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1. UVOD

1.1 BOL

Medunarodna udruga za istrazivanje boli (IASP — Internacional Association for the
Study of Pain) definirala je bol kao ,,...neugodno senzorno i emocionalno iskustvo povezano
sa stvarnom ili mogué¢om ozljedom tkiva...“. Bol se pojavljuje prilikom ostecenja tkiva te
potice pojedinca na reakciju uklanjanja bolnog podrazaja. Prema tome, bol je zastitni
mehanizam. Medutim, bol mozZe biti i patoloSka te je poznavanje uzroka i vrste boli potrebno
za postavljanje toc¢ne dijagnoze odredenih bolesti, kao i odredivanje optimalne terapije
(Guyton i Hall, 2011).

1.1.1. Podjela boli

Bol dijelimo s obzirom na trajanje, porijeklo, etiologiju, intenzitet i simptome (Bach-Rojecky,
2006).

Dva glavna tipa boli s obzirom na duljinu trajanja su akutna i kroni¢na bol.

Akutna bol je normalni, predvidljivi fizioloski odgovor na Stetni mehanicki, kemijski ili
termicki podrazaj (Carr i Goudas, 1999). Najcesce se ne osjeti u dubokom tkivu, a pojavljuje
se 0,1 sekundu nakon ozljede koja je uglavnhom mehanic¢kog ili termalnog tipa te poti¢e na
rekaciju uklanjanja bolnog podrazaja (Guyton i Hall, 2011). Akutna bol nestaje uklanjanjem

njenog uzroka, odnosno zavrSetkom procesa cijeljenja.

Kronicna bol je definirana kao trajna ili isprekidana bol koja traje vise od 3 mjeseca (Tennat i
Hermann, 2000). Ova vrsta boli obi¢no je povezana s mehanickim, kemijskim ili termalnim
oste¢enjem tkiva. Pojavljuje se u povrsinskom i dubokom tkivu i organima te uzrokuje cesto
nepodnosljivu patnju pacijentima zbog Cega negativno utjeCe na njihovu kvalitetu Zivota

(Guyton i Hall, 2011).
Prema porijeklu bol se dijeli na kutanu, visceralnu, misi¢no-kostanu i dr.

Prema etiologiji moZemo izdvojiti tri najvaznija oblika boli: nociceptivna, upalna i

neuropatska bol.

Nociceptivna bol je vrsta boli koju uzrokuje akutni podrazaj visokog intenziteta na periferne

nociceptore u fizioloSkim uvjetima. Spomenuti akutni podrazaj, kemijskog, mehanickog ili
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termalnog (>47°C) tipa, dovodi do aktivacije ionskih kanala ili specificnih receptora na
perifernim zivéanim zavrSecima. Aktivacija vaniloidnog receptora 1 ili TRPV1 (engl.
Transient Receptor Potential Vanilloid 1) receptora poti¢e lucenje glutamata iz perifernih
okonc¢ina. Glutamat ostvaruje svoje ucinke preko AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazolpropionska kiselina), NMDA (N-metil-D-aspartat) i kainatnih receptora te daje svoj
doprinos nocicepciji. Nastaje akcijski potencijal koji se s periferije prenosi u kraljeSni¢nu
mozdinu, gdje dolazi do aktivacije drugih neurona u osjetnom putu. Ova je vrsta boli zbog
svog upozoravajuceg karaktera kljuCna za prezivljavanje jer potice obrambene mehanizme

organizma (Scholz i Woolf, 2002).

Upalna bol je vrsta boli koja se javlja nakon upale ili ozljede tkiva. Dolazi do aktivacije
nociceptora upalnim medijatorima ili do njihove poveéane osjetljivosti preko utjecaja na

signalnu kaskadu, nakon ¢ega se Ziv€ani impuls aksonima prenosi do kraljeSnicne mozdine

(Bach-Rojecky, 2006).

Neuropatska bol je bol inducirana disfunkcijom ili bolesti perifernog i/ili sredisnjeg zivcanog
sustava (Baron, 2005). Ova vrsta boli mozZe biti uzrokovana raznim bolestima, poput
dijabetesa, karcinoma, HIV infekcije, multiple skleroze, infekcije herpes zoster virusom
(Zimmermannm, 2001). Brojne patoloske promjene kod neuropatske boli se dogadaju kako na
periferiji, odnosno mjestu ozljede zivca, tako 1 na razini kraljeSnicne mozdine, §to Cini
patofiziolgiju neuropatske boli iznimno slozenom. Na primjer, nakon periferne ozljede Zivca
prvo ¢e aksoni blizu mjesta ozljede provoditi bolne signale. S vremenom ¢e 1 drugi dijelovi
zahvacenog Zivca pridonijeti Sirenju 1 odrZavanju bolnih signala, ukljucujuéi postsinapticke
neurone dorzalnog roga. Dakle, iako je ozljeda bila periferna, bol se prosirila 1 do srediSnjeg
zivéanog sustava (Slika 1) jer su patoloske promjene nastupile na obje razine (Zimmermann,

2001).

S obzirom na etiologiju, neuropatsku bol dijelimo na fokalne i multifokalne ozljede perifernog
ziv€anog sustava (posttraumaticka neuralgija, postherpeticka neuralgija, ishemijska
neuropatija, fantomska bol uda), generalizirane ozljede perifernog zivéanog sustava ili
polineuropatije (neuropatija uzrokovana HIV infekcijom, alkoholom, dijabetesom, deficitom
vitamina B ili trovanjem razli¢itim metalima i lijekovima, poput arsena, zlata, kloramfenikola,
metronidazola, izoniazida), ozljede srediSnjeg ziv€anog sustava (multipla skleroza, ozljeda

ledne mozdine, mozga) te kompleksne neuropatske poremecaje (kauzalgija) (Baron, 2005).
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Slika 1. Prijenos bolnog impulsa nakon periferne ozljede u neuropatskoj boli.
(preuzeto s: http://www.spinesurgery-wecareindia.com/condition/neuropathic_pain.html)

1.1.2. Receptori za bol i prijenos bolnog impulsa

Nocicepcija je proces kojim se termalni, mehanicki ili kemijski podrazaj nakon podrazivanja
perifernih Ziv€anih okoncina prenosi do srediSnjeg zivCanog sustava (Basbaum i Jessell,
2000). Proces nocicepcije mozemo podijeliti na nekoliko faza. Prva se zove transdukcija
(prevodenje Stetnog podrazaja u akcijski potencijal), nakon koje slijedi transmisija (proces
provodenja Ziv€anog impulsa vlaknima do kralje$ni¢ne mozdine i mozga). Tre¢a faza je
modulacija, odnosno obrada informacija o boli koje su stigle u srediS$nji ziv€ani sustav s

periferije, dok se posljednja faza zove percepcija (dozivljaj boli) (Kogler i sur., 2013).

