/K" pumpe dovodi i do suzavanja i Sirenja akcionog
potencijala (Levi 1991, Glitsch 2001, Ruch i saradnici 2003). Opisani razliciti uticaji

Na'/K" pumpe na trajanje akcionog potencijala najverovatnije su posledica postojanja
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razli¢itih izoformi subjedinica Na'/K" pumpe kao i razli¢itih mehanizama regulacije
njene aktivnosti u pomenutim eksperimentalnim modelima. Moze se zakljuciti da su
istrazivanja koja se odnose na ulogu Na'/K" pumpe u regulaciji trajanja akcionog
potencijala uglavnom izvodena na srcanim ¢elijama. lako naSa istraZivanja pruzaju
podatke o ulozi pumpe u regulaciji trajanja akcionog potencijala neurona koji ima
bimodalnu bioelektri¢nu aktivnost, u nedostatku detaljnih podataka o osobinama Na'/K"
pumpe vinogradskog puza tesko je govoriti o slicnosti naseg model neurona sa drugim
eksperimentalnim modelima.

Promene izlazne struje Na'/K" pumpe mogle bi se smatrati najjednostavnijim
objasnjenjem promena bioelektricne aktivnosti Br neurona opisanim u ovim
istrazivanjima. Ukoliko bi doprinos struje Na'/K' pumpe bio znacajan, onda bi
povecanje struje pumpe izazvano magnetnim poljem hiperpolarisalo membranu,
smanjilo frekvenciju, skratilo trajanje akcionih potencijala i dovelo do sporijeg
dostizanja praga za generisanje akcionih potencijala usled cega bi se povecalo trajanje
intervala izmedu akcionih potencijala Br neurona. Suprotno, inhibicija pumpe
ouabainom bi smanjila struju Na'/K" pumpe, $to bi dovelo do depolarizacije membrane,
povecanja frekvencije i Sirenja akcionog potencijala. Pri tome, depolarizacija membrane
uzrokovala bi brze dostizanje praga za generisanje akcionog potencijala kao §to je
pokazano u neuronima suprahijazmaticnog jedra pacova (Wang i Huang 2006).
Naravno, promena aktivnosti Na'/K" pumpe uticala bi i na jonske struje zavisne od
gradijenta Na®, kao $to su Na® struja i i Ca** zavisna K struja (Gadsby i Cranefield
1979). Kako promena aktivnosti Na"/K" pumpe izaziva depolariSuée i hiperpolariSuée
promene membrane, promena aktivnosti pumpe uticala bi i na voltazno zavisne jonske
struje. Lokalno smanjenje ATP-a, kao posledica poveéane aktivnosti Na'/K" pumpe,
moglo bi imati uticaja i na ATP zavisne K" kanale. Usled toga, povec¢ana aktivnost ovih
kanala mogla bi da dovede do suzavanja akcionog potencijala (Grover i Garlid 2000).

Uloga Na'/K* pumpe u regulaciji hiperpolari§uéih intervala izmedu paketi¢a AP-
a je ve¢ ispitivana u nekim od klasi¢nih istrazivanja na Br neuronu (Ayrapetyan 1976) i
njegovom homologu R15 neuronu kod Aplysie (Junge 1 Stephens 1973). Nasa
istrazivanja, koja pokazuju da Na'/K' pumpa udestvuje u regulaciji potencijala

mirovanja membrane, trajanja paketica i trajanja akcionih potencijala, mogu se shvatiti
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kao posledica kako promena u aktivnosti pumpe tako i promena u strujama koje su pod
uticajem aktivnosti pumpe. Podatak, da je efekat ouabaina manje izraZzen na pocetku
stvaranja paketica akcionih potencijala u odnosu na njegove kasnije faze, istice da su
povecanje intracelularne koncentracije Na” jona i/ili potrosnja 4TP-a primarni dogadaji
koji dovode do promena spontane bioelektri¢ne aktivnosti Br neurona.

Moguée je da je promena aktivnosti Na'/K" pumpe uticala i na aktivnost
Na“/Ca®" izmenjivaca $to bi dovelo do promene intracelularne koncentracije Ca®* jona
(Lee 1985, Kim i saradnici 1987). Pove¢ana aktivnost Na'/K" pumpe pod uticajem
magnetnog polja mogla je dovesti do smanjenja intracelularne koncentracije Ca™", §to bi
imalo uticaja na Ca®" zavisne jonske struje koje odrzavaju bimodalnu aktivnost Br
neurona. Usled toga bi doslo do smanjenje trajanje paketica akcionih potencijala, Sto je i
uoceno u nasim istrazivanjima.

