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1 UVvOD

1.1 Botulinum toksin

Botulinum toksin je neurotoksin kojeg proizvodi bakterija Clostridium botulinum i
jedna je od najotrovnijih poznatih bioloskih tvari. Clostridium botulinum je anaerobna, gram-
positivna, sporogena bakterija koja nastanjuje biljke, tlo, vodu i probavni trakt Zivotinja
(Nigam 1 Nigam, 2010). Poznato je 7 serotipova botulinum toksina (A-G), a nedavno je
otkriven osmi, serotip H (Barash i Arnon, 2013). Tip A je najpotentniji toksin, a slijede tipovi
B i F. Tipovi A, B i E obi¢no su povezani s botulizmom u ljudi (Nigam i Nigam, 2010).
Intoksikacija se naj¢eS¢e dogada putem neispravno obradene hrane, no moguéi put je i
inhalacijski $to je povezano s bioterorizmom (Arnon i sur., 2001). Rani simptomi bolesti
ukljucuju umor, slabost, vrtoglavicu, zamagljenje vida, suha usta i potesko¢e u gutanju i
govoru. Bolest moze napredovati u paralizu miSi¢a vrata 1 ruku, nakon cega se zahvacaju
(http://www.who.int). Letalna doza kristaliénog botulinum toksina tipa A za covjeka od 70 kg
iznosi 0,09-0,15 pg primijenjenog intravenozno ili intramuskularno, 0,70 — 0,90 pg
inhalacijski te 70 pg oralno (Arnon i sur., 2001). Godine 1981. prvi je puta demonstrirana
ucinkovitost botulinum toksina tipa A kod strabizma (Scott, 1981.). Nakon toga, botulinum
toksin je odobren za lijeCenje brojnih poremecaja karakteriziranih pojacanom misi¢nom
kontrakcijom, ali i za druga stanja, poput autonomnih poremecaja i kroni¢ne boli.
NajraSirenija je primjena botulinum toksina tipa A u kozmeti¢ke svrhe za ravnanje bora.

(Nigam i Nigam, 2010).

1.1.1 Struktura botulinum toksina tipa A

Botulinum toksin A (BT-A) je neurotoksin molekulske mase 900 kDa. Sintetiziran je
kao jednolancani polipeptid (150 kDa) koji je povezan s netoksi¢nim proteinima. Uloga
netoksi¢nih proteina je stabilizacija i zaStita neurotoksina od proteolize. BT-A se sastoji od
teSkog lanca (~100 kDa) vezanog preko jedne disulfidne Cys-Cys veze za laki lanac (~50
kDa). Teski se lanac sastoji od dvije domene od po ~50 kDa (Slika 1). C-terminalna domena

je potrebna za visokoafinitetno vezanje toksina za neuron, a N-terminalna domena je


http://www.who.int/

vjerojatno uklju¢ena u membransku translokaciju toksina. Laki lanac ima o cinku ovisnu
endoproteaznu aktivnost i cijepa protein SNAP-25 ¢ime sprjecava oslobadanje acetilkolina iz

vezikule presinapti¢kog neurona (Dickerson i sur., 2014, Brian, 2009.)

a) Teski lanac b )
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Slika 1. Struktura botulinum toksina tipa A: a) shematski prikaz dvolan¢ane strukture
botulinum toksina tipa A b) kvaterna struktura botulinum toksina tipa A
(prilagodeno prema: a) http://www.ebi.ac.uk/biomodels-main/ b)

https://www.drugbank.ca/drugs/)

1.1.2 Mehanizam djelovanja botulinum toksina

Svi serotipovi botulinum toksina ometaju prijenos ziv€anog signala blokirajuci
oslobadanje acetilkolina, glavnog neurotransmitora na neuromuskularnom spoju.
Intramuskularna primjena botulinum toksina djeluje na neuromuskularnu plo¢u uzrokujuci
paralizu miSi¢a inhibicijom oslobadanja acetilkolina iz presinaptickih motorickih neurona.
Botulinum toksini djeluju na Ccetiri razli¢ita mjesta u tijelu: neuromuskularnu plocu,
autonomne ganglije, postganglijski parasimpati¢ki zivéani zavrSetak i postganglijski
simpaticki ziv€ani zavrSetak koji otpusta acetilkolin (Nigam i Nigam, 2010).

Nakon depolarizacije Zivéanog zavrSetka motoneurona dolazi do otpusStanja acetilkolina u
sinapticku pukotinu. To je oslobadanje posredovano transportnim proteinskim lancem,
kompleksom SNARE (engl. soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein
receptor). Djelovanje BT-A moze se podijeliti u nekoliko koraka. Nakon aplikacije BT-A u
ciljano tkivo, teski se lanac toksina sa svojim C-terminalnim krajem veze za visokoafinitetne
receptore, glikoproteinske strukture koje se specifiéno nalaze na kolinergi¢kim ZzivCanim

zavrSecima. Ta specifinost odgovorna je za selektivnost BT-A prema kolinergickim
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sinapsama (Dressler i Adib Saber, 2005.) Sljedeé¢i korak je internalizacija toksina putem
endocitoze. Zatim dolazi do translokacije lakog lanca preko membrane endosoma kroz kanal,
a posredovana je N-terminalnim krajem teSkog lanca. Proces je mogué¢ zbog niskog pH
endosoma koji pogoduje promjeni strukture toksina, njegovu ugradnju u membranu endosoma
te redukciju disulfidne veze, odnosno odvajanje lakog i teskog lanca. U zavrsnom koraku laki
lanac, koji je o cinku ovisna endopeptidaza, cijepa protein SNAP-25 (engl., SyNaptosomal
Associated Protein, molekulske mase 25 kDa). Djelovanje lakog lanca na SNARE
komponente razlikuje se izmedu sojeva botulinum toksina (Slika 2). Tako botulinum toksin
tipa A cijepa SNAP-25 na nac¢in da mu uklanja 9 aminokiselina s C-terminalnog kraja, dok
serotip E cijepa 26 aminokiselina s C-kraja. Laki lanci ostalih botulinum toksina mogu
cijepati sintaksin (C1) i sinaptobrevin (B, D, F i G) na razli¢itim mjestima unutar lanca. Zbog
te hidrolize komponenti kompleksa SNARE onemogucena je fuzija vezikule neurotransmitora
i presinapticke membrane, odnosno egzocitoza acetilkolina, a zbog razlike u mjestu
djelovanja razlicitih serotipova toksina, razli¢ito je i trajanje blokade te posljedicno klinicka
primjena toksina. Proteoliti¢ka aktivnost BT-A traje preko 31 dan, dok ostali serotipovi imaju
krace djelovanje. Djelovanje je serotipa C1 25 dana, serotipa B 10 dana, F 2 dana, a serotipa E
krace od jednog dana. Dulje djelovanje BT-A omoguéuje manje ucestalu primjenu toksina
(Brian, 2009).

