Marija Rakovi¢

Uticaj dimetil-sulfoksida na
kondukciju signala u
nervnoj Celiji

Normalan rad nervne Celije je od sustinskog znacaja
za rad organizma kao celine. Skorija istraZivanja
ukazuju na analgeticke osobine dimetil-sulfoksida
(DMSO). Ovo istraZivanje se bavi ispitivanjem efe-
kata DMSO na nervnu transmisiju kroz uocavanje
promena u perifernim nervima. Brzina i amplituda
akcionog potencijala su mereni osciloskopom, pri
cemu je kao model sistem koriscen scijati¢ni nerv
zelene Zabe (Rana esculenta). Uzorci su tretirani
vodenim rastvorima DMSO u rasponu od 0.1 do
1.1%. Rezultati pokazuju da blokada nerva zavisi od
primenjene doze DMSO. Koncentracije preko 0.9%
izazivaju konduktivni blok. Pretpostavlja se da
DMSO blokira kalijumove kanale, Cime smanjuje
provodljivost nervnog impulsa.

Uvod

Nervni signali se prenose akcionim potencijalima
koji predstavljaju brze promene membranskog poten-
cijala. Stadijumi akcionog potencijala su stadijum
depolarizacije, repolarizacije i hiperpolarizacije.
Neophodan ucesnik u uzrokovanju repolarizacije su
voltaZzno-zavisni kalijumovi kanali. Tokom stanja
mirovanja kalijumov kanal je zatvoren, a pri promeni
voltaze dolazi do konformacionog otvaranja kanala i
povecane difuzije kalijuma. VoltaZzno-zavisni kaliju-
mov kanal (Kv) ima Sest transmembranskih regiona:
S1-S6. Cetiri subjedinice okruZuju centralnu poru, a
izmedu poslednja dva regiona nalazi se hidrofobni
selektrivni filter (P). Deo kanala koji je osetljiviji na
promene voltaZe jeste S4 region i on sadrZi pozitivno
naelektrisane aminokiseline Gly-Tyr-Gly koje
privlace nukleofile (http://www neuro.wustl.edu).
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Dimetil-sulfoksid (slika 1) pripada grupi organ-
skih jedinjenja sa sumporom. U ovom molekulu
atom sumpora je vezan za elektronegativniji kiseonik
pa zbog slobodnog elektronskog para ovo jedinjenje
ima nukleofilni karakter. DMSO je izrazito polarni,
alifati¢ni rastvara¢ koji ima visoku vrednost dielek-
tri¢cne konstante. Koristi se u eksperimentalnoj tok-
sikologiji i farmakologiji, u in vivo 1 in vitro
eksperimentima i kao rastvara¢ za hidrofobne sup-
stance (http:/www.dmso.org). UtiCe na propustljivost
membrane, membranski transport, vazodilataciju,
izaziva miSi¢nu relaksaciju i nervnu blokadu (anal-
geziju). Klinicke studije o upotrebi DMSO-a
pokazale su da 6% DMSO smanjuje brzinu
provodenja iSijadi¢nog nerva za 40% (Evans et al.
1992). Uticaj DMSO-a na brzinu provodljivosti
nervnog impulsa nije do kraja razja$njen. Smatra se
da dolazi do redukcije brzine nervnog impulsa, a
jedno od mogucih objaSnjenja jeste to da produZena
depolarizacija membrane olakSava inaktivaciju natri-
jumovih kanala i kao rezultat toga dolazi do uspo-
ravanja akcionog potencijala (Evans er al. 1992).
Dalja istraZzivanja su pokazala da je koncentracija
DMSO-a neophodna za blokadu misiénog refleksa
neuro-misicnog preparata Zabe oko 50% (Davis
1967). Pretpostavlja se da se mehanizam delovanja
DMSO-a zasniva na inhibiciji i blokadi voltazno-
zavisnih K-kanala. DMSO smanjuje membranske
konduktanse usporavajuéi repolarizaciju akcionog
potencijala. “Voltage clamp” studije su pokazale da
DMSO usporava tok kalijumovih struja smanjujuci
protok jona kalijuma kroz kanale (Evans et al. 1992).
Eksperimentalno je utvrdeno da koncentracija
DMSO-a oko 2% ne dovodi do strukturnih promena
u iSijadi¢nom nervu pacova, a kod tretiranja 7.2%
DMSO-om primedéeno je oStecenje mijelinskog
omotaca (Cavaletti 2000).
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Cilj rada je odredivanje neurofizioloSkih
promena u perifernim nervima indukovanih pri-
menom razli¢itih koncentracija DMSO.