Imajuéi u vidu visok stepen sli¢nosti u strukturi Na'/K" iz razli¢itih vrsta (Slika
3), promene bioelektricnih osobina neurona u razli¢itim eksperimentalnim modelima
pod uticajem kako statiCkog tako i1 promenljivog magnetnog polja razlicitih jacina,
mogle bi biti uzrokovane promenama u aktivnosti Na'/K* pumpe. Slicno na$im
podacima, smanjenje trajanja paketica akcionih potencijala uoceno je i u spontano
aktivnim neuronima vinske musice pri izlaganju statickom magnetnom polju od 3 T
(Yang i saradnici 2011). Promenljivo magnetno polje jac¢ine 207,2 uT, 0,8 mT 1 2 mT
dovodi do hiperpolarizacije membrane, suzavanja akcionog potencijala i1 Sirenja
intervala izmedu akcionih potencijala spontano aktivnog F1 neurona puza H. aspersa
(Moghadam i saradnici, 2008, 2011). U saglasnosti sa nasim rezultatima, magnetno
polje jacine 8,04 mT povecava amplitudu akcionog potencijala lateralnog neurona
recnog raka (Ye i saradnici 2004). Smanjenje frekvencije akcionih potencijala zapazeno
je u lateralnom genikulatnom telu macke pod dejstvom magnetnog polja od 123 mT
(Rosen 1 Lubowsky 1990), kao i u neuronima dorzalnog korena ganglije miSa pod
dejstvom magnetnog polja jacine 10 mT (McLean i saradnici 1995). lako su efekti
magnetnog polja na drugim eksperimentalnim modelima uporedivi sa nasim
rezultatima, ovakva pojednostavljena poredenja ne iskljucuju i druge mehanizme putem

kojih je magnetno polje moglo uticati na promene bioelektri¢nih osobina neurona.

80



SPECIFICNOST DELOVANJA UMERENO JAKOG STATICKOG
MAGNETNOG POLJA

Rezultati ovog rada pokazali su da je efekat statickog magnetnog polja
specifican za odredeni neuron. Naime, staticko magnetno polje jacine 2,7 mT i 10 mT
promenilo je bioelektricne parametre spontano aktivnog Br neurona, dok promene
ispitivanih bioelektriénih parametara kod nemog N1 neurona nisu uocene. Rezultati
istrazivanja na razli¢itim neuronima puza H. lucorum takode su sugerisali da bi efekat
magnetnog polja mogao biti specifican za odredene neurone (Balaban i saradnici 1990).
Istrazivanja na spontano aktivnim RPa5 i RPa28 neuronima i nemim LPal3 i RPI1
neuronima pokazala su da staticko magnetno polje jacine reda veli¢ine m7, smanjuje
otpor membrane nemih neurona i povecava otpor membrane ispitivanih spontano
aktivnih neurona. Takode, u istoj studiji, smanjenje frekvencije akcionih potencijala
uoceno je samo kod RPa5 neurona, dok kod spontano aktivnih neurona u visceralnoj
gangliji ovaj efekat magnetnog polja nije uocen. U drugoj studiji na neuronima puza
H.aspersa u visceralnoj i parijetalnim ganglijama, efekat statiCkog magnetnog polja od
115 mT 1 260 mT okarakterisan je kao inhibitoran za 86% ispitivanih neurona jer je
dovodio do smanjenja frekvencije akcionih potencijala i hiperpolarizacije membrane i
stimulatoran za preostalih 14% neurona jer je dovodio do depolarizacije membrane i
povecanja frekvencije akcionih potencijala (Azanza 1 del Moral 1994). Fine razlike
izmedu efekata ispitivanih magnetnih polja bile su specificne za odredene neurone
(Azanza 1 del Moral 1994). Naime, magnetno polje je potpuno inhibiralo stvaranje
akcionih potencijala spontano aktivnhog neurona u desnoj parijetalnoj gangliji, dok je
povecalo frekvenciju akcionih potencijala neurona u visceralnoj gangliji kojeg odlikuje
spontana bimodalna aktivnost. Pod uticajem magnetnog polja bimodalna aktivnost
spontano aktivnog neurona u levoj parijetalnoj gangliji se menja, tj. gubi pravilnost u
stvaranju paketica akcionih potencijala. Takode, magnetno polje je izazvalo
hiperpolarizaciju membrane nemog neurona u desnoj parijetalnoj gangliji.