Slobodni zivéani zavrseci koji registriraju Stetne podrazaje zovu se nociceptori. Oni inerviraju
kozu, miSi¢e, unutarnje organe, krvne zile i kosti (Julius i Basbaum, 2001). Prelaze u
ekscitirano stanje samo kod podrazaja visokog intenziteta, Sto im omogucava da detektiraju i
reagiraju samo na potencijalno Stetne podrazaje. Nastali akcijski potencijali se dalje Salju u
dorzalni rog kraljesnicne mozdine perifernim aferentnim vlaknima koja dijelimo u dvije

glavne skupine s obzirom na vrstu podrazaja na koju reagiraju: Ad-vlakna i C-vlakna.


http://www.spinesurgery-wecareindia.com/condition/neuropathic_pain.html

Ad-vlakna su mijelinizirana vlakna koja posreduju u prijenosu akutne, lokalizirane, ostre, brze
boli i prenose impulse brzinom 12-36 m/s. Poti¢u osobu na brzu reakciju kojom bi se uklonio
bolni podrazaj. Dijelimo ih u dva razreda: tip 11 tip II. Tip I reagira na mehanicke i kemijske
podrazaje, ali ima relativno visok prag podrazljivosti za toplinske podrazaje (>50°C). Reagirat
¢e na nize temperature samo ako se takav podrazaj odrzi odredeno vrijeme. Za ovaj tip Ao-
vlakana je bitna pojava senzitizacije na mjestu ozljede, $to znaci da ¢e se smanjiti mehanicki
ili toplinski prag podrazljivosti. Tip II Ad-nociceptora ima puno nizi prag podrazljivosti na
toplinske 1 znatno ve¢i na mehanicke podrazaje. Zbog toga je aktivnost vlakana tipa II
odgovorna za prvu reakciju na Stetnu toplinu, dok tip I Ad-vlakana posreduje kod pojave

mehanicki uzrokovane boli (Basbaum i sur., 2009).

C-vlakna su tanka demijelinizirana vlakna polimodalnog karaktera, odnosno osjetljiva su na
vise vrsta podrazaja, poput mehanickih, toplinskih i kemijskih (Perl, 2007). Prenose sporu,
tupu, difuznu bol brzinom 0,5-1,2 m/s (Bach-Rojecky, 2006).

Obje skupine vlakana ulaze u kraljesni¢énu mozdinu preko spinalnog korijena, nakon Cega se

bolni signali prenose do mozga neospinotalamickim ili paleospinotalami¢kim traktom.

Neospinotalamickim traktom se prenosi brza bol. Vecina Ad-vlakana zavrSava u marginalnoj
lamini ili lamini I dorzalnog roga te izluuje glutamat na svojim okon¢inama. Izluceni
glutamat dalje aktivira neurone drugog reda neospinotalamickog trakta koji dalje prenose
bolni signal sve do razine mozga.

Paleospinotalamicki put prenosi uglavnom sporu kroni¢nu bol koju provode nemijelinizirana
C-vlakna, iako se ponekad prenose i bolni signali putem Ad-vlakana. U ovom signalnom putu
sredi$nje grane perifernih C-vlakana zavr$avaju u Zelatinoznoj tvari dorzalnog roga, koju ¢ine
lamine 11 i I1l. Tamo iz svojih okonéina otpustaju supstanciju P i glutamat. Glutamat djeluje
brzo i kratko, dok se za supstanciju P smatra da je bitniji neurotransmitor koji se luéi iz
zavrsetaka C-vlakana. Otpusta se sporije te je vise odgovorna za daljnji prijenos signala
neuronima s kratkim vlaknima do lamine V dorzalnog roga. Odatle se bolni signal prenosi do
mozga (Guyton i Hall, 2011).

1.1.3. Neurotransmitori u prijenosu boli

Neurotransmitori su tvari bitne za prijenos bolnih signala izmedu dva neurona ili neurona i

druge stanice.



Glutamat je ekscitacijska aminokiselina i najvazniji ekscitacijski neurotransmitor u cijelom
ziv€anom sustavu, zbog Cega je kljucan za signalizaciju boli na svim razinama (D'Mello i
Dickenson, 2008). Uzrokuje depolarizaciju membrane putem ionotropnih AMPA (a-amino-3-
hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionska kiselina) i NMDA (N-metil-D-aspartat) receptora koji
se nalaze na membranama perifernih okonc¢ina aferentnih Zivaca, neuronima dorzalnog roga
kraljeSni¢ne mozdine i neuronima talamusa. Zajedno s glutamatom se periferno otpustaju
supstancija P i peptid srodan genu za kalcitonin (CGRP, engl. calcitonin gene related
peptide), $to je posebno izrazeno kod perifernih upalnih procesa (Carlton i Coggeshall, 1999).
Glutamat takoder moze djelovati na presinapticke NMDA receptore u dorzalnom rogu
kralje$sni¢ne mozdine, §to za posljedicu ima povecano lucenje neurotransmitora u srediSnje

sinapse (Milan, 1999).

Osim glutamata, za prijenos bolnih signala bitni su i supstancija P, CGRP, somatostatin,
vazoaktivni intestinalni peptid, faktor lucenja kortikotropina, kolecistokinin. Uz spomenute
neurotransmitore, postoje jo$ neki medijatori, poput adenozin-trifosfata (ATP-a), dusikovog
(IT) oksida i prostaglandina, koji se izlucuju iz ne-ziv€anih izvora u kraljesni¢noj mozdini, a

djelovanje im moze biti ekscitacijsko ili inhibicijsko.
1.1.4. Modulacija nocicepcije

Stupanj boli koji uzrokuje reakciju se znatno razlikuje od osobe do osobe. Razlog tome je
moguénost mozga da potiskuje ulazak bolnih signala u sredi$nji Ziv€ani sustav aktivacijom
sustava za kontrolu boli. Taj se sustav zove analgezijski sustav. Sastoji se od sive tvari oko
akvedukta i periventrikularnog podrucja, velike jezgre rafe i kompleksa za inhibiciju boli

smjestenog u straznjim rogovima kraljesni¢ne mozdine (Guyton i Hall, 2011).

Nakon stimulacije sive tvari oko akvedukta u mezencefalonu, signali se prenose do velike
jezgre rafe. Aksoni neurona, koji izlaze iz spomenute jezgre, prenose bolni signal sve do
kompleksa za inhibiciju boli smjeStenog u dorzalnom rogu kraljeSnicne mozdine. Tada

analgezijski sustav moze blokirati bol prije nego li bolni signal krene prema mozgu (Guyton i

Hall, 2011).

Silazni putovi mogu djelovati inhibicijski ili ekscitacijski na transmisiju u dorzalnom rogu.
Analgetsko djelovanje ostvaruje se inhibicijskim signalnim putovima. Inhibiraju se

ekscitacijski interneuroni, dok se inhibicijski, primjerice opioidni, ekscitiraju te se tako



smanjuje lucenje ekscitacijskih neurotransmitora iz okoncina aferentnih neurona (Vanegas i

Schaible, 2004).

Enkefalin i1 serotonin su najznacajniji neurotransmitori analgezijskog sustava, a izlucuju ih
mnogi neuroni iz periventrikularne jezgre i periakveduktalnog podrucja. Serotonin izlu¢en u
dorzalnom rogu kraljeSni¢ne mozdine poti¢e lu¢enje enkefalina. Za enkefalin se smatra da je
kljucan za presinapti¢ku i postsinapti¢ku inhibiciju bolnih signala koji u kraljesni¢nu mozdinu

dolaze putem C-vlakana i Ad-vlakana (Guyton i Hall, 2011).
1.2. UPALNA BOL

Upala je odgovor imunosnog sustava na infekciju ili ozljedu. Ukljuéena je u patogenezu
artritisa, tumora, infarkta, kao i neurodegenerativnih i kardiovaskularnih bolesti. Koristan je
dogadaj koji dovodi do uklanjanja stetnih faktora. Akutna faza upale je karakterizirana brzim
nakupljanjem granulocita, posebno neutrofila, te monocita koji sazrijevaju u upalne
makrofage te kasnije postaju tkivni makrofagi (Ricciotti i FitzGerald, 2011). Jedna od
posljedica ovog procesa je upravo pojava upalne boli, (dolor). Takoder se javljaju: rubor
(crvenilo), calor (toplina), tumor (oticanje) i gubitak funkcije. Upalna bol u ovakvom stanju
ima zastitnu ulogu jer ograni¢ava kretnje dijela tijela zahva¢enog upalom te tako sprjecava
daljnju Stetu tijekom procesa zacjeljivanja (Walsh 1 McWilliams, 2014). Kada se Stetni
uzro¢nik ukloni fagocitozom, upalna reakcija se polako smanjuje i1 nestaje (Ricciotti 1

FitzGerald, 2011).