Materijal 1 metode

Kao eksperimentalni model koriS¢ene su Zabe
vrste Rana esculenta L. Zabe su sakupljane u peri-
odu od 6. do 15. avgusta 2005. godine na Petnickom
jezeru. Za izvodenje eksperimenta uzeto je deset
Zaba pribliZzno iste veliCine, teZine 80-100 gr i iz njih
je izolovan nervus ishiadicus od lumbalnog pleksusa
do kolenskog zgloba (NeSi¢ 2000).

Priprema Ringerovog fizioloskog
rastvora za Zabu

Ringerov rastvor za zabu sadrzi: 120 mM NaCl,
2 mM KCI, 2 mM CaClz i 5 mM TRIS-HCI.
Napravljen je 1 L rastvora pH 7.4.

Pravljenje rastvora dimetil-sulfoksida

Za ispitivanje uticaja dimetil-sulfoksida na kon-
dukciju signala u nervnoj celiji napravljeno je po 100
mL rastvora sledeéih koncentracija: 0.1%, 0.3%,
0.5%, 0.7%, 0.9% i 1.1% DMSO-a.

Merenje komponenti akcionog
potencijala

Za elektrofizioloska merenja koriSéeni su elek-
tronski stimulator (SMR-01) i osciloskop (Tetronix,
type 502 A, Dual Beam oscilloscope) koji su pove-
zani sa komorom za registrovanje. Komora sadrZzi
pet srebrnih elektroda preko kojih su postavljani pre-
parati tako da se svaka promena moZe beleZiti na os-
ciloskopu. Na stimulatoru su podeSeni frekvencija na
40 Hz, trajanje signala na 0.2 ms, a kasnjenje na 1.5
ms. Vrednosti intenziteta praznog stimulusa kretale
suse od 1 do 2 V, a supramaksimalnog 2 do 3 V.

Za svaku koncentraciju rastvora DMSO-a mer-
ene su brzina i amplituda akcionog potencijala n. is-
chiadicus-a. Brzina se ra¢una na osnovu formule
(Nesi¢ 2000):

v = sit,
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gde je v — brzina propagacije, s — predeni put (16
mm u kori§¢enom sistemu), a t — vremenski interval
izmedu mesta stimulacije i vrha talasa prve faze za-
pisa akcionog potencijala na ekranu osciloskopa.

Vreme i brzina su varijable i zavise od intenzi-
teta stimulusa koji se podeSava na stimulatoru i od
prirode nervnog vlakna. Pre svakog merenja, nerv je
stavljen u komoru za registrovanje i o¢itane su vred-
nosti brzine i amplitude koje su koriS¢ene kao kon-
trolne. Potom je stavljen u Petri Solju sa rastvorom
DMSO-a gde je drZzan 2 minuta. Posle toga je nerv
ponovo postavljen u komoru i vrednosti komponenti
akcionog potencijala (brzina i amplituda) su ocitava-
ne nakon desetog minuta. Ovaj period, kao i period
inkubacije od 2 minuta utvrden je predeksperimen-
talnim merenjima. Isti postupak je ponovljen za
svaku koncentraciju.

Neurofizioloske promene pracene su i kroz pro-
mene u vrednostima amplituda i na osnovu njih je
izraCunat konduktivni blok.

Konduktivni blok = ((Veontrol — V)/Veontrol )X100

gde je Veontrol — amplituda signala pre tretiranja
rastvorom DMSO-a, a V — amplituda signala posle
tretiranja rastvorom DMSO-a.

Rezultati i diskusija

Vrednosti dobijenih brzina za prazne i za su-
pramaksimalne stimuluse nalaze se u tabeli 1. Podaci
iz tabele pokazuju da koncentracija rastvora 0.1%
DMSO-a pri praznom stimulusu smanjuje brzinu
provodenja akcionog potencijala na 74.13%, a pri
supramaksimalnom stimulusu brzina se smanjuje na
78.66%. 0.3% DMSO smanjuje brzinu provodenja
pri praznom stimulusu na 66.63%, a pri supramaksi-
malnom stimulusu na 79.16%, dok 0.5% DMSO
smanjuje brzinu na 49.92% pri praznom i na 66.02%
pri supramaksimalnom. Brzina akcionog potencijala
posle tretiranja 0.7% DMSO-om pri praZnom stimu-
lusu se smanjuje na 50%, a pri supramaksimalnom
na 58.33%. Pri koncentracijama rastvora DMSO
od 0.9% i 1.1% postignut je konduktivni blok, tako
da preparat nije mogao da se pobudi ni praZznim ni
supramaksimalnim stimulusom. To se potvrduje ¢in-
jenicom da se prilikom ocitavanja javlja samo arte-
fakt koji poveéanjem intenziteta stimulusa raste, a
signal koji opisuje akcioni potencijal se ne javlja.

Na osnovu podataka iz tabele 1 nacrtan je grafik
(slika 1).
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Tabela 1. Vrednosti brzina akcionih potencijala za prazne i supramaksimalne stimuluse

ponav- koncentracija brzina za praZne relativna brzina za relativna
ljanje DMSO-a stimuluse [mm/ms] brzina [%]  supramaksimalne brzina S%)]

[%] stimuluse [m/s]

pre posle pre posle
tretiranja tretiranja tretiranja tretiranja

0.1 25.87 2134
1 80 533 80 64
2 80 64 80 64
3 80 533 80 533
4 64 533 72.72 64

03
1 80 533 33.37 80 64 20.84
2 80 533 80 64
3 80 533 80 533
4 80 533 80 72.72

0.5
1 106.67 533 50.08 80 59.26 3398
2 80 533 80 64
3 106.67 64 1333 80
4 80 61.54 160 80

0.7
1 160 80 50 160 80 41.67
2 160 80 160 106.67
3 160 80 160 80
4 160 80 160 106.67

Na osnovu krivih zavisnosti moze se zakljuciti
da sa povecanjem koncentracije rastvora DMSO do-
lazi do ocekivanog smanjenja brzine kondukcije sig-
nala u nervnoj Celiji, dok se pri tretiranju preparata
koncentracijama 0.9 i 1.1% javlja blok u provodenju.
Dobijeni rezultati mogu ukazati na inhibitorno de-
jstvo DMSO na K+-kanale, kao i na to da moze doci
do produzene depolarizacije membrane i inaktivacije
natrijumovih kanala, jer i ove pojave vode ka uspo-
ravanju akcionog potencijala (Evans et al. 1992).

Vrednosti amplituda su ocitavane uporedno sa
vrednostima brzina kako pri praZznom, tako i pri su-
pramaksimalnom stimulusu za sve koncentracije
osim za 0.9% i 1.1% DMSO jer su ove koncentracije
izazvale blok i signal nije zabeleZen. Vrednosti am-
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plituda pri praznom i supramaksimalnom stimulusu
date su u tabeli 2.

Na osnovu podataka iz tabele zakljucuje se da
0.1% DMSO pri praznom stimulusu smanjuje ampli-
tudu provodenja akcionog potencijala na 65%. Pri
supramaksimalnom stimulusu ista koncentracija
smanjuje amplitudu na 98.99%. Amplituda pri
praznom stimulusu za koncentraciju od 0.3%
DMSO-a se smanjuje na 50%, a pri supramaksimal-
nom stimulusu na 71.36%. 0.5% DMSO smanjuje
amplitudu na 56.66% pri praznom, a na 78.8% pri
supramaksimalnom stimulusu. Koncentracija
DMSO-a od 0.7% smanjuje amplitudu na 54.18% pri
praznom stimulusu, odnosno na 62.64% pri su-
pramaksimalnom stimulusu.
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Tabela 2. Vrednosti amplituda akcionih potencijala za praZne i supramaksimalne stimuluse

ponav koncentracija amplituda za prazne relativna amplituda za relativna
ljanje DMSO-a stimuluse [mV] amplituda  supramaksimalne amplituda
[%] [%] stimuluse [mV] [%]
pre tretiranja posle pre tretiranja posle
tretiranja tretiranja
0.1 11.01
1 1 0.7 35 4 37
2 1 0.5 4 35
3 1 0.5 5 4
4 1 09 4.5 43
03
1 1 05 50 4 5 28.64
2 1 0.5 4 45
3 1 05 55 4
4 1 0.5 5 35
0.5
1 1 0.6 4334 35 35 212
2 0.75 05 45 4
3 1 0.5 4 35
4 1 0.5 5 3
0.7
1 0.75 0.5 45.82 35 2 37.36
2 1 0.5 3 2
3 1 05 5 3
4 1 0.5 45 3

Dobijene vrednosti amplituda i njihovih
promena prikazane su na slici 2.

Krive zavisnosti pokazuju da sa porastom kon-
centracije rastvora DMSO opada vrednost amplitude
akcionog potencijala do konduktivnog bloka koji se
javlja kod tretiranja preparata 0.9 i 1.1% DMSO-om.

Zakljucak

Dimetil-sulfoksid je pokazao odredeni uticaj na
kondukciju signala u nervnoj celiji. Taj uticaj se
moZe zasnovati na inhibiciji voltaZno-zavisnih kali-
jumovih kanala ili na izazivanju produZene depolari-
zacije $to dovodi do smanjenja vrednosti komponenti
akcionog potencijala. MozZe se zakljuciti da se vred-
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nosti brzina i amplituda provodenja nervnog impulsa
kako pri praznom tako i pri supramaksimalnom
stimulusu smanjuju sa povecéanjem koncentracije
rastvora DMSO sve do bloka. Konduktivni blok
postignut je posle tretiranja preparata 0.9% i 1.1%
DMSO. Na osnovu gore dobijenih rezultata moZe se
pretpostaviti da DMSO kao nukleofilni reagens vez-
ivanjem za voltaZno-zavisni K-kanal izaziva konfor-
macione promene kanala koje dovode do njegovog
postepenog zatvaranja i redukcije provodljivosti
nervnog impulsa kroz isti kanal. Utvrdeno je da
DMSO izaziva neurofiziolo$ke promene u perifernim
nervima, ali da bi se postigao bolji uvid u te procese
potrebna su ucestalija merenja i sloZeniji tehnicki
pristup koji bi obuhvatao i odredene citohistoloske
metode.
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Slika 1. Krive zavisnosti brzine akcionog potencijala od
logaritma koncentracije DMSO-a pri praznim i
supramaksimalnim stimulusima

Figure 1. Dependence of action potential speed from
logharitm of DMSO concentration at threshold and
supramaximal stimuli

—— prazni stimulus
100+ —O— supramaksimalni stimulus

90

1 o\o/o\

S
% 704 .
% 60 \ . o
——
:Eu 504 -/
g
= 404
kS
& 304
204
10
0 o—o
_10 T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
Koncentracija DMSO (log M)
Slika 2.

Krive zavisnosti amplitude akcionog potencijala od
logaritmovane koncentracije DMSO-a pri praznim i
supramaksimalnim stimulusima

Figure 2.

Dependance of action potential amplitude from
logarithm of DMSO concentration at threshold and
supramaximal stimuli
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Influence of Dimethyl Sulfoxide on
Nerve Cell Signal Transduction

Normal functioning of the nerve cell is very im-
portant for normal functioning of the whole organ-
ism. Many different factors affect nerve transmision.
Recent studies propose analgetic characteristics of
dimetyl-sulfoxyde (DMSO). This study investigated
effects of DMSO on nerve transmission through ob-
serving neurophysiological changes in peripheral
nerves. Velocity and amplitude of the action poten-
tial were measured by oscilloscope using frog sci-
atic nerve as the model system. Samples were treated
with 0.1%, 0.3%, 0.5%, 0.7%, 0.9% and 1.1%
DMSO. The results show dose-dependant particular
or total inhibitory effects of DMSO on nerve trans-
mission and some neurophysiological changes. Con-
centration higher than 0.9% induce conductive
blockade. Presumably, DMSO interacts with potas-
sium channels, thus lowering the nerve conductangg.
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