Iako su istrazivanja u kojima je ispitivan uticaj magnetnog polja na neuronima
koje odlikuje razlicita bioelektricna aktivnost u istom eksperimentalnom modelu
malobrojna, rezultati navode na pretpostavku da je uticaj magnetnog polja zavistan od
bioelektricnih osobina membrane neurona. Moze se pretpostaviti da su zahtevi nemog

N1 neurona za izrazenom aktivnodéu Na'/K' pumpe manji nego u Br neuronu pa stoga
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nisu uocene znacajne promene bioelektricne aktivnosti N1 neurona pod dejstvom
magnetnog polja. Manje izraZena aktivnost Na'/K' pumpe mogla bi biti uzrokovana
prisustvom druge izoforme pumpe, kao i drugacijih mehanizama regulacije njene
aktivnosti u N1 neuronu u odnosu na Br neuron.

S obzirom da je u elektrofizioloskim eksperimentima u ovom radu okolozdrelni
ganglijski kompleks bio izlozen magnetnom polju, mora se uzeti u obzir i moguénost
delovanja statickog magnetnog polja na druge neurone u nervnom sistemu puza. Naime,
putem sinaptickih uticaja i drugi neuroni bi mogli da uticu na promene bioelektri¢ih

parametara Br neurona pod dejstvom magnetnog polja.

ZAVISNOST PROMENA BIOELEKTRICNIH PARAMETARA
NEURONA OD JACINE MAGNETNOG POLJA

Ispitivanja koja se odnose na efekte statickog magnetnog polja razlicite jacine na
bioelektricnu aktivnost Br neurona, pokazala su da je efekat magnetnog polja zavistan
od njegove jacine. Naime, magnetno polje od 10 mT znafajno je promenilo sve
ispitivane parametre bioelektricne aktivnosti, tj. potencijal mirovanja membrane,
frekvenciju, amplitudu i trajanje akcionog potencijala, dok slabije magnetno polje od
2,7 mT nije znacajno promenilo potencijal mirovanja membrane i frekvenciju akcionih
potencijala Br neurona. VaZno je re¢i da su oba magnetna polja dovodila do
hiperpolarizacije membrane i smanjenja frekvencije akcionih potencijala Br neurona, ali
promena izazvana slabijim 2,7 m7 magnetnim poljem nije dostizala statisticku
znacajnost. Takode, promene bioelektricnih parametara Br neurona na koje su uticala
oba magnetna polja, amplituda i trajanje akcionog potencijala, bile su srazmerne jacini
polja (Slike 19 i 20). Sli¢ni rezultati dobijeni su ranije na neuronima puza H. lucorum
(Balaban i saradnici 1990). Promene otpora membrane ispitivanih neurona puza
srazmerna je jacini statiCkog magnetnog polja ¢ije su vrednosti 23, 120 i 200 m7. U
studiji na neuronima puza H. aspersa, u kojoj su ispitivani efekti statickog magnetnog
polja od 0-720 mT, pokazano je da se frekvencija akcionih potencijala spontano aktivnih
neurona smanjuje srazmerno jacini magnetnog polja, pri ¢emu je pri jacini polja od 570
mT generisanje akcionih potencijala potpuno inhibirano (4zanza i del Moral 1994).

Skoro da ne postoje podaci o zavisnosti promena bioelektricnih parametara

neurona kicmenjaka od jacine statickog magnetnog polja, jer su istrazivanja vrSena
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uglavnom koriS¢enjem jedne jacine. Medutim, studija na celijskoj liniji humanih
glioblastoma pokazala je da su promene na povrSini membrana ovih ¢elija srazmerne
jacini statiCkog magnetnog polja vrednosti 8, 30 1 300 mT (Teodori i saradnici 2005).
Promene na povrSini membrane u vidu mikroinvaginacija su povezivane sa
reorganizacijom proteina aktina. Iako se ovi rezultati ne odnose direktno na uticaj
magnetnog polja na bioelektricne osobine nervnih ¢elija, oni posredno ukazuju da bi
promena u strukturi membrane mogla imati uticaja na funkcije jonskih kanala i jonskih
pumpi, Sto bi imalo uticaja na bioelektri¢nu aktivnost ¢elija.