Trombociti, mastociti, leukociti 1 druge stanice koje se nalaze oko nociceptora luce razne
tvari, kao Sto su citokini, prostaglandini, kinini, serotonini. Dolazi do aktivacije nociceptora,
Sto za posljedicu ima daljnje luCenje tvari, poput supstancije P i CGRP-a iz kolateralnih
ziv€anih zavrSetaka istog nociceptora. Nastaje ziv€ani impuls koji se prenosi aksonom u
kraljeSni¢nu mozdinu, ali 1 u kolateralne aksonske ogranke. Zbog toga dolazi do lu€enja
neuropeptida u kozi, pri ¢emu je supstancija P odgovorna za vazodilataciju, a CGRP za

povecanje kapilarne permeabilnosti (Sann i Pierau, 1998).

Izluceni medijatori upale mogu aktivirati nociceptore izravno, poput protona, ATP-a i
serotonina, ili pak djeluju na signalne procese koji se odvijaju unutar samog nociceptora
(Scholz i Woolf, 2002), Sto za posljedicu ima smanjenje praga aktivacije nociceptora i
povecanje podrazljivosti membrane aferentnog zavrSetka. To je stanje periferne senzitizacije

(Bach-Rojecky, 2006).



Takoder dolazi do aktivacije tihih (,,silent*) nociceptora koji ¢ine 10-20% nemijeliniziranih
C-vlakana koji se nalaze u kozi, zglobovima i organima te u fizioloskim uvjetima ne
odgovaraju na akutne bolne podrazaje. Medutim, u stanju upale dolazi do njihove

senzitizacije i aktivacije pomoc¢u raznih medijatora upale (Milan, 1999).

Promjene na periferiji uzrokuju i promjene na razini srediSnjeg ziv¢anog sustava (Slika 2).
Dolazi do aktivacije glija stanica u srediSnjem zivéanom sustavu i sredi$nje senzitizacije tako
Sto se mijenja transkripcija gena za neke molekule ukljucene u proces nocicepcije. Na primjer,
faktori rasta zivCanih stanica, koji su oslobodeni na periferiji, se prenose u stanic¢na tijela C-
vlakana u dorzalnom Kkorijenu (Woolf i Costigan, 1999). Tu dolazi do modifikacije
transkripcije gena za mnoge molekule (podjedinice receptora, neurotransmitore, enzime) na

nacin da se poveca njihovo stvaranje (Milan, 1999).
1.2.1. Senzitizacija i mehanizmi nastanka upalne boli

Senzitizacija je pojava karakteristicna za osjet boli, a oznaava pojacanje osjeta uslijed
ponovljenog i ucestalog podraZivanja nociceptora. Zbog toga dugotrajno podrazivanje
nociceptora uzrokuje pojacavanje boli i prijelaz boli iz akutne u kroni¢nu, dok se druge
osjetne stanice (za njuh, vid, sluh) prilagode dugotrajnom podrazaju koji u konacnici dovede

do smanjenja njihove podrazljivosti (Bach-Rojecky, 2006).

Pojava periferne 1 srediSnje senzitizacije je specificna za upalnu i neuropatsku vrstu boli

(Bach-Rojecky, 2006).

Povecanje podrazljivosti nociceptora zove se periferna senzitizacija. Medijatori upale koji su
oslobodeni periferno aktiviraju protein kinaze A i C preko receptora spregnutih s G-
proteinima. Aktivirane kinaze dalje fosforiliraju receptore i ionske kanale, zbog Cega se
smanjuju njihovi pragovi aktivacije, dok se podrazljivost membrane nociceptora povecava
(Petersen-Felix i Curatolo, 2002).

Kao posljedica hiperaktivnosti perifernih nociceptora, javljaju se sekundarne promjene u
dorzalnom rogu kraljesni¢ne mozdine, tj. dolazi do sredisnje senzitizacije, koja moze biti brza

i odgodena (Petersen-Felix i Curatolo, 2002).

Brza senzitizacija se javlja prilikom otpustanja glutamata koji dalje ostvaruje svoje ucinke
preko poststinaptickih NMDA receptora. Poveéanje broja i podrazljivosti NMDA receptora

ostvaruje se indirektno, preko kalcija, SP i ostalih kinina koji aktiviraju protein kinaze A i C,
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Sto rezultira fosforilacijom samih receptora (Coull i sur., 2003). Aktivacija NMDA receptora
glutamatom uzrokuje postsinapticko poveéanje koncentracije Ca?* koji u konacnici dovodi do
poveéane sinteze NO i akivacije NO-cGMP (cikli¢ki gvanozin monofosfat) puta u
presinaptickom neuronu. Na taj se nacin poveca lucenje ekscitacijskih aminokiselina 1
supstancije P u srediSnje sinapse (Jones i Sorkin, 2003; Ji i Woolf, 2001). Uocena je takoder
povecana ekspresija Na* kanala na postsinaptickim neuronima te N-tipa Ca®* kanala na

presinapti¢kim neuronima, Sto je bitno za proces brze centralne senzitizacije (Baron, 2005).

IzIuCeni neurotransmitori i medijatori upale mogu aktivirati glija stanice te tako potaknuti
lucenje proupalnih citokina, ATP-a 1 NO, Sto dodatno povecava lucenje eksitacijskih

neurotransmitora i supstancije P iz presinaptickih okoncina zivaca (Watkins i sur.,2001).

Transkripcijske promjene u neuronima dorzalnog roga kraljesni¢ne mozdine vjerojatan su
uzrok odgodene sredi$nje senzitizaciji. Izmedu ostalih, povecava se ekspresija gena za c-fos i
ciklooksigenazu-2 (COX-2), sto posljedi¢no povecava sintezu prostaglandina. Oni, djelujuci
postsinapticki ili presinapticki, povecavaju ekscitacijsku, odnosno reduciraju inhibicijsku
transmisiju (Scholz i Woolf, 2002).

UPALNA BOL gery, Mastociti -
br iy g
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_i f o o ol @ L .r: -l
b & 5 o F, G ]
- T H neutrofilni N

granulociti

periferna senzitizacija centralna senzitizacija

Slika 2. Patofiziologija upalne boli ukljucuje procese periferne i centralne ili sredisnje senzitizacije.
(modificirano prema Scholz i Woolf, 2002)

1.2.2. Hiperalgezija i alodinija

Hiperalgezija i alodinija su simptomi razli¢itih kroni¢nih bolnih stanja, ukljuc¢ujuci upalnu bol

(Jensen i Finnerup, 2014).