Blokada kolinergickih zivaca dovodi do posljedicnog remodeliranja neuromuskularne veze i
stvaranja novih funkcionalnih ogranaka motoneurona koji preuzimaju ulogu egzocitoze
acetilkolina. Originalne se okonc¢ine i sinapse S vremenom regeneriraju, a novonastale
okon¢ine nakon toga propadaju (Brian, 2009). Taj proces obnove funkcije egzocitoze
originalnih okoncina traje 3 mjeseca nakon intramuskularne primjene BT-A, nakon koliko se
primjecuje i obnova misi¢ne funkcije (Jankovic, 2004). Ovisno o ciljanom tkivu, BT-A moze
blokirati oslobadanje ACh 1 na autonomnoj neuroefektornoj ploci Zlijezda znojnica, suznih
zlijezda, Zlijezda slinovnica i glatkih miSi¢a, Sto ga €ini prikladnim za upotrebu u klini¢kim

stanjima povezanim s navedenim tkivima i organima (Brian, 2009).
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Slika 2. Mehanizam djelovanja botulinum toksina. A) Prikaz normalnog otpustanja

neurotransmitora B) Prikaz utjecaja razli¢itih tipova botulinum toksina na SNARE
proteine i posljedi¢nu blokadu otpuStanja neurotransmitora iz presinaptickog neurona

(prilagodeno prema Arnon i sur., 2001)



1.1.3 Klini¢ka primjena bolutinum toksina

Terapijsku primjenu BT-A prvi je puta odobrila Ameri¢ka agencija za hranu i lijekove
(engl. Food and Drug Administration, FDA) kao lijek siro¢e za lijeCenje strabizma,
hemifacijalnog spazma i blefarospazma. Trgovacki naziv prvog komercijalnog pripravka bio
je Botox®. Danas se koristi u gotovo svakoj grani medicine. Godine 2002. FDA je odobrila
Botox® za kozmeti¢ku primjenu za privremeno reduciranje bora (Nigam i Nigam, 2010).
Nakon intramuskularne primjene ucinak pocinje nakon 24-72 sata. Dolazi do reverzibilne
paralize s vrhuncem djelovanja nakon cetiri do sedam dana od injiciranja. Djelovanje BT-A
na transmisiju alfa motoneurona iskoristeno je za lijeCenje distonija, a zbog ucinka i na
blokadu oslobadanja Ach parasimpatickih i kolinergickih postganglijskih simpatickih neurona
koristi se u terapiji pretjerane aktivnosti glatkih misica, kao $to je ahalazija ili kod pretjerane
aktivnosti zlijezda, na primjer hiperhidroze (Miinchau i Bhatia, 2000). Indiciran je joS i za
lijeCenje neuroloskih poremecaja: fokalnog spaciteta pedijatrijskih bolesnika s cerebralnom
paralizom i u odraslih, cervikalne distonije (tortikolisa), za smanjenje frekvencije i smanjenje
simptoma kod kroni¢ne migrene, za lijeCenje poremecaja mokra¢nog mjehura: idiopatske
prekomjerne aktivnosti mokraénog mjehura sa simptomima urinarne inkontinencije
(www.almp.hr).
Doze svih komercijalno dostupnih botulinum toksina se izrazavaju u internacionalnim
jedinicama (i.j.). Jedna i.j. botulinum toksina odgovara koli¢ini toksina koja nakon
intraperitonealne primjene uzrokuje smrt 50% zenskih Swiss-Webster miSeva (LDso)
(Hoffman i Helveston, 1986).
U terapiji se danas koriste serotip A i B botulinum toksina. BT-A se na trziStu nalazi kao
onabotulinumtoxin-A (BOTOX®, Vistabel®, Allergan), abobotulinumtoxin-A (Dysport®,
Ipsen), incobotulinumtoxin-A (Xeomin®, Merz Pharmaceuticals), CS-BOT (Chiba Serum
Institute, Japan) i kineski BTX-A (Prosigne®; Lanzhou Biological Products Institute), a BT-B
kao Neurobloc® i rimabotulinumtoxin B (Myobloc®). Pripravci se razlikuju po potentnosti.
U Hrvatskoj je prvi odobren BT-A (Dysport®) 2005., a danas se na hrvatskom trzistu nalaze
Botox®, Vistabel® i Xeomin®.

Istrazuje se moguénost primjene BT-A i u drugim indikacijama, a jedna od njih je bol.



1.2 Bol

Prema Internacionalnom udruZenju za istrazivanje boli (engl., IASP — International
Association for the Study of Pain) bol je neugodno senzorno i emocionalno iskustvo povezano
sa stvarnom ili mogu¢om ozljedom tkiva i uvijek je subjektivna (https://www.iasp-pain.org).
Osim $to je pokazatelj patoloskih stanja u tijelu, bol je ujedno i zastitni mehanizam koji nizom
promjena u perifernom i/ili srediSnjem Zziv€anom sustavu pridonosi otklanjanju bolnog
podrazaja. lako je subjektivnog karaktera, bol je moguce nizom karakteristika objektivizirati i
razvrstati na viSe nacina:

(1) prema porijeklu na kutanu, viscelarnu, misi¢nu itd.
(i)  prema duljini trajanja na akutnu (npr. upala, kolike) i kroni¢nu (npr. reumatoidni
artritis, glavobolja, miSi¢no-kostana bol)
(ili) prema mehanizmu nastanka, patofizioloskim karakteristikama i trajanju moZe jo$
podjeliti na nociceptivnu, upalnu i neuropatsku bol
(iv) prema intenzitetu na blagu do umjerenu, umjereno jaku i vrlo jaku. Ova se
klasifikacija koristi u algoritmu lijeCenja boli prema trostupanjskoj ljestvici Svjetske
zdravstvene organizacije (http://www.paineurope.com).
Nociceptivna bol djeluje kao rani sustav upozorenja organizma na mogucu ozljedu tkiva.
Nastaje uslijed djelovanja podrazaja visokog intenziteta na periferne nociceptore. Akutni
bolni podrazaj termalnog (>47 °C), mehanickog ili kemijskog karaktera aktivira specifi¢ne
receptore (npr. vaniloidne TRPV1 receptore) ili ionske kanale (npr. na kiselinu osjetljive
ionske kanale - ASIC) na perifernim zivéanim zavrSecima C- i Ad-vlakana. Podrazaj TRPV1
receptora dovodi do lokalnog lucenja glutamata iz perifernih okoncina koji djeluje preko
AMPA (AMPA — a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionska kiselina; odgovorni za
brzu sinapticku transmisiju), NMDA (NMDA - N-metil-D-aspartat) i kainatnih receptora
doprinoseci nocicepciji. Nastali akcijski potencijal se prenosi u kraljeznicku mozdinu gdje se
aktiviraju sljedeci neuroni u osjetnom putu. Ako je podrazaj dovoljnog intenziteta, luci se i
spori neurotransmitor SP (SP — supstancija P) koji djeluje preko neurokininskih NK1
receptora i pojacava postsinapticku ekscitaciju spinalnih neurona. Aksoni tih neurona uzlaze u
viSe centre, tj. talamus na suprotnoj strani (spinotalamicki trakt) i somatosenzorni korteks,
ventralnu medijalnu jezgru hipokampusa i sredi$nju jezgru amigdale.
Upalna bol nastaje kao posljedica upale ili ozljede tkiva. Periferno se iz stanica oko
nociceptora (na primjer, trombocita, mastocita, leukocita, fibroblasta) luce Kinini, serotonin,

eikosanoidi, citokini i drugi upalni medijatori. Aktivacijom nociceptora luce se SP i CGRP
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(engl., calcitonin gene-related peptide; peptid srodan peptidu kalcitoninskog gena). SP dovodi
do vazodilatacije, a CGRP povecava kapilarnu permeabilnost na mjestu upale. Neki
medijatori upale, kao serotonin, ATP i vodikovi ioni, djeluju izravno aktiviraju¢i nociceptore
dok drugi djeluju neizravno. Posljediéno se smanjuje prag aktivacije nociceptora, a
podrazljivost se membrane aferentnog zavrSetka povecava. To je stanje periferne
senzitizacije.

Tijekom ucestalog izbijanja primarnih aferentnih neurona dolazi 1 do srediSnje senzitizacije
kao 1 do promjena u transkripciji gena za razli¢ite molekule ukljucene u proces nocicepcije.
Moze do¢i i do promjene fenotipa u Ap-vlaknima koja zatim poprimaju neke karakteristike C-
vlakana, kao $to je ekspresija SP, te poCinju prenositi bolne impulse.

Smatra se da kao posljedica ovakvih promjena nastaju stanja poveéane osjetljivosti na bolne
podrazaje (hiperalgezija), ali 1 na podrazaje koji inace nisu bolni (alodinija).

Neuropatska bol nastaje kao posljedica ozljede ili disfunkcije perifernog zivéanog sustava i/ili
SZS-a npr. u dijabetesu, kroni¢nom alkoholizmu, HIV -infekciji, ozljedi kraljezni¢ke mozdine
i sl. Patofiziologija neuropatske boli je vrlo sloZena, a ukljucuje brojne patoloske promjene na
periferiji, tj. mjestu ozljede Zivca, kao i na spinalnoj te supraspinalnoj razini (Bach-Rojecky,
2006).

1.2.1 Receptori i signalni putovi u prijenosu bolnih signala

Receptori za bol u kozi i drugim tkivima su svi slobodni zZiv¢ani zavrSeci. Oni su
rasprostranjeni u povrsinskim slojevima koze, kao 1 u odredenim unutarnjim tkivima, kao $to
su periosteum, arterijski zidovi, zglobne povrsine, te falks i tentorij u lubanjskom svodu.
Veéina drugih dubokih tkiva slabo su opskrbljeni Zivéanim zavrsecima. Stovise, svako veée
oStecenje tkiva moze uzrokovati sporu kroni¢nu bol u tom podru¢ju (Guyton i Hall, 2011). Za
razliku od veéine drugih senzornih receptora u tijelu, receptori za bol prilagodavaju se vrlo
malo, a ponekad uopée ne. Zapravo, u odredenim uvjetima, ekscitacija vlakana koji prenose
bol postupno postaje sve vec¢a kako se bolna stimulacija nastavlja, pogotovo za sporu bol. Ovo
povecanje osjetljivosti receptora boli dovodi do hiperalgezije.
lako su svi receptori za bol slobodni ziv€ani zavrSeci, ti zavrSetci koriste dva odvojena puta za
prijenos signala u sredisnji zivcani sustav — putem brzih i sporih vlakana. Dva puta uglavnom
odgovaraju dvama tipovima boli - brzom putu boli i sporim, kroni¢nim putovima boli. Brza

(ostra, akutna ili elektri¢na) bol osjeca se 0,1 sekundu nakon bolne stimulacije, dok spora bol



pocinje tek nakon 1 sekunde ili kasnije, a intenzitet joj se s vremenom pojacava. Ostra se bol
javlja nakon npr. uboda igle u kozu, toplinskog (>45°C) ili elektricnog $oka i ne osjeca se u
dubokim tkivima. Spora (tupa, kroni¢na) bol osjec¢a se i u dubljim tkivima i organima, a
obi¢no se javlja nakon destrukcije tkiva dugotrajnim mehanickim ili toplinskim podrazajima
te nakon kemijskih bolnih podrazaja. Brzi bolni signali prenose se perifernim zivcima u
kraljezni¢ku mozdinu kroz dorzalne spinalne rogove putem Ad vlakna, a spori putem C
vlakana. Od kraljezni¢ke mozdine do mozga bolni signali mogu proé¢i neospinotalami¢kim
putom ili paleospinotalani¢kim putom. Neospinotalami¢ni put prenosi brzu bol Ad-vlaknima
koja zavrSavaju u lamini I straznjih rogova. Vlakna pobuduju neurone drugoga reda koji
prednjom komisurom prelaze na suprotnu stranu kraljezni¢ke mozdine i anterolateralnim
kolumnama zavrSavaju u mozgu. ZavrSetak neospinotalami¢nog puta je u retikularnim
podru¢jima mozdanog debla i talamusu. Paleospinotalamic¢ni put je prenositelj spore boli
noSene C-vlaknima koja zavrSavaju u zelatinoznoj tvari kraljezni¢ne mozdine (lamine II i III).
Neuroni drugoga reda se zdruzuju s vlaknima brzog puta i signali se anterolateralnim putem
suprotne strane kraljezni¢éne mozdine prenose do talamusa i drugih podruéja (npr. tektalno
podru¢je mezencefalona, sivo podru¢je oko akvedukta te retikularne jezgre produljene

mozdine, ponsa i mezencefalona) (Guyton i Hall, 2011).