Sa ciljem da se potpunije sagleda dejstvo magnetnog polja od 2,7 mT i 10 mT na
bioelektricnu aktivnost Br neurona, bioelektri¢ni parametri su analizirani i po zavrSetku
izlaganja neurona polju. Rezultati elektrofizioloskih eksperimenata pokazali su da je
efekat magnetnog polja obe jacine produzen i da se moze uociti i nakon izlaganja
neurona polju tokom perioda od 20 min. Produzen efekat jaceg magnetnog polja od 10
mT uocen je na svim ispitivanim parametrima, dok je produzen efekat slabijeg 2,7 mT
magnetnog polja uocen na parametrima amplitude i trajanja akcionog potencijala. I po
prestanku izlaganja Br neurona magnetnom polju, promene parametara na koja su
uticala oba magnetna polja zavisile su od jacine polja (Tabele 3 i 4). Izmerene promene
amplitude i trajanja akcionog potencijala bile su gotovo dvostruko vece nakon izlaganja
Br neurona jacem magnetnom polju od 10 m7. Opisani efekti magnetnog polja u
saglasnosti su sa drugim istrazivanjima koja pokazuju da akutno dejstvo statickog
magnetnog polja traje odredeno vreme od prestanka izlaganja celija nervnog sistema
polju. Trajanje perioda tokom kojih se moze uoditi produzen efekat magnetnog polja je
razli¢it 1 kre¢e se u intervalu od nekoliko minuta do nekoliko Casova. Na primer,
produzen efekat magnetnog polja uocava se tokom 3 min od prestanka izlaganja celijske
linije GH3 ¢elija polju od 123 mT (Rosen 1996). Produzen efekat magnetnog polja
uocen je 1 u populaciji neurona strizibube 5 min od prestanka izlaganja neurona polju od
2 mT (Todorovi¢ i saradnici 2007). Smanjenje frekvencije akcionih potencijala neurona
puza H.lucorum uocava se i 20 min od prestanka izlaganja neurona polju od 23 mT
(Balaban i saradnici 1990). 1zlaganje lateralnog gigantskog neurona re¢nog raka vrste
P. clarkii magnetnom polju od 8,04 mT povecava amplitudu akcionog potencijala koja

se moze uociti i 3 /4 po prestanku izlaganja neurona polju (Ye i saradnici 2004).
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Odredjivanje mehanizama putem kojih staticko magnetno polje ostvaruju svoje
produzeno dejstvo na bioelektricnu aktivnost Br neuona nisu bila predmet ovog
istrazivanja. Moguce je da je ovaj efekat magnetnog polja posredovan promenama u
aktivnosti razli¢itih enzima, kao i promenama u signalnim putevima regulisanim
sekundarnim ¢elijskim glasnicima, s obzirom da je efekat magnetnog polja bio izrazeniji
nakon prestanka izlaganja Br neurona polju. Svakako treba uzeti u obzir i moguénost da
bi produzeno dejstvo magnetnog polja moglo biti i rezultat promena u strukturi
membrana ¢elija nervnog sistema.

lako rezultati nasih istrazivanja pruzaju podatke o delovanju samo dve jacine
magnetnog polja, ipak ukazuju da su promene ispitivanih bioelektri¢nih parametara,
zavisne od jacine polja. Svakako bi rezultati bili potpuniji da je u eksperimente bila
ukljucena jo$ najmanje jedna vrednost jaCine polja. Ipak, dobijeni rezultati stvorili su
osnove za istrazivanja u kojima bi se sistematski ispitala zavisnost promena

bioelektricnih parametara od magnetnog polja veéeg broja vrednosti jacina.

ZNACAJ RADA 1 BUDUCA ISTRAZIVANJA

Rezultati istrazivanja ovog rada pokazali su da statiCko magnetno polje jacine
2,7 mT 1 10 mT moduliSu odgovor spontano aktivnog Br neurona vinogradskog puza
Helix pomatia, menjajuéi parametre koji karakteriSu njegovu bioelektri¢nu aktivnost.
Utvrdeno je da magnetno polje od 10 mT poveéava aktivnost Na”/K" pumpe u ¢itavom
nervnom sistemu puza i da su promene bioelektri¢nih parametara Br neurona nastale
pod dejstvom ovog magnetnog polja posredovane povecanjem aktivnosti Na'/K"
pumpe. Na taj nacin ovaj rad je pruzio dodatna objasSnjenja koja se odnose na
razumevanje mehanizama delovanja magnetnog polja na bioelektri¢ne osobine neurona.
U narednim istrazivanjima primenom metode nametnute voltaze na delicu membrane
ispitace se efekat magnetnog polja od 10 m7T na struju Na'/K" pumpe veéeg broja
neurona u nervnom sistemu vinogradskog puza. Opsti znacaj ovog rada odnosi se na
moguénost primene saznanja o uticaju magnetnog polja na nervni sistem puza i na
nervni sistem drugih vrsta. Naime, bimodalna spontana aktivnost koja karakteriSe Br
neuron, karakteriSe i neurone mnogih beski¢menjaka i ki¢menjaka, dok je funkcija

Na'/K" pumpe ista na membranama svih Zzivotinjskih ¢elija.
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Proucavanje promena bioelektri¢ne aktivnosti neurona pod dejstvom umereno
jakog statickog magnetnog polja je od velike vaznosti s obzirom da je ovo magnetno
polje prisutno u zivotnoj sredini. Vazno je razjasniti i mehanizme delovanja magnetnog
polja na biofizicke osobine membrana usled sve vece primene magnetnog polja u
terapijske svrhe, s tim S§to odgovarajuca jacina polja i duzina izlaganja polju tek treba da
budu precizno odredene. Jadine polja ispitivane u nasim istrazivanjima, odgovaraju
efektivnoj jacini polja koriS¢enoj za ublazavanje bola u osteoartritisu (Harlow i
saradnici 2004, Wolsko i saradnici 2004), dok je jace polje od 100 mT ispitivano usled

moguce primene u leCenju Parkinsonove bolesti (Wang i saradnici 2010).
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ZAKLJUCCI

Zakljuécei o kratkotrajnom dejstvu (15 min) magnetnog polja ja¢ine 2.7 1 10 mT na

bioelektri¢nu aktivnost Br i N1 neurona puza:

1. Magnetno polje jacine 2,7 mT i 10 mT menja bioelektricni ritam spontano
aktivnog Br neurona.

2. Slabije magnetno polje od 2,7 mT povecava amplitudu i smanjuje trajanje
akcionog potencijala Br neurona. Jace magnetno polje od 10 m7T dovodi do
hiperpolarizacije membrane, smanjenja frekvencije akcionih potencijala,
povecanja amplitude i smanjenja trajanja akcionog potencijala Br neurona.

3. Promene trajanja i amplitude akcionog potencijala Br neurona srazmerne su
jacini magnetnog polja.

4. Dejstvo magnetnog polja je produzeno. Smanjenje trajanja i povecanje
amplitude akcionog potencijala izazvano magnetnim poljem od 2,7 mT, kao i
hiperpolarizacija membrane, povecanje amplitude, smanjenje trajanja i
frekvencije akcionih potencijala izazvani magnetnim poljem od 10 mT7, uocava
se i tokom perioda od 20 min nakon prestanka izlaganja Br neurona polju.

5. Magnetno polje jacine 2,7 i 10 mT ne utice na bioelektri¢nu aktivnost nemog N1
neurona

6. Dejstvo magnetnog polja je specificno za odredeni neuron.

Zakljucci o kratkotrajnom dejstvu (15 min) magnetnog polja jacine 10 m7 na aktivnost

Na/K' pumpe u nervnom sistemu puza:

1. Magnetno polje povecava aktivnost Na"/K" pumpe u nervnom sistemu puZa.

2. Poveéanje aktivnosti Na'/K" pumpe posredovano je procesima fosforilacije i
defosforilacije.

3. lIzlaganje magnetnom polju dovodi do smanjenja B A7P signala i odnosa
BATP/yATP signala u nervnom sistemu puza, ali promene ne dostizu statisticku

znacajnost.
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Posredstvom Na'/H" izmenjiva¢a, magnetno polje dovodi do poveéanja pHi u
nervnom sistemu puza.

Magnetno polje poveéava aktivnost Na'/K* pumpe u Br neuronu.
Hiperpolarizacija membrane, smanjenje trajanja akcionog potencijala i
povecanje intervala izmedu akcionih potencijala u Br neuronu pod dejstvom

magnetnog polja, posredovani su povecanom aktivno§¢u Na'/K" pumpe

Zakljuéci o ulozi Na'/K' pumpe u regulaciji spontane bioelektri¢ne aktivnosti Br

neurona:

1. Na"/K' pumpa reguliSe oscilacije membranskog potencijala Br neurona koje se
nalaze u osnovi njegove spontane ritmi¢ne aktivnosti.

2. Na'/K' pumpa ucestvuje u regulaciji trajanja paketi¢a, trajanja i amplitude
intervala izmedu paketica akcionih potencijala, kao i frekvencije akcionih
potencijala Br neurona.

3. Inhibicija Na"/K" pumpe ouabainom dovodi do Sirenja akcionog potencijala i

smanjenja intervala izmedu akcionih potencijala Br neurona.
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