Hiperalgezija je pojam koji oznacava povecanu osjetljivost na bolne podrazaje. Moze biti
primarna i sekundarna. Primarna hiperalgezija se javlja na mjestu upale ili ozljede zivca ili
tkiva te moze biti uzrokovana termalnim, kemijskim ili mehanickim podrazajem, a nastaje
zbog promjena na razini nociceptora (Coutaux i sur., 2005). Sekundarna hiperalgezija je
uzrokovana mehanickom ozljedom zivca, pri ¢emu dolazi do povecane podrazljivosti
srediSnjih neurona. Nakon nekog vremena postaje neovisna o signalima koji dolaze s
periferije (Milan, 1999).

Alodinija je stanje povecane osjetljivosti na podrazaje koji nisu bolni. Javlja se kao posljedica
ozljede ZzivCanog sustava hladnoom ili mehani¢kim podrazajem. Mehanizam nastanka
alodinije ukljucuje sredi$nju senzitizaciju, reorganizaciju i aktivaciju senzitiziranih neurona u

dorzalnom rogu kraljesni¢éne mozdine (Bach-Rojecky, 2006).
1.3. GLIJA STANICE

Stanice srediSnjeg zivénog sustava mozemo podijeliti u dvije glavne skupine: neurone i glija

stanice (Slika 3) (Raghavendra i DeLeo, 2003).

Glija stanice ¢ine 70% populacije stanica u mozgu i kralje$ni¢noj mozdini. Imaju nekoliko
uloga: osigurati strukturnu potporu neuronima te regulirati njihov mikrookoli§, opskrbiti ih
nutrijentima i tvarima za biosintezu, odijeliti jedan neuron od drugoga te ukloniti ozlijedeni ili
nefunkcionalni neuron. Postoje tri vrste glija stanica u srediSnjem Ziv€anom sustavu, a to Su
astrociti, mikroglija i oligodendrociti (Raghavendra i DelLeo, 2003). Uklju¢ene su u
neuroimunosni odgovor koji slijedi nakon ozljede zivca ili upalne reakcije, a rezultira
pojavom trajne, kroni¢ne boli (Raghavendra i DeLeo, 2003). Nakon bolnog podrazaja dolazi
do promjene u koncentraciji odredenih iona (npr. Ca®" u astrocitima), posttranslacijskih
promjena (npr. fosforilacija protein kinaze aktivirane mitogenom — MAPK, engl. mitogen-
activated protein kinases), translacijskih i transkripcijskih promjena (npr. promjena molekula
eksprimiranih na povrsini glija stanica), morfoloskih promjena (npr. hipertrofija — rast glija

stanica) i proliferacije (povecanje broja glija stanica) (Ru-Rong i sur., 2013).



Mikroglija Oligodendrociti
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Slika 3. Stanice sredisnjeg Zivéanog sustava: neuroni i glija stanice (astrociti, mikroglija i
oligodendrociti)

(preuzeto s: https://www.dreamstime.com/stock-illustration-glial-cells-brain-neurons-neuroglial-non-

neuronal-there-different-types-oligodendrocyte-image47546395)

1.3.1. Mikroglija

Mikroglija su makrofazima slicne stanice smjeStene u srediSnjem Zivéanom sustavu te su
najmanje od svih glija stanica (Ling i Wong, 1993). U fizioloskim uvjetima stupaju u
interakcije sa sinapsama te tako doprinose njihovoj funkciji (Tremblay i sur., 2011). Bitnu
ulogu imaju u neuroinflamatornom odgovoru organizma na ozljedu ziv€anog sustava ili
prodor mikroorganizama (Aschner i sur., 1999). Dolazi do promjene njihovog oblika iz
razgranatog u ameboidni, mijenja se broj 1 vrsta molekula na njihovoj povrsini te se odvija
proces proliferacije, pri ¢emu se njihov broj znatno poveéa ve¢ dva dana nakon ozljede.
Brojnim studijama dokazana je znacajna uloga mikroglije U razvoju neuropatske i akutne

upalne boli (Ru-Rong i sur., 2013).
1.3.2. Astrociti

Astrociti su specijalizirane glija stanice zvjezdastog oblika, puno ih je vise od neurona te su
prvo opisane kao potporne stanice. Medutim, u posljednjim desetlje¢ima je otkriveno da su
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oni odgovorni za velik broj kompleksnih funkcija u zdravom srediSnjem Ziv€anom sustavu,
$to ukljucuje ulogu u sinaptickoj transmisiji i obradi informacija koje dolaze do neurona

(Sofroniew i Vinters, 2010).

Nalazimo ih u cijelom sredi$njem zivéanom sustavu. Podijeljeni su u dvije skupine (Slika 4) s
obzirom na razlike u morfologiji i anatomskoj lokaciji: protoplazmatski astrociti, koji se
nalaze u sivoj tvari, i fibrozni astrociti, koji se nalaze u bijeloj tvari (Sofroniew i Vinters,
2010).

Krvna zila

Protoplazmatski astrocit | Fibrozni astrocit

Slika 4. Skupine astrocita s obzirom na morfologiju i lokaciju: protoplazmatski i fibrozni astrocit
(preuzeto s: http://biol469.tumblr.com/post/102308669175/chapter-22-nerve-cells-neural-circuity-and)

Detekcija astrocita mogu¢a je imunohistokemijskim tehnikama. Spomenuta metoda
omogucuje detekciju specifiénih molekulskih markera na razini stanice. U slucaju astrocita
prati se ekspresija GFAP (engl. Glial Fibrillary Acidic Protein) na njihovoj povrsini. Taj je
protein prvo izoliran u visokim koncentracijama u starim demijeliziranim nakupinama kod
pacijenata s mulitplom sklerozom te ga se povezalo s reaktivnim astrocitima u takvim
nakupinama. Moze se koristiti kao pouzdan marker reaktivnih astrocita koji reagiraju na
ozljedu srediSnjeg Ziv€anog sustava. Medutim, GFAP nije uocljiv na astrocitima koji se
nalaze u zdravom tkivu sredisnjeg ziv¢anog sustava ili dijelu udaljenom od ozljede te zbog
toga nije potpuni marker svih astrocita (Sofroniew, 2009). Osim GFAP, kao markeri za

astrocite mogu se koristiti i vimentin, S-100 protein i glutamin-sintetaza (Ridet i sur., 1997).
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Na svojoj povrsini astrociti eksprimiraju K* i Na* ionske kanale, ali ne provode akcijski
potencijal, za razliku od neurona. Kod njih je za komunikaciju s neuronom ili astrocit-astrocit
komunikaciju bitno regulirano poveéanje koncentracije unutarstani¢cnog Ca®* (Nedergaard i

sur., 2003).

Ostecenje perifernog zZiv€anog sustava ozljedom ili upalom uzrokuje srediSnju senzitizaciju i
znacajnu aktivaciju astrocita u dorzalnom rogu kraljesni¢éne mozdine (Raghavendra i DelLeo,
2003). Uzrok aktivacije astrocita mogu biti ozljeda zivca, ozljeda kraljesni¢éne mozdine,
kroni¢na primjena opioida, primjena antineoplasti¢nih lijekova, tumor kostiju i koze,
neuropatija uzrokovana HIV infekcijom (Ru-Rong i sur., 2013). Poveéani broj odredenih
neurotransmitora, koji se otpustaju u dorzalnom rogu kraljesni¢ne mozdine zbog periferne
ozljede, uzrokuju promjene astrocita. Dolazi do poveéanja njihovog broja i ekspresije
odredenih molekula na njihovoj povr$ini, poput GFAP, vimentina i S-100, koji se zbog toga i
koriste kao markeri za prac¢enje aktivnosti astrocita. Na povrsini ove vrste glija stanica nalaze
se 1 brojni receptori za glutamat, supstanciju P, CGRP, citokine i kemokine, poput receptora
za interleukin 18 (IL-18), faktor nekroze tumora (TNF, engl. tumor necrosis factor), sto

spomenute molekule ¢ini potencijalnim aktivatorima astrocita (Old i sur., 2015).

Smanjenje glutamatnih transportera GLT1 (engl. glutamate transporter-1) i GLAST (engl.
glutamate and aspartic acid transporter) nakon aktivacije astrocita je jedna od glavnih
promjena za koju se vjeruje da je najvise odgovorna za doprinos astrocita procesu odrzavanja
boli. Posljedica je povecanje razine izvanstani¢nog glutamata koji doprinosi procesu
senzitizacije preko NMDA i AMPA receptora (Old i sur., 2015).

Posljednja istrazivanja su pokazala da astrociti postaju vidljivi 1 prolaze kroz proces
proliferacije nekoliko dana nakon periferne ozljede Zzivca, odnosno nakon odgovora
mikroglije. Takoder je vazno naglasiti da ostaju u aktiviranom stanju duze od mikroglije, zbog
¢ega mozemo reci da mikroglija ima bitnu ulogu u inicijaciji boli, dok su astrociti zasluzni za

njeno odrzavanje (Old 1 sur., 2015).
1.3.3. Neuron-astrocit i mikroglija-astrocit interkacija

Budu¢i se bolni signal prenosi neuronima, glija stanice moraju stupati u interakciju s

neuronima kako bi utjecali na bolni podrazaj, a takoder stupaju i u medusobne interakcije

(Slika 5) (Ru-Rong i sur., 2013).
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Slika 5. Shematski prikaz neuron-glija i glija-glija interakcija u kraljesnicnoj mozdini tijekom
kronicne boli. Nakon ozljede dolazi do otpustanja ATP-a, kemokina, CGRP-a iz okoncina primarnog
aferentng neurona, Sto dovodi do aktivacije mikroglije u dorzalnom rogu. Ona u aktiviranom stanju

proizvodi proupalne citokine (TNF-o, IL-1p, IL-18) i faktor rasta, Sto ima za posljedicu pojavu
sredisnje senzitizacije. Astrociti mogu biti aktivirani medijatorima iz mikroglije (TNF-a i IL-18).

Posljedicna fosforilacija protein kinaze JNK u astrocitima dovodi do stvaranja i otpustanja kemokina

i citokina. Aktivirani astrociti smanjuju broj transportnih proteina za glutamat na svojoj povrsini
(GLT1 i GLAST) te otpustaju ATP i IFN-y koji odrzavaju mikrogliju u aktiviranom stanju.

(modificirano prema: Ru-Rong i sur., 2013)
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Signali koji se prenose neuronima su bitni za aktivaciju astrocita. Na okon¢inama primarnih
senzornih neurona luci se faktor rasta fibroblasta (FGF, engl. fibroblast growth factor) koji
ima vaznu ulogu u komunikaciji neuron-astrocit. FGF, kao aktivator astrocita, poti¢e njihovu

mitozu, rast i diferencijaciju, $to je bitno za njihovo odrzavanje boli (Ji i sur., 2006).

Nakon pojave bolnog podrazaja prvo se aktivira mikroglija. Ona luci signalne molekule, od
kojih su najbitnije TNF-a. i interleukin 18 (IL-18). TNF-a uzrokuje fosforilaciju JNK (engl. c-
Jun N-terminal kinases) u astrocitima. To je enzim Kkoji pripada skupini protein kinaza
aktiviranih mitogenom (MAPK, engl. mitogen-activated protein kinase) te utjete na
biosintezu proupalnih citokina na transkripcijskoj i translacijskog razini (Mehan i sur., 2011).
Interleukin 18, otpusten iz mikroglije, aktivira specifi¢ni receptor u astrocitima, Sto dalje
dovodi do aktivacije transkripcijskog faktora NF-«kB (engl. nuclear factor xB). Medutim,
astrociti takoder otpustaju brojne molekule nakon svoje aktivacije, a neke od njih povratno
utjeCu na aktivnost mikroglija stanica, poput ATP-a (adenozin trifostafa) i interferona-y (Ru-
Rong i sur., 2013).

1.4. LIJECENJE BOLI

Dvije osnovne skupine lijekova koji se koriste u lijeCenju boli su nesteroidni anti-inflamatorni

lijekovi (NSAIL) i opioidni agonisti.

Nesteroidni anti-inflamatorni lijekovi postizu analgetski u¢inak inhibicijom ciklooksigenaze
(COX), enzima koji sudjeluje u sintezi prostaglandina iz arahidonske kiseline. Ovi lijekovi
djeluju na periferiji, kao i na razini kraljesni¢ne mozdine. COX ima dvije strukturne izoforme,
COX-1 i COX-2, pa lijekove iz ove skupine razlikujemo po selektivnosti za odredenu
izoformu ciklooksigenaze. COX-1 je bitna u stvaranju prostaglandina uklju¢enih u normalne
fizioloske procese, poput zastite zeluCane sluznice, regulacije renalnog protoka krvi, dok je
COX-2 eksprimirana u upalnim stanicama. Zbog toga je novija generacija lijekova iz ove
skupine dizajnirana na nacin da Sto selektivnije inhibira COX-2, kako bi se izbjegla
gastrotoksi¢nost i nefrotoksi¢nost. Zajednicki naziv tih lijekova je koksibi (npr. celekoksib).
Neki od neselektivnih NSAIL su: acetilsalicilna kiselina, ibuprofen, ketoprofen, naproksen,
indometacin, diklofenak (Lynch i Watson, 2006).

Opioidni agonisti su jaki analgetici koji ostvaruju svoj ucinak vezanjem na opioidne
receptore. Postoje tri razli¢ite vrste opiodinih receptora, ali za analgetski ucinak su najbitniji

p-opioidni receptori (Rosenblum i sur., 2008). Opiodini agonisti pojac¢avaju silaznu inhibiciju
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U mozgu, dok se na razini kraljeSnicne mozdine i periferije smanjuje lucenje ekscitacijskih
neurotransmitora. Nuspojave karakteristicne za ovu skupinu lijekova su: sedacija, mucnina,
konstipacija i znojenje (Lynch i Watson, 2006). Uz ovu vrstu analgetika takoder je povezan
pojam tolerancije, koji je definiran kao smanjen subjektivni i objektivni ucinak jednake
koli¢ine opioida nakon odredenog vremena, zbog Cega je potrebno povecanje doze lijeka za
postizanje istog ucinka (Rosenblum i sur., 2008). Glavni prestavnik ove skupine lijekova je
mofin, a ostali lijekovi s ovim mehanizmom djelovanja su: fentanil, oksikodon, tramadol
(Lynch i Watson, 2006).

Medutim, kako u terapiji kroni¢ne boli standardni analgetici nisu djelotvorni, koriste se
lijekovi koji po svojoj primarnoj ulozi nisu analgetici, poput antidepresiva (amitriptilin,
desimipramin, nortriptilin), antiepileptika (gabapentin, pregabalin, okskarbazepin,
karbamazepin, topiramat), lokalnih anestetika (lidokain), kanabinoida. Lijekovi iz ovih
terapijskih skupina smanjuju aktivnost natrijevih i kalcijevih kanala, djeluju antagonisti¢ki na
NMDA receptore, sprjeavaju nastajanje i provodenje bolnih signala te tako smanjuju osjet
boli (Lynch i Watson, 2006).

Budu¢i je u patofizioloSkim procesima kronicne boli zabiljeZena znacajna uloga glija stanica,
proucavan je utjecaj nekih lijekova na glija stanice 1 njihova potencijalna primjena u stanju
kroni¢ne boli. Jedan od tih lijekova je leflunomid, lijek indiciran za reumatoidni artritis.
Njegov aktivni oblik inhibira aktivaciju glija stanica u kralje$sni¢noj mozdini nakon periferne
ozljede. Drugi istrazivani lijek je fluorocitrat. On je metabolicki inhibitor glija stanica.
Medutim, zbog svoje toksic¢nosti 1 neselektivnog uniStavanja glija stanica nije prikladan za
klinicku upotrebu. Nadalje, proucavani su 1 derivati ksantina. Ovi lijekovi smanjuju aktivaciju
glija stanica, inhibiraju otpuStanje proupalnih citokina te potiCu preuzimanje izvanstani¢nih
ekscitatornih aminokiselina pomocu transportera na glija stanicama. Lako prolaze krvno-
mozdanu barijeru i dokazana je njihova sigurnost primjene (Raghavendra i DelLeo, 2003).
Prema tome, lijekovi koji izravno ili neizravno djeluju na glija stanice mogu djelovati na
signalni put povezan s MAPK, na aktivatore glija stanica ili na medijatore otpustene iz glija

stanica (Ru-Rong i sur., 2013).

Novije studije su pokazale da lipidni medijatori, poput rezolvina, protektina i lipoksina, imaju
protuupalni u¢inak te bi mogli smanjiti upalu i postoperativnu bol, i to primijenjeni u niskim
dozama. Receptori za ove medijatore su Siroko rasprostranjeni u neuronima, glija stanicama 1

stanicama imunosnog sustava. Ukoliko im se dokaZze potentnost i sigurnost primjene, ovi
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endogeni lipidni medijatori, njihovi analozi ili agonisti bi mogli imati vaznu ulogu u terapiji
kroni¢ne boli (Ru-Rong i sur., 2013).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Na temelju brojnih istrazivanja zakljuCeno je da se glija stanice, ukljucujuci astrocite,
aktiviraju u modelima kroni¢ne boli te imaju znacajnu ulogu u njenom odrzavanju. Nakon
periferne ozljede ili upale, bolni impuls se prenosi neuronima do kralje$ni¢ne mozdine, gdje
dolazi prvo do aktivacije mikroglije, a zatim i astrocita. To rezultira promjenama u njihovom
broju, veli¢ini, ekspresiji molekula na njihovoj povrsini te koli¢ini i vrsti medijatora koje
otpustaju. Spomenute promjene doprinose srediS$njoj senzitizaciji i imaju bitnu ulogu u

patofiziologiji kroni¢ne boli.

Cilj ovog rada je imunohistokemijskom metodom istraziti aktivaciju astrocita u dorzalnom
rogu kralje$ni¢ne mozdine u eksperimentalnom modelu kroni¢ne misSi¢ne boli uzrokovane
intramuskularnom primjenom karagenana. Rezultati ovog istrazivanja mogli bi ukazati na
ulogu aktiviranih astrocita u odrzavanju kroni¢ne boli miSi¢nog porijekla i usmjeriti daljnja

istazivanja u tom podrucju.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. TKIVO

U istrazivanju su koriSteni uzorci poprecnih prereza lumbalnog dijela kraljesni¢ne
mozdine muzjaka Stakora soja Wistar, dobiveni transkardijalnom perfuzijom zivotinja nakon
provedenih bihevioralnih mjerenja od strane osoba osposobljenin za rad s pokusnim
zivotinjama. U pokusima koji su bili provodeni na laboratorijskim Zivotinjama slijedio se
Zakon o zastiti zivotinja (NN 125/13) te smjernice Medunarodne udruge za proucavanje boli
(International Association for Study of Pain, IASP). Za obavljanje pokusa na projektima
dobivena je dozvola Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu (br.

0-26/2005-439).
3.1.1. Metoda izazivanja kroni¢ne misi¢ne boli

U Zivotinja starih od 3 do 4 mjeseca, tezine 300 do 400 g, uzgajanih na Zavodu za
farmakologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, izazvana je kroni¢na bilateralna
miSi¢na bol 2 tjedna nakon injiciranja 100 pL 3%-tnog karagenana, otopljenog u fizioloskoj
otopini (0,9% NaCl), u trbusasti misi¢ lista (musculus gastrocnemius) (Radhakrishnan i sur.,
2003). Nastanak bilateralne boli prac¢en je pojavom mehanicke alodinije na objema straznjim
Sapama, u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja. Kontrolna je skupina Zivotinja, umjesto
karagenana, injicirana istim volumenom fizioloske otopine, te se u njih mehanicka alodinija
ne razvija. Osjetljivost desne i lijeve straznje Sape je testirana primjenom von Freyjevih
filamenata (Slika 6), svaki drugi dan u vremenskom periodu od 21 dana. Primjenjivani su
filamenti od 1, 2, 4, 8, 15, 26 Nm u trajanju od 2 sekunde i intervalima od 5 sekundi izmedu
pojedinih aplikacija. ZabiljeZena je najniZza snaga filamenta na koju je Zivotinja reagirala
povlacenjem straznje Sape. 21. dan pokusa, 4 Zivotinje iz svake grupe su podvrgnute procesu
transkardijalne perfuzije paraformaldehidom radi uzimanja uzoraka lumbalnog dijela

kraljeSni¢ne moZzdine.
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Slika 6. Von Freyjevi filamenti.

3.1.2. Priprema tkiva za imunohistokemijsku analizu

Lumbalni dio kraljesni¢éne mozdine zrtvovanih Zivotinja je najprije ¢uvan tijekom noci
na 4°C u 15%-tnoj otopini sukroze u paraformaldehidu. Sutradan su uzorci stavljeni na
Cuvanje u 30%-tnu otopinu sukroze u fosfatnom puferu (engl. phosphate-buffered saline,
PBS), nakon ¢ega su smrznuti na -80°C do upotrebe. Smrznuti su uzorci izrezani na kriostatu
(Leica, Njemacka) na prereze debljine 30um. Imunohistokemijska se analiza provodila na

lumbalnom segmentu L3-L5.
3.2. KEMIKALIJE

Za imunohistokemijsku analizu koriStene su sljede¢e kemikalije: Triton X-100
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD), kozji serum (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD),
primarno misje monoklonsko protutijelo na GFAP (koncentracija 1:1000), sekundarno misje
protutijelo Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD), medij za ocuvanje
fluorescencije Fluorogel® (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, SAD).
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3.3. IMUNOHISTOKEMIJA

Odabrani L3-L5 segmenti lumbalnog dijela kralje$ni¢ne mozdine stavljeni su u jazice
s fosfatnim puferom, na nacin prikazan na Slici 7 (8 prereza po jazici). Prerezi su ispirani 3
puta po 5 minuta u 0,25%-tnoj otopini PBS — TritonX100 (PBST), blokirani 10%-tnim kozjim
serumom tijekom 1 sata i inkubirani tijekom no¢i na sobnoj temperaturi S primarnim misjim
protutijelom na GFAP (koncentracija 1:1000) razrijedenim u 1%-tnom kozjem serumu.
Sljedeci su dan uzorci ispirani 3 puta po 5 minuta PBST-om, nakon ¢ega su inkubirani 2 sata
na sobnoj temperaturi s fluorescentnim sekundarnim misjim protutijelom Alexa Fluor 488
(1:400), razrijedenim s 1%-tnim kozjim serumom u tami. Uzorci su opet ispirani 3 puta po 5
minuta, nakon Cega su naneseni na predmetna stakalca. Kako bi se sprijeio gubitak
fluorescencije, na uzorke je nanesen Fluorogel® te je stavljeno pokrovno stakalce. Prerezi su
vizualizirani fluorescentnim mikroskopom (Olympus BX51, Olympus, Tokyo, Japan)
spojenim na digitalnu kameru (Olympus DP-70, Olympus, Tokyo, Japan) i fotografirani

koriste¢i 10x 1 20X povecanje.

Slika 7. Shema nanosenja uzoraka u jazice
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3.4. ANALIZA IMUNOFLUORESCENCIJE GFAP

Za prikaz imunofluorescencije proteina GFAP od svih je fotografiranih prereza
izabran jedan koji reprezentativno opisuje kontrolnu skupinu i jedan koji prikazuje skupinu
tretiranu karagenanom. Slike su spojene u programu Microsoft Paint, a potom su svjetlina i

kontrast slike ugodeni u programu Adobe Photoshop.

Kvantitativna analiza provedena je primjenom programa Image J (imagej.nih.gov/ij/). To je
program koji omogucava izraCunavanje povrSine i odredivanje vrijednosti piksela unutar
zadanog odabira. Prema literaturnim podacima, astrociti se u bolnom podrazaju aktiviraju,
mijenjaju morfoloska svojstva te ekspresiju nekih proteina, uklju¢uju¢i GFAP (engl. Glial
Fibrillary Acidic Protein), koji se moze detektirati u senzornim laminama 1-6 dorzalnog roga
kralje$ni¢ne mozdine. Nakon §to je u programu oznacena regija od interesa (ROIL, engl.
Region Of Interest), opcije programa mjerenja su postavljene tako da se na oznafenim
regijama mjeri povr§ina oznaéene regije, koja je smjestena unutar lamina 1-6, i intenzitet
fluorescencije na oznacenoj regiji. Prilikom oznacavanja izbjegavao se povrsinski dio
dorzalnog roga zbog nespecificnog obojenja. U obje skupine su bile po 4 Zivotinje te su
analizirana po 3 prereza svake zivotinje. Nakon analize izraCunata je srednja vrijednost

pojedinog parametra za svaku zivotinju te u konacnici za svaku skupinu.

3.5. STATISTICKA ANALIZA

Rezultati, koji su dobiveni ovim eksperimentom, prikazani su kao srednja vrijednost
skupine +/- standardna pogreska aritmeti¢ke sredine (SEM). Razlika varijanci je analizirana
jednosmjernom analizom (One-Way ANOVA) i nakon toga Turkey post hoc testom za
analizu razlika medu skupinama. Kao statisticki znac¢ajna razlika, smatra se ona za koju je

vrijednost p<0.05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom se diplomskom radu promatrala aktivacija astrocita u senzornim laminama
kraljeSni¢ne mozdine, koriste¢i metodu imunohistokemije. Aktivacija astrocita analizirana je
dvjema mjerama: intenzitetom fluorescencije, s obzirom da aktivirani astrociti eksprimiraju
vise GFAP (Raghavendra i DelLeo, 2003) te povrSinom koju fluorescencija zauzima na
podrucju interesa (ROI), s obzirom da aktivirani astrociti mijenjaju svoj oblik (Raghavendra i
DeLeo, 2003).

4.1. KVALITATIVNA ANALIZA EKSPRESIJE GFAP

Prema literaturnim podacima, promjena mikrookolisa astrocita, do koje dolazi u
eksperimentalnim modelima kroni¢ne boli, uzrokuje njihove morfoloske promjene. Astrociti
prolaze kroz proces hipertrofije te dolazi do povecane ekspresije GFAP na njthovoj povrsini
(Old i sur., 2015). Medutim, prouc¢avanjem astrocita u senzornim laminama (1-6) dorzalnog
roga u ovom pokusu nije uo¢eno povecanje broja astrocita ili ekspresije GFAP, Kkoji se koristi
kao marker za pracenje aktivacije astrocita. Ne postoji razlika u povrSini i koli¢ini
imunoreaktivnosti izmedu kontrolne skupine i skupine kojoj je injiciran 3%-tni karagenan niti

ipsilateralno (na strani ozljede), niti kontralateralno (suprotno od mjesta ozljede) (Slika 8).

ipsilateralna strana kontralateralna strana

fizioloska otopina i.m.

karagenan i.m.

Slika 8. Ekspresija GFAP u astrocitima senzornih lamina (1-6) lumbalnog dijela (L3-L5) kraljesnicne

mozdine u ispitivanim eksperimentalnim skupinama.
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4.2. KVANTITATIVNA ANALIZA EKSPRESIJE GFAP

Kako bi se provjerila opazanja kvalitativne analize i omogudila statisticka obrada
podataka u svrhu usporedbe dviju grupa zivotinja, bilo je nuzno provesti kvantitativnu analizu
pomocu programa Image J. Nakon prilagodavanja postavki tako da se $to vise fluorescencije
pokrije, bilo je potrebno oznaciti regiju od interesa, ROI. Pri tome je bilo vazno izbjeci
povrsinski dio dorzalnog roga zbog nespecifi¢ne obojenosti, a analiza se provodila na slikama
prereza s ve¢im povecanjem (20x). Nakon analize po 3 prereza svake Zivotinje, izraCunata je
srednja vrijednost za svaku zivotinju, pa srednje vrijednosti za svaku grupu zivotinja (Tablica

1). Rezultati su prikazani i graficki na Slici 9.

Tablica 1. U eksperimentalnom modelu kronicne misi¢ne boli uzrokovane karagenanom nije uocena
povecana ekspresija GFAP na astrocitima kraljesnicne mozdine pokusnih Zivotinja promatrano
ipsilateralno i kontralateralno, mjerenjem: A) intenziteta fluorescencije i B) povrsine s

imunofluorescencijom. Prikazana je srednja vrijednost sa standardnom devijacijom i pogreskom.

A)
INTENZITET FLUORESCENCLE |IPSILATERALNO KONTRALATERALNO
KONTROLA  |BOL KONTROLA BOL
Srednja vrijednost 7.731.970 7.271.853 7.621.473 7.272.045
5D 252.173,33 701.515,20 333.585,82 573.165,21
SEM 126.086,66 350.757,60 166.792,91 286.582,60
B)
POVRSINA S
IMUNOFLUORESCENCIJIOM  |IPSILATERALNO KONTRALATERALNO
KONTROLA  |BOL KONTROLA BOL
Srednja vrijednost 369487,25 350034,17 369490,42 353396,92
5D 30013,03 26171,7 26584,1 29033,98
SEM 15006,51 13085,85 13292,05 14516,99
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Slika 9. U eksperimentalnom modelu kronicne misiéne boli uzrokovane karagenanom nije uocena
povecana ekspresija GFAP na astrocitima kraljesnicne mozdine pokusnih Zivotinja promatrano
ipsilateralno i kontralateralno, mjerenjem: A) intenziteta fluorescencije i B) povrsine s

imunofluorescencijom. Prikazana je srednja vrijednost sa standardnom devijacijom i pogreskom.

Iz rezultata analize je vidljivo da bilateralna hiperosjetljivost na mehanicki podrazaj

uzrokovana injiciranjem 3%-tnog karagenana nije pracena povecanom ekspresijom GFAP,
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odnosno aktivacijom astrocita 21 dan nakon ozljede. Prema tome, iako su astrociti aktivirani u
neuropatskim i upalnim modelima boli, u ovom opisanom modelu oc¢ito ne pridonose

odrzavanju kroni¢ne boli misi¢nog porijekla.

Osim modela karagenanom uzrokovane miSi¢ne boli koji je koriSten za potrebe dijela
istrazivanja prikazanih u ovom diplomskom radu, kroni¢na misi¢na bol moze se uzrokovati i
injiciranjem fizioloske otopine u m. gastrocnemius (Radhakrishnan i sur., 2003). U tom je
modelu takoder nakon imunohistokemijske analize aktivacije glija stanica u lumbalnom dijelu
kralje$ni¢ne mozdine pokazano da nema znacajne aktivacije glija stanica, ukljucujuéi astrocite
(Ledeboer i sur., 2006). Prema tome, mozemo zakljuciti da bilateralna hiperosjetljivost nastala

nakon ozljede miS$i¢a nije pracena aktivacijom glija stanica.
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5. ZAKLJUCAK

U ovom diplomskom radu mjeren je stupanj aktivacije astrocita imunohistokemijskom
metodom u uzorcima kraljeSnicne mozdine pokusnih zivotinja kojima je uzrokovana kroni¢na
bol intramuskularnim injiciranjem 3%-tne otopine karagenana. Imunohistokemijskom
analizom pokazali smo da nema statisticki znacajnog povecanja ekspresije markera aktivacije
astrocita (GFAP) u dorzalnom rogu kralje$ni¢éne mozdine 21 dan nakon pocetne ozljede
misi¢a. Dobiveni rezultati dovode do zakljucka da, za razliku od kroni¢ne neuropatske boli,

astrociti nemaju bitnu ulogu u nastajanju i odrzavanju kroni¢ne boli misiénog porijekla.

S obzirom da je aktivacija astrocita u ovom radu analizirana samo u jednoj vremenskoj tocki,
potrebna su daljnja istrazivanja koja bi u obzir uzela ranije i1 kasnije vremenske tocke te druge

pokazatelje aktivnosti astrocita i mikroglije kod kroni¢ne boli koStano-misi¢nog porijekla.
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7. SAZETAK

Upalna bol javlja se nakon upale ili ozljede tkiva prilikom ¢ega dolazi do lucenja upalnih
medijatora Kkoji aktiviraju nociceptore. Periferne promjene uzrokovane upalom dovode do
senzitizacije neurona u kralje$ni¢noj mozdini. Ti procesi, poznati kao periferna i sredi$nja

senzitizacija, doprinose prelasku akutne boli u kroni¢nu.

Elektri¢ni impulsi nastali podrazivanjem nociceptora na periferiji dolaze u dorzalni rog
kralje$ni¢ne mozdine, gdje se nalaze astrociti. To su glija stanice zvjezdastog oblika za koje je
dokazano da se aktiviraju u modelima kroni¢ne boli i otpustaju medijatore koji doprinose

procesu sredi$nje senzitizacije.

U ovom diplomskom radu mjeren je stupanj aktivacije astrocita imunohistokemijskom
metodom u uzorcima kraljesni¢ne mozdine pokusnih Zivotinja kojima je uzrokovana kroni¢na
bol misi¢nog porijekla injiciranjem 3%-tne otopine karagenana. Imunohistokemijskom
analizom pokazali smo da nema statisticki znac¢ajnog povecanja ekspresije markera aktivacije
astrocita (GFAP) u dorzalnom rogu kraljesnicne mozdine 21 dan nakon pocetne ozljede
misi¢a. Dobiveni rezultati dovode do zakljucka da, za razliku od kroni¢ne neuropatske boli,

astrociti nemaju bitnu ulogu u nastajanju i odrzavanju kroni¢ne boli misi¢nog porijekla.

Potrebna su daljnja istrazivanja uklju¢enosti astrocita u procese razvoja kroni¢ne boli koja bi
u obzir uzela promatranja njihove aktivacije u razli¢itim vremenima od pocetne ozljede
dubokih tkiva te interakciju s mikroglijom i1 neuronima. Rezultati tih istrazivanja bi u
konacnici mogli usmjeriti razvoj potencijalnih novih analgetika za lije€enje kroni¢nih boli na

modulaciju funkcije glija stanica u srediSnjem Ziv€anom sustavu.
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SUMMARY

Inflammatory pain occurs as a result of inflammation or tissue injury which causes the
secretion of various inflammatory mediators that activate nociceptors. Peripheral changes
caused by inflamation result in sensitization of spinal cord neurons. Those processes, known

as peripheral and central sensitization, contribute to the transition from acute to chronic pain.

Electrical impulses generated by activated nociceptors on periphery are transmitted to the
dorsal horn of the spinal cord, where are placed astrocytes. They are a star-shaped glia cells
activated in experimental models of chronic pain and they release mediators that make

contribution to the process of central sensitization.

This thesis is based on measurement of astrocyte activation, using an immunohistochemical
method, in tissue samples of dorsal horn of the spinal cord of animals which had previously
caused chronic muscle pain by wusing 3% carrageenan solution. Using an
immunohistochemical analysis we revealed that there is no statistically significant increase in
expression of astrocytes marker (GFAP) in the dorsal horn of the spinal cord 21 day after the
initial muscle injury. These results lead us to the conclusion that, unlike the chronic
neuropathic pain, astrocytes do not have an important role in appearance and maintenance of

chronic muscle pain.

Further researches about the involvement of astrocytes in processes of development of
chronic pain are needed. They should consider activation of astrocytes in different times after
initial injury of deep tissues and their interaction with microglia and neurons. The results of
those researches could direct development od new analgetic drugs for chronic pain on

modulation of function of glia cells in central nervous system.
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SUMMARY

Inflammatory pain occurs as a result of inflammation or tissue injury which causes the secretion of various
inflammatory mediators that activate nociceptors. Peripheral changes caused by inflamation result in sensitization of
spinal cord neurons. Those processes, known as peripheral and central sensitization, contribute to the transition from
acute to chronic pain.

Electrical impulses generated by activated nociceptors on periphery are transmitted to the dorsal horn of the spinal
cord,where are placed astrocytes. They are a star-shaped glia cells activated in experimental models of chronic pain
and they release mediators that make contribution to the process of central sensitization.

This thesis is based on measurement of astrocyte activation, using an immunohistochemical method, in tissue samples
of dorsal horn of the spinal cord of animals which had previously caused chronic muscle pain by using 3%
carrageenan solution. Using an immunohistochemical analysis we revealed that there is no statistically significant
increase in expression of astrocytes marker (GFAP) in the dorsal horn of the spinal cord 21 day after the initial muscle
injury. These results lead us to the conclusion that, unlike the chronic neuropathic pain, astrocytes do not have an
important role in appearance and maintenance of chronic muscle pain.

Further researches about the involvement of astrocytes in processes of development of chronic pain are needed. They
should consider activation of astrocytes in different times after initial injury of deep tissues and their interaction with
microglia and neurons. The results of those researches could direct development od new analgetic drugs for chronic
pain on modulation of function of glia cells in central nervous system.
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