1.2.2 Vazni neurotransmitori pri nocicepciji

Glutamat je glavni ekscitacijski neurotransmitor u svim neuronima u osjetnom putu.
Djeluje preko ionotropnih AMPA i NMDA receptora na perifernim okonc¢inama aferentnih
zivaca, neuronima dorzalnog roga kraljeznicke mozdine i neuronima u talamusu (Carlton,
2001; Milan, 1999). Luci se na periferiji nakon aktivacije nociceptora termalnim podrazajem
ili kapsaicinom, a nocicepciji doprinosi djelovanjem na receptore na aferentnim zavrSecima
nemijeliniziranih C-vlakana. Pri upali se pojacano izluCuje iz nociceptora i iz okolnih
dermalnih i epidermalnih stanica, makrofaga ili Schwannovih stanica te na taj nac¢in doprinosi
povecanoj podrazljivosti neurona.

Osim glutamata, periferno se pri upali oslobadaju i neuropeptidi: SP i CGRP koji imaju vazne
autokrine i parakrine u¢inke. Glutamat osim postsinaptic¢ki djeluje i1 presinapticki na NMDA
receptore na membranama srediSnjih grana aferentnog senzornog vlakna u dorzalnom rogu
kraljeznicke mozdine. Posljedi¢no, dolazi do povecanja lucenja neurotransmitora u srediSnje

sinapse (Milan, 1999). Vazni prijenosnici bolnih impulsa su: SP i drugi tahikinini, CGRP,



somatostatin, faktor luc¢enja kortikotropina, kolecitokinin, galanin, vazoaktivni intestinalni
peptid (VIP), a oslobadaju se iz sredisnjih okoncina aferentnog senzornog vlakna. Medijatori
iz ne-ziv€anih izvora u dorzalnom rogu kraljeznicke mozdine: adenozin tri-fosfat (ATP),
dusikov (II) oksid (NO), prostaglandini i razli¢iti neurotropini mogu djelovati sinergisticki
ekscitacijski ili mogu djelovati inhibicijski. Ekscitacijski djeluju glutamat, SP, neurotenzini,
VIP. Inhibicijski interneuroni su kolinergicki, opioidni i oni koji djeluju preko GABA-e (y-
amino masla¢ne Kiseline). Serotonin se luci na okon¢inama neurona koji polaze iz rafe jezgara
mozdanog debla prema razli¢itim dijelovima mozga i kraljeznicke mozdine, osobito prema
dorzalnim rogovima ledne mozdine i hipotalamusu, a djeluje kao inhibitor putova bolnih

signala u kraljezni¢koj mozdini (Guyton i Hall, 2011).

1.2.3 Perifernai sredi$nja senzitizacija

Dok kod drugih osjetnih stanica dugotrajniji podrazaji uzrokuju njihovu prilagodbu i
smanjenu podraZzljivost, kod senzornih neurona koji prenose bolne impulse to nije slucaj.
Dugotrajnim podrazivanjem nociceptora bol se pojacava i1 iz akutne prelazi u kroni¢nu.
Periferna i srediS$nja senzitizacija karakteriziraju upalnu i neuropatsku vrstu boli.

Periferna senzitizacija je stanje povecane podrazljivosti nociceptora. Periferno oslobodeni
medijatori upale vezu se za metabotropne receptore koji su spregnuti s G-proteinima na
membranama perifernih aferentnih zavrsetaka. Oni dovode do aktivacije protein kinaza Ai C
koje fosforiliraju ionske kanale i receptore te se smanjuju pragovi aktivacije receptora i
ionskih kanala, npr. TRPV1 receptora na termalni podrazaj, ASIC ionskih kanala na vodikove
ione i dr.

SrediSnja senzitizacija, tj. pove¢ana podrazljivost neurona drugog reda u dorzalnom rogu
kraljeSni¢ne mozdine, ukljucuje razli¢ite i vrlo kompleksne promjene u kraljeSni¢noj mozdini,
a nastaje kao posljedica periferne sensitizacije 1 ucestalog ulaza informacija s periferije.
SrediSnja sensitizacija moze biti brza i odgodena (Bach-Rojecky, 2006). Brza senzitizacija
nastaje uslijed luCenja glutamata i neuropeptida iz srediSnjih aksona primarnog neurona.
Uloga glutamata u procesu sredi$nje senzitizacije je posebno vazna i vrlo kompleksna (Jones i
Sorkin, 2001; Ji i Woolf, 2001). Glija stanice dorzalnog roga kraljeSni¢ne mozdine takoder
mogu biti vazne u procesu srediSnje senzitizacije, a mogu se aktivirati glutamatom, SP, NO i
prostaglandinima. Odgodena sredi$nja senzitizacija nastaje kao posljedica transkripcijskih

promjena u neuronima dorzalnog roga kraljesni¢ne mozdine. Dolazi do povecane ekspresije



gena, poput onih za c-fos i ciklooksigenazu, (COX3). Posljedica je povecana sinteza

prostaglandina koji djeluju ekscitacijski postsinapticki i presinapticki (Bach-Rojecky, 2006).

1.2.4 Supresija boli u mozgu i kraljeZni¢koj moZdini

Mozak sam moze suprimirati bolne impulse aktiviraju¢i putove za kontrolu boli §to se
naziva analgetski sustav mozga. Analgetski sustav mozga sastoji se od tri glavne komponente:
(i) Periakveduktalna siva tvar (PAG, engl. periaqueductal gray matter) i
periventrikularna podru¢ja mezencefalona i gornjeg ponsa. Neuroni iz tog podrucja Salju
signale u
(i) veliku jezgru rafe koja je smjeStena izmedu donjeg dijela ponsa i gornjeg dijela
produzene mozdine te u retikularnu paragigantocelularnu jezgru u lateralnom dijelu
produljene mozdine. 1z tih se jezgara signali spustaju neuronima drugog reda do
(iii) kompleksa za inhibiciju boli koji se nalazi u straznjim rogovima kraljesnicke

mozdine.

Ovdje analgetski signali mogu blokirati bol prije nego dode do mozga. Elektri¢na stimulacija
u PAG-u ili velikoj jezgri rafe mogu suprimirati mnoge jake bolne signale koji ulaze putem
dorzalih korijena kraljeznicke mozdine. Takoder, stimulacija podrucja na jo$ viSim razinama
mozga koji ekscitiraju PAG podruéje takoder moze potisnuti bol (slika 3).

Nekoliko je neurotransmitora ukljuceno u analgetski sustav, a najvazniji su enkefalini i
serotonin. Mnoga zivéana vlakna iz periventrikularne jezgre i PAG-a luce enkefalin iz svojih
okon¢ina. ZavrSetci mnogih vlakana u velikoj jezgri rafe nakon podrazivanja oslobadaju
enkefaline. Lucenje serotonina u straznjim rogovima kraljesnicke mozdine potice lokalne
mozdinske neurone na lucenje enkefalina koji uzrokuju presinapticku 1 postsinapticku
inhibiciju ulaznih vlakana za bol koja se prenosi vlaknima C i Ad tipa. Na tom mjestu
analgetski sustav zaustavlja bolne signale prije nego Sto se prekopcaju i krenu prema mozgu

(Guyton i Hall, 2011).
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Slika 3. Analgetski sustav mozga i kraljeZni¢ke moZdine. Prikazana je inhibicija
dolazeceg bolnog signala na razini moZdine i prisutnost neurona koji luc¢e enkefaline koji
suprimiraju bolne signale u mozdini i mozdanom deblu.

(modificirano prema Guyton i Hall, 2011)

U kraljesni¢noj mozdini se nalaze ekscitacijski i inhibicijski interneuroni koji imaju vaznu
ulogu u regulaciji nociceptivne transmisije. Oni mogu izravno djelovati postsinapti¢ki na
neurone u dorzalnom rogu kraljesnicne mozdine ili presinapti¢ki na srediSnje aferentne

zavrsetke.

1.2.,5 Mehanizam antinociceptivnog djelovanja botulinum toksina

Prva ispitivanja antinociceptivnog djelovanja BT-A provedena su formalinskim testom
na Stakorima. U tom je modelu BT-A nakon periferne subkutane primjene u Sapu Stakora
smanjio edem i bol u drugoj fazi testa, nakon pojave upale, kao i periferno luéenje glutamata
(Aoki, 2005; Cui i sur., 2004). Izmjereno je i smanjenje imunoreaktivnosti c-Fos proteina

kojom se prati aktivacija neurona u dorzalnom rogu kraljesnicke mozdine (Aoki, 2005). Iz tih
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je rezultata zakljuceno da BT-A primijenjen s.c. inhibira luenje neurotransmitiora koji
uzrokuju bol i upalu iz perifernih osjetnih neurona te tako inhibira perifernu senzitizaciju, $to
dovodi do posredne inhibicije srediSnje senzitizacije (Aoki, 2005; Cui 1 sur., 2004).

U eksperimentalnom modelu karagenanom i kapsaicinom uzrokovane upalne boli pokazano je
da antinociceptivni i protuupalni u¢inci BT-A nisu povezani, §to je dovelo u pitanje periferni
mehanizam djelovanja BT-A (Bach-Rojecky i sur., 2008).

Na modelu ,,zrcalne® boli sredi$njeg porijekla pokazano je srediSnje analgetsko djelovanje
BT-A. Bilateralna bol uzrokovana injiciranjem kisele fizioloske otopine (pH 4,0) je srediSnjeg
podrijetla te je u tom modelu, pokazano da nakon periferne primjene u Sapu Stakora BT-A
smanjuje bol na strani ozljede (ipsilateralno), kao i na suprotnoj strani (kontralateralno), sto
ukazuje na njegovo sredisnje mjesto djelovanje, suprotno do tada opc¢eprihvacenoj hipotezi o
perifernom mjestu djelovanja BT-A. Takoder, primjenom blokatora aksonalnog transporta,
kolhicina inhibirano je djelovanje periferno primijenjenog BT-A ipsilateralno i
kontralateralno, na temelju cega je pretpostavljeno da je za djelovanje BT-A potreban
retrogradni aksonalni transport (Bach-Rojecky i Lackovi¢, 2009). Teoriji o srediSnjem
djelovanju BT-A doprinosi i istrazivanje utjecaja BT-A na neuropatsku bol u kojem je na
modelu dijabeti¢ke neuropatske boli primjeceno bilateralno smanjenje boli nakon unilateralne
primjene BT-A (Bach-Rojecky, 2010). Teoriju o aksonalnom transportu BT-A potvrduje i
imunohistokemijski nalaz pocijepanog SNAP-25 na kontralateralnom dijelu hipokampusa
nakon unilateralne primjene BT-A (Antonucci, 2008). Pocijepani SNAP-25 proteini kasnije
su biokemijskim i imunohistokemijskim metodama pronadeni i u senzornim nociceptivnim
jezgrama nakon periferne primjene BT-A (Matak i sur., 2011).

Provedeno je i nekoliko istrazivanja koja su zeljela ispitati povezanost djelovanja BT-A s
opioidnim i GABA sustavom kao sustavima koji sudjeluju u modulaciji bolnih impulsa u
srediSnjem ziv€anom sustavu. Pokazan je sinergisticki ucinak morfina i BT-A na modelu
upalne boli uzrokovane formalinom te neuropatske boli izazvane ozljedom Zivca. Pokazano je
I da prethodna primjena BT-A smanjuje toleranciju na morfin $to ukazuju na to da bi
antinociceptivno djelovanje BT-A moglo biti povezano s endogenim opioidnim sustavom
(Vacca i sur., 2012; Vacca i sur., 2013). Istrazivanja dokazuju i da je aktivnost BT-A u
akutnoj upalnoj boli 1 kronickoj neuropatskoj boli, a moguce 1 drugim tipovima boli, povezana
s p-opioidnim receptorima (Drinovac i sur., 2013a), a postoje i pretpostavke kako ulogu u
stimulaciji p-opioidnih receptora ima i inhibicijski sustav GABA-e (Drinovac i sur., 2013b).
Toc¢an mehanizam antinociceptivnog djelovanja BT-A nije u potpunosti razjasnjen, kako

njegovo djelovanje na senzorne neurone, tako i njegov uc¢inak na aktivaciju neurona u visim
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supraspinalnim regijama za koje se smatra da se aktiviraju u procesu nocicepcije te su

potrebna dodatna istrazivanja.

1.3 c-Fos kao neuralni marker boli

C-Fos, protein protoonkogena c-fos, opsezno se koristi kao marker za aktivaciju
nociceptivnih neurona u kraljezni¢noj mozdini duze od dvadeset godina otkad su Hunt i sur.
prvi izvjestili 1987. godine da periferna bolna stimulacija straznje Sape Stakora dovodi do
znacajne indukcije c-Fos u povrsinskim i dubokim laminama dorzalnih rogova. Protoonkogen
c-fos moze se inducirati u stanici nekoliko minuta nakon aktivacije receptora
neurotransmitorima, stoga se naziva neposredni rani gen. Kao proizvod c-fos gena, c-Fos
protein moze formirati kompleks s Jun-om, jo$ jednim onkogen proteinom, a ovaj kompleks
se veze na AP-1 mjesto DNA i potice transkripcije gena. Stoga je c-Fos ukljué¢en u kaskadu
prijenosa signala koji povezuje izvanstanicne dogadaje s unutarstani¢nim adaptacijama
(Rauscher i sur., 1988; Naranjo i sur. 1991). Ekspresija gena se uglavnom mjeri Northern blot
analizom ili in situ hibridizacijom, dok se protein uglavnom vizualizira KoriStenjem
imunohistokemijskih tehnika (Harris, 1998).

Pinto i sur. (2007) su proucavali ekspresiju c-Fos-a i na supraspinalnoj razini na modelu
upalne boli. Kroni¢na upalna bol uzrokuje kratkoro¢ne i dugoro¢ne sredi$nje promjene, koje
su uglavnom proucavane na razini kraljezni¢ne mozdine. Supraspinalni centri za kontrolu boli
takoder se aktiviraju uslijed kroni¢ne upalne boli. Akutna upala zgloba u Zivotinja izazvala je
rano i kasno povecanje ekspresije c-fos na razini kraljeznicke mozdine, a kasnije i povecanje
ekspresije supraspinalno. Supraspinalno, bolna stimulacija izazvala je samo kasni porast c-fos
ekspresije. Dosadasnje studije pokazuju znacajne razlike u c-fos indukciji izmedu kraljeznicke
mozdine 1 supraspinalnih centara tijekom kroni¢ne boli. Takoder, pokazuju da se neuroni u
kraljezni¢koj mozdini i u supraspinalnim regijama razlikuju po sposobnosti za ranu i kasnu
bolom izazvanu c-fos ekspresiju. Razlike u obrascima neuralne aktivacije se objasnjavaju
funkcionalnim promjenama veza izmedu dorzalnih rogova kraljeznicke mozdine i
supraspinalnih centara za kontrolu boli (Pinto i sur., 2007).

Baulmann i sur. (1999) u svom su istrazivanju ekspresije c-Fos nakon formalinom uzrokovane
boli pokazali su aktivaciju c-Fos u nekoliko jezgri mozga (talamusa i hipotalamusa) i
mozdanog debla povezanih s obradom ili modulacijom nociceptivnih signala, kao §to je

medijalni talamus i PAG. Aktivacija c-Fos u jezgrama koje predstavljaju vec¢i dio ventralnog
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lateralnog septalnog podruc¢ja, moze biti povezana s kontrolom reakcija ponasanja nakon
bolne stimulacije (Baulmann i sur., 1999).

Keay i Bandler (1993) su istrazivali c-Fos ekspresiju u razli¢itim podru¢jima PAG-a nakon
razli¢itih vrsta bolih podrazaja. Otkrili su da je kutana bolna stimulacija (proizvedena
toplinom) inducirala Fos ekspresiju uglavnhom u lateralnim i dorzolateralnim segmentima
PAG-a, dok je Fos induciran primjenom razrijedenog formalina u mi$i¢e vrata pokazao
ekspresiju u ventrolateralnom kvadrantu PAG-a.

Koristenje ekspresije c-fos-a kao markera nocicepcije ima brojne prednosti. U usporedbi s
ostalim pristupima, omogucuje vizualizaciju lokalizacije populacije neurona koji se aktiviraju
u nociceptivnim putovima nakon razli¢itih bolnih stimulacija. Nadalje, c-Fos ekspresija lako
se moze kvantitativno analizirati jednostavnim brojanjem neurona koji su imunoreaktivno
oznaceni. U odnosu na druge sloZenije metode, primjerice elektrofiziolosko pracenje
aktivacije neurona tijekom bolnog podrazaja koje zahtijevaju posebnu opremu i uvjete
izvodenja, imunohistokemijska karakterizacija c-Fos je jednostavna metoda koja omogucuje i
kombiniranje s drugim imunohistokemijskim postupcima.

Medutim, postoje 1 brojni nedostaci ovog pristupa buduci da c-Fos nije specifican marker
aktivacije neurona kod boli. Tako su Presley i sur. (1990) pokazali da disocijaciju izmedu
djelovanja velike doze morfina na bol uzrokovanu primjenom formalina u Sapu Stakora i
ekspresije C-Fos koja je ostala nepromijenjena u povrsinskim laminama kraljezni¢ke mozdine
(Presley i sur., 1990). Sli¢na disocijacija izmedu analgetskog djelovanja i ekspresije c-Fos
pokazana je i za kokain (Hamalainen i sur., 1996). Nadalje, u formalinskom testu je pokazano
da je ekspresija c-Fos ovisna o koncentraciji primijenjenog formalina, $to nije koreliralo s
intenzitetom uzrokovane boli u stakora (Harris i sur., 1995). Osim toga, stimulacija mora biti
jakog intenziteta i dugotrajna da bi se dobile mjerljive koliCine Fos ekspresije. Takoder,
razli¢iti neuroni eksprimiraju Fos kod razliCitog intenziteta podrazaja, a 1 zbog odgodene
ekspresije tesko je odrediti koja je toCno stimulacija izazvala ekspresiju. Temeljem
navedenog, kao i brojnih drugih eksperimenata, mozemo zakljuciti da ekspresija c-Fos nije
specificna za bol, ve¢ je moguce da se ovaj gen i1 njegov produkt eksprimiraju pojacano u

razli¢itim stanjima i procesima (Harris, 1998).
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2 OBRAZLOZENJE TEME

Antinociceptivno djelovanje BT-A predmet je pretklini¢kih i klini¢kih istrazivanja ve¢
viSe od 10 godina. Do sada je pokazano na razli¢itim eksperimentalnim modelima upalne i
neruopatske boli dugotrajno antinociceptivno djelovanje BT-A nakon njegove jednokratne
lokalne primjene, $to ga razlikuje od svih do sada poznatih analgetika (Bach-Rojecky, 2006).
BT-A u nanomolarnim koli¢inama smanjuje patolosku bolnu preosjetljivost, dok nema
utjecaja na akutne pragove boli, a ucinkovita doza ovisna je o mjestu primjene. Tako je
pokazano da BT-A djeluje na perifernu bol (u podrucju inervacije n. ishiadicusa) kad se
primjeni periferno subkutano, ali i intratekalno u nekoliko puta nizoj dozi. Budu¢i da BT-A ne
prolazi u sredi$nji ziv€ani sustav difuzijom, niti je do sada pokazan njegov transport putem
neurona s periferije do supraspinalnih regija, pretpostavljamo da je njegovo djelovanje na
perifernu bol segmentalno, odnosno da ne ukljucuje viSe supraspinalne regije koje sudjeluju u
modulaciji boli.
Dosadasnjim ispitivanjima antinociceptivnog djelovanja BT-A apliciranog supraspinalno, u
cisternu magnu, pokazano je da, za razliku od periferne i intratekalne primjene, BT-A na
supraspinalnoj razini ne smanjuje visceralnu (Drinovac i sur., 2014), niti zrcalnu bol
(Drinovac i sur., 2016). Premda velik broj rezultata upucuje na sredi$nje mjesto djelovanja,
najvjerojatnije na razini dorzalnog roga kraljesnicke mozdine kuda BT-A dolazi aksonalnim
transportom s periferije, mehanizam djelovanja BT-A u sredi$njim sinapsama nije dovoljno
jasan, a vjerojatno uklju¢uje modulaciju sredi$njih inhibicijskih putova. Potrebna su daljnja
istrazivanja koja bi dala konkretne odgovore i razjasnila mehanizme antinociceptivnog
djlovanja BT-A.
Cilj ovog diplomskog rada je istraziti antinociceptivni u¢inak BT-A nakon njegove primjene u
mozdane komore na modelu upalne boli (formalinski test) i to promatrajuci aktivaciju c-Fos
kao markera aktivacije neurona u periakveduktalnoj sivoj tvari, regiji mozga koja ima vaznu
ulogu u modulaciji nocicepcije.
Ukoliko bi se razjasnio mehanizam sredisnjeg djelovanja BT-A i to u supraspinalnim
centrima, otvorila bi se vrata brojnim daljnjim istrazivanjima mehanizama antinocicepcijskog

ucinka 1 mogucnosti primjene BT-A.
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3 MATERIJALI | METODE

3.1 Tkivo

U ovom diplomskom radu analizirani su uzorci poprecnih prereza mozga muzjaka
Stakora soja Wistar u dobi od 3 do 4 mjeseca, tezine 300 do 400 g, uzgajanih na Zavodu za
farmakologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Uzorci su pripremljeni nakon
bihevioralnih mjerenja, koje su provele osobe osposobljene za rad s pokusnim Zivotinjama.
Prilikom izvodenja pokusa na laboratorijskim Zivotinjama slijedio se Zakon o zastiti Zivotinja
(NN 125/13) 1 smjernice Medunarodne udruge za proucavanje boli (International Association
for Study of Pain, IASP). Za obavljanje pokusa na projektima, kojih je ovaj diplomski rad dio,

dobivena je dozvola Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

3.1.1 Botulinum toksin A

U pokusu je koristen botulinum toxin A (Botox®, Allergan, SAD). Za dobivanje
potrebne doze, BT-a je otopljen u fizioloskoj otopini. Svaka bocica Botox® sadrzi je 100 1i..
(~4,8ng) procis¢enog Clostridium botulinum toksina tipa A u obliku liofilizata. Jedna jedinica
odgovara koli¢ini toksina koja nakon i.p. primjene uzrokuje smrt 50% miSeva (LD50 = 0,048
ng = 1 ij.). Sadrzaj toksina u bocici je otopljen u fizioloskoj otopini tako da se dobije
potrebna doza od 1 i.j./kg. BT-A je u ovom eksperimentu jednoj skupini pokusnih Zivotinja
injiciran u mozdane komore (intracerebroventrikularno, i.c.v.), u dozi od 1 i.j./kg i ukupnom

volumenu od 5 pl (podijeljeno u dvije komore) 5 dana prije izvodenja formalinskog testa
(slika 4).
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Slika 4. Shematski prikaz mjesta injiciranja u lateralne moZdane komore

(prilagodeno prema: https://www.jove.com/files/ftp_upload/54164/54164fig2large.jpg)

3.2 Kemikalije

Za imunohistokemijsku analizu koriStene su sljedece kemikalije: paraformaldehid
(Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, SAD), Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, SAD),
kozji serum (Vector, Inc., Burlingame, CA, SAD), c-Fos ze¢je primarni poliklonsko
protutijelo (Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, SAD), sekundarno zeé¢je protutijelo Alexa
Fluor-448 (Invitrogen, 3 Carlsbad, CA, SAD) i medij za oCuvanje fluorescencije Fluorogel
(Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, SAD).

3.3 Eksperimentalni model boli: formalinski test

Na stakorima je proveden formalinski test tako da im je supkutano, u plantarnu stranu
desne straznje Sape injicirano 50 pL 5%-tne otopine formalina. Odmah nakon injiciranja
Stakori su vraceni u prozirni kavez na promatranje tijekom sat vremena. Bol je pracena kao
broj lizanja i trzanja Sape u koju se injicirala otopina formalina. Vrijeme promatranja
podijeljeno je u dvije faze: akutna faza | (0-15 min) u kojoj je odgovor je uzrokovan
izravnom stimulacijom perifernih ziv€anih vlakana formalinom i upalna faza II (15-60 min)

koja je uzrokovana perifernom senzitizacijom kao posljedicom upale (Bach Rojecky, 2006).
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3.4 Eksperimentalni protokol

Eksperiment se sastojao od dvije skupine Zivotinja; jedne, kojoj je 5 dana prije
formalinskog testa injiciran BT-A i.c.v i druge — kontrolne, kojoj je i.c.v. injiciran
odgovaraju¢i volumen fizioloske otopine. U svakoj su skupini bila po 3 stakora. Dva sata
nakon i.pl. formalinske injekcije Stakori su duboko anestezirani kloralhidratom (300 mg/kg) te
podvrgnuti transkardijalnoj perfuziji s paraformaldehidom radi uzimanja tkiva mozga za

pripremu uzoraka potrebnih za imunhohistokemijsku analizu.

3.4.1 Imunohistokemija

Mozak je uklonjen i ¢uvan na temperaturi od 4°C preko no¢i u 10% otopini sukroze u
paraformaldehidu, zatim iduci dan u 30%-tnoj otopini sukroze u PBS-u te je zatim smrznut na
-80°C do uporabe. Smrznuti uzorci izrezani su na kriostatu (Leica, Germany) na prereze
debljine 30 um. Dio mezencefalona koji obuhvaca PAG podvrgnut je imunohistokemijskoj
analizi. Uzorci su stavljeni u jazice S PBS-om te su ispirani 3 puta po 5 minuta u 0,25%
otopini PBS — TritonX100 (PBST), blokirani 10%-tnim kozjim serumom tijekom 1 h i
inkubirani tijekom no¢i na sobnoj temperaturi sa ze¢jim anti-c-Fos primarnim protutijelom
(1:500) razrijedenim u 1% kozjem serumu. Sljede¢i dan su isprani 3 puta po 5 minuta PBST-
om i inkubirani 2 h na sobnoj temperaturi s fluorescentnim sekundarnim misjim protutijelom
Alexa Fluor-448 (1:400), razrijedenim u 1%-tnom kozjem serumu u tami. Uzorci su opet
isprani 3 puta po 5 minuta i potom naneseni na predmetna stakalca. Prije stavljanja pokrovnog
stakalca, na uzorke je stavljen medij za ocuvanje fluorescencije Fluorogel. 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 40x povecanje. U programu PhotoScape spojeni su dijelovi slika pojedine
regije PAG-a te je prilagoden kontrast i svjetlina kako bi se lakSe analizirali c-Fos pozitivni
neuroni. C-Fos pozitivni neuroni su brojani u 3 nasumicna prereza od svake zivotinje; za
svaku je zivotinju zatim izracunata srednja vrijednost, te je na kraju od srednjih vrijednosti za

sve 3 zivotinje izracunata srednja vrijednost skupine.
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3.5 Statisticka analiza

Rezultati pokusa izrazeni su kao aritmetiCka sredina =+ standardna pogreska
aritmeticke sredine (SEM) i prikazani u obliku grafa sa stupcima. Razlika varijanci
analizirana je jednosmjernom analizom (One-way ANOVA) i Tukey HSD testom. Kao

statisticki znacajna vrijednost uzeta je p< 0.05.

19



4 REZULTATI I RASPRAVA

U ovom diplomskom radu ispitan je utjecaj BT-A na aktivaciju neurona u
periakveduktalnoj sivoj tvari, regiji mozga za koju se smatra da se aktivira u procesu
nocicepcije i to promatrajuéi ekspresiju c-Fos kao markera aktivacije neurona (Slika 5).
Imunohistokemijskom metodom analiziran je broj c-Fos pozitivnih neurona na po 3
nasumi¢no odabrana presjeka mozga koji obuhvacaju PAG u dvije skupine Zivotinja;
ispitivane skupine kojoj je prethodno formalinskom testu injicirana otopina BT-A u mozdane
komore (i.c.v.) i kontrolne skupine kojoj je umjesto BT-A aplicirana fizioloska otopina i.c.v.
(slika 6).

7 6 5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 3 7

Figure 85 ]

DpMe MM FRh

[ SubB

Interaural 2.76 mm Bregma -6.24 mm 1

7 6 5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 6 7

Slika 5. Shematski prikaz poprecnog prereza mozga koji obuhvaéa PAG. Prikaz
najbolje opisuje odabrane uzorke presjeka mozga (Paxinos i Watson, 2004)
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Magnification: 20 x

A) FizioloSka otopina i.c.v. + formalin

Magnification: 20 x

B) BT-Ai.c.v. + formalin

Slika 6. Prikaz imunoreaktivnosti c-Fos pozitivnih neurona u popre¢nom presjeku

mozga koji obuhvaca PAG u A) kontrolnoj i B) ispitivanoj skupini. Skala: 50 pm.
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Pomocu programa PhotoScape napravili smo kvantitativnu analizu imunoreaktivnosti sa slika
prereza veceg povecanja (20X) (slika 6) kako bismo proveli statisticku analizu. Analizirana su
po tri prereza svake eksperimentalne zivotinje te su iz dobivenih rezultata izra¢unate srednje
vrijednosti za svaku zivotinju. Iz tih je vrijednosti potom izra¢unata srednja vrijednost
skupine. Dobivene srednje vrijednosti skupine, standardna devijacija i SEM su prikazane u
Tablici 1 i graficki na slici (Slika 7).

Tablica 1. Utjecaj BT-A na aktivaciju neurona u PAG-u promatrano kao broj c-Fos

pozitivnih neurona. Usporedba kontrolne (A) i ispitivane skupine (B)

Skupine A) fiziolo$ka otopina i.c.v.+formalin | B) BT-A i.c.v.+formalin
Srednja vrijednost 287,6667 283,1111

SD (+/-) 52,5769 25,6955

SEM (+/-) 30,3553 14,8353
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Broj c-Fos pozitivnih neurona u PAG-u

Fiz i.c.v.+formalin BT-Ai.c.v.+formalin

Slika 7. Graficki prikaz utjecaja BT-A na aktivaciju neurona u PAG-u promatrano kao
broj c-Fos pozitivnih neurona. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost c-Fos
pozitivnih neurona u PAG-u +/- SEM

Antinociceptivni u¢inak BT-A dosad je pokazan na nekoliko patofizioloski razli¢itih vrsta
boli i uslijed razli¢itih mjesta i nac¢ina primjene, periferno supkutano i sredisnje intratekalno.
Luvisetto i suradnici (2006) prvi su demonstrirali antinociceptivni u¢inak BT-A nakon
sredi$nje (intracerebroventrikularne) injekcije male doze BT-A u formalinskom testu kod
miSeva, ¢ime je po prvi puta predlozeno srediSnje mjesto njegova djelovanja na bol.
Temeljeno na brojnim pretklinickim nalazima, nakon primjene u spinalni kanal (intratekalno)
BT-A u dozi od 1 ij./kg znafajno smanjuje upalnu bol uzrokovanu formalinom, kao i
hiperosjetljivost na mehanicki podrazaj u modelu periferne neuropatije, dijabeticke
neuropatije, upalnog peritonitisa te zrcalne boli sredisnjeg porijekla. Pri tome, za razliku od
perifernog supkutanog injiciranja, intratekalno primijenjeni BT-A djeluje u nekoliko puta
nizoj dozi, u¢inak nastupa unutar 24 sata te traje duze (Bach-Rojecky, 2006).

O kompleksnom djelovanju BT-A na bol govore i nedavni rezultati Drinovac i sur. (2016)
koji su istrazili porijeklo i mehanizam bilateralne antinociceptivne aktivnosti BT-A u modelu
zrcalne boli inducirane 3%-tnom intramuskularnom injekcijom karagenana u Wistar $takora.

U tom je istrazivanju BT-A primijenjen periferno, u ipsilateralnu ili kontralateralnu Sapu
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(i.pl.) te intratekalno (i.t.) i supraspinalno (intracisternalