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Poredenje otpornosti krvno-mozdane 1
barijere izmedu krvi 1 ofne vodice na
osmotski pritisak kod zamorcica

Poredena je otpornost krvno-moZdane barijere i barijere izmedu krvi i ocne
vodice na osmotski pritisak manitola kod zamorcica. Kao osnovni postupak u
radu primenjena je tehnika perfuzije glave in situ. Pokazalo se da je krvno-
mozdana barijera otpornija na mehanicki pritisak i otvara se tek pri koncentraciji
od 40% manitola, omogucivsi tako prelazak molekula trypan plavo iz perfuzionog
medijuma u mozak Sto je dovelo do jakog obojenja mozdanog tkiva. Barijera
izmedu krvi i ocne vodice otvara se postepeno pocevsi od 5%-tne koncentracije,
dok sa daljim koncentrisanjem rastvora manitolom dolazi do prelaska sve vece
koli¢ine proteina iz perfuzata.

Uvod

Tokom evolucije u organizmu ki¢menjaka razvijene su strukture koje
nazivamo “sistemi barijera” . Ove strukture zapravo su Celijski slojevi spo -
jeni tesnim vezama $to onemogucava slobodnu difuziju hidrosolubilnih
molekula (RedZc et al. 1997). Na ovaj nacin moguca je samo kontrolisana
razmena izmedu tkiva i plazme pa se tako Stite sloZene i osetljive strukture
kao Sto su mozak i oko od varijacija u sastavu telesnih tecnosti. Barijere
se prema gradi dele na endotelne (krvno-moZdana i krvno-retinalna) i
epitelne (izmedu krvi i one vodice i krvi i likvora). Endotelnu barijeru
predstavljaju specificno gradeni kapilari mozga Cija se grada u mnogome
razlikuje od grade kapilara sistemske cirkulacije. Izmedu endotelnih celija
cerebralnih kapilara ne postoje meducelijske pore ve¢ su one medusobno
spojene tesnim vezama koje onemogucavaju slobodnu difuziju molekula
izmedu Celija. Oko kapilara nalaze se obmotani stopalasti produZci astro -
cita koje najverovatnije predstavljaju vezu izmedu krvi i ekstracelijske
teCnosti mozga. Kako je povrSina membrana endotelnih celija kapilara
mozga mnogo veca od zapremine u mnogim istraZivanjima endotelne celije
kao i njihovo glijalno okruZenje pojednostavljeno se posmatraju kao selek -
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tivno propustljiva membrana. Izmedu krvi i ofne vodice barijeru gradi
epitel koji oblaze kapilare (Dawson 1991).

Postojanje barijera ima veoma vaznu zastitnu ulogu u organizmu. Me-
dutim, ovakvo stanje u isto vreme onemogucuje dopremanje hidrosolubil-
nih lekova u tkiva i organe koji su odvojeni sistemima barijera od ostatka
organizma. Tako danas postoji niz lekova koji zbog nemoguénosti prolaska
kroz bioloske barijere ne mogu imati terapijsku primenu u leCenju malig-
niteta nervnog sistema. Jedana od mogucnosti da se lekovi ipak dopreme
do ciljnog tkiva je da se barijere za momenat “otvore” . Otvaranje barijera,
pre svih krvno-moZzdane barijere, moguce je mehanickim putem ili hemi-
jskim putem. MehaniCko otvaranje postiZe se povecanjem osmotske sile
koja deluje na kapilare i za kratko vreme razmice tesne veze medu en-
dotelnim Celijama.

U ovom eksperimentu koriS¢en je manitol kao osmotski aktivna sup-
stanca. Molekul manitola ne moZe da prode iz krvi u mozak posto za ovaj
polihidroksilni alkohol ne postoje opisani mehanizmi transporta. Medutim,
povecanje koncentracije manitola u kapilarima dovodi do povlacenja vode
iz endotelnih celija u kapilare i poveéava osmotsku silu koja deluje na ka-
pilar. U jednom momentu ova sila je dovoljna da raskine tesne veze koje
postoje izmedu endotelnih Celija i omoguci nekontrolisan prelazak mole-
kula iz krvi u mozak u toku kraceg vremenskog perioda (do 30 min). Zbog
toga smo smatrali vaZnim da se porede efekti rastucih koncentracija mani-
tola na dve barijere paralelno, jednu epitelnu (izmedu krvi i o¢ne vodice)
i jednu endotelnu (krvno-mozdanu).

Cilj rada je da se ustanovi koja koncentracija manitola dovodi do
otvaranja krvno-moZzdane (KMB) i barijere izmedu krvi i o¢ne vodice.

Materijal i metode

Eksperiment je raden na 12 zamorcica koji su podeljeni u grupe:

1) kontrolna grupa — perfuzioni rastvor bez manitola

2) grupa I — perfuzioni rastvor sa 5% manitola

3) grupa II — perfuzioni rastvor sa 20% manitola

4) grupa III — perfuzioni rastvor sa 40% manitola

Kao osnovni postupak u radu primenjena je tehnika perfuzije glave
zamorcica in situ. ZamorcCici su anestezirani, a zatim im je hirurski otvo-
rena vratna loZa i preparisani krvni sudovi. U desnu karotidnu arteriju
ubacena je kanila povezana sa sistemom za perfuziju. U trenutku pocetka
perfuzije leva arterija se podvezuje, a obe jugularne vene presecaju. Na taj
nacin omogudéeno je prisustvo samo perfuzionog medijuma u kapilarima
mozga. Perfuzioni rastvor je osim standardnih sastojaka sadrzao i govedi
serumski albumin koncentracije 30 g/L. Perfuzija je trajala sedam minuta.
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U toku prvog minuta perfundovan je sam perfuzioni rastvor da bi se is-
prala krv iz kapilara. Zatim je u njega pet minuta uvodena boja trypan pla-
vo sporim ubrizgavanjem Spricem. Molekuli boje ne mogu da produ kroz
barijeru koja normalno funkcioniSe. Medutim, kada barijera bude mehani-
¢ki probijena osmotskim pritiskom koji indukuje manitol dolazi do prela-
ska boje u mozdano tkivo, omogucujuci tako makroskopsko posmatranje
otpornosti barijere (na osnovu obojenosti mozdanog tkiva). U toku posled-
njeg minuta glava je ponovo perfundovana prvobitnim rastvorom koji ima
ulogu da ispere boju iz kapilara kako ona ne bi stvorila laznu sliku probi-
jene barijere. O otpornosti barijere izmedu krvi i ocne vodice zakljucivano
je na osnovu koliCine proteina koja je presla iz perfuzionog medijuma u
o¢nu vodicu. Koli¢ina proteina odredivana je biuretskom metodom uz
standardni rastvor govedeg serumskog albumina (Raki¢ i Japundzc 1994).

Rezultati

Mera ocuvanosti integriteta krvno-mozdane barijere je da mozak po
zavrsenom eksperimentu ostane neobojen. Obojenost tkiva je znak da su
veze medu endotelnim celijama prekinute i da je boja usla u tkivo.

Na slici 1 vidi se mozak zamorcica iz kontrolne grupe. Mozak je
neobojen, §to znaci da KMB normalno funkcioniSe ne propusStajuci
molekule boje.

Slika 1.
Mozak zamordica iz
kontrolne grupe.

Figure 1.
Brain of guinea pig
in control group.

Na slici 2 prikazani su mozgovi zamoraca perfundovani razlicitim
koncentracijama manitola. Koncentracije manitola od 5% i 20% dovele su
do veoma malog i regionalnog prebojenja tkiva. Do masovnog obojenja
moZzdanog tkiva, koje potvrduje da su tesne veze izmedu endotelnih celija
kapilara zaista raskinute doSlo je kod grupe Cija je glava perfundovana
ratvorom 40% manitola.
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Kolic¢ina proteina u o¢noj vodici progresivno se uvecavala srazmerno
sa povecanjem koncentracije manitola u perfuzionom medijumu (tabela 1).

Tabela 1. Koncentracije proteina u o¢noj vodici

Grupa Koncentracija proteina [g/L]
srednja vrednost standardna devijacija
kontrola 23 02
I 42 0.8
II 8.8 09
I 120 1.8

Ustanovljeno je statisticki vazno povecanje koncentracije proteina u
o¢noj vodici svake od grupa u odnosu na kontrolnu, kao i kod druge grupe
u odnosu na prvu. U trecoj grupi nije zabeleZena statisticki znacajna pro-
mena u koncentraciji proteina u odnosu na vrednosti izmerene u drugoj

Slika 2.

Mozak zamorcéica
perfundovanog
rastvorom sa:

1 — 5% manitola

1l — 20% manitola
11l — 40% manitola.

Figure 2.

Guinea pig’s brain
after perfusion by
I-5%

I — 20%

1l — 40%

manitol concentration
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grupi, ukazujuci na to da je do probijanja barijere doSlo ve¢ pri 20%-tnoj
koncentraciji manitola i da dalje poviSavanje njegove koncentracije u per-
fuzionom medijumu znatno ne utiCe na promenu u koli¢ini proteina detek-
tovanu u o¢noj vodici.

Diskusija 1 zakljucak

Dobijeni rezultati pokazuju da su barijere koje postoje izmedu krvi i
mozga i krvi i one vodice razliito otporne na mehanicki pritisak izazvan
osmotski aktivnim manitolom. Krvno-mozdana barijera pokazala se kao ot-
pornija — obojenje je detektovano pri koncentraciji od 40% manitola, za
razliku od barijere izmedu krvi i one vodice gde je prelazak proteina iz
perfuzionog rastvora zapaZzen ve¢ pri perfuziji 5%-tnim manitolom. Takode
je uolena direktno proporcionalana zavisnost izmedu koncentracije prote-
ina u o¢noj vodici i koncentracije manitola do 20%. Pri ovoj koncentraciji
barijera je probijena tako da dalje povecanje koncentracije rastvora (na
40%) ne dovodi do statist¢ki znacajnog povecanja koncentracije proteina.
Ovakvo stanje moZe se objasniti razlikom u gradi izmedu ova dva tipa
barijere (Dawson et al. 1993). Krvno-moZdana barijera je ¢vrSée gradena
struktura, koja ima osnovnu ulogu u restrikciji prolaza supstanci iz krvi u
mozak. Lumen kapilara nalazi se u sredini endotelne celije (kao otvor na
prstenu) i cela struktura je mnogo otpornija na mehanicke pritiske. Epite-
Ine barijere imaju mnogo manju povrSinu kontakta medu celijama, pa je i
otpornost tesnih veza izmedu njih mnogo manja.

Iz dobijenih rezultata moZze da se zakljuci sledece:

— U toku perfuzije mozga zamorca in situ rastvorom razli¢itih kon-

centracija manitola pokazalo se da su KMB i barijera izmedu krvi
i ofne vodice razliito otporne na poviSene koncentracije manitola
kao osmotski aktivne supstance.

— KMB je otpornija na mehanicki pritisak i ostvara se pri koncen-
traciji od 40% manitola omogucujuéi prelazak molekula trypan
plavo iz perfuzionog medijuma u mozak $to dovodi do jakog obo-
jenja mozdanog tkiva. Barijera izmedu krvi i ocne vodice otvara se
postepeno pocevsi od 5%-tne koncentracije, dok sa daljim
povecanjem koncentracije manitola dolazi do prelaska sve vece
koli¢ine proteina iz perfuzata.
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Comparison of Guinea Pig’s Blood-brain and
Blood-eyehumor Barrier Resistance to Osmotic Pressure

In this experiment, the resistance of guinea pig’s blood-brain and
blood-eyehumor barrier to the osmotic pressure of manitol were examined
and compared. The technique of head perfusion in situ was applied as a
basic procedure in this experimental work. Blood-brain barrier turned out
to be more resistant to the mechanical pressure then barrier between blood
and eyehumor and it was penetrated at the 40% manitol concentration. It
enabled the trypan blue colour to enter the brain tissue from perfusion me -
dium. Due to this brain tissue was strongly coloured.

Blood-eyehumor barrier was gradually penetrated starting with 5%
concentration. Further increasment of manitol concentration led to transfer @
of even greater amounts of proteins from perfusin solutin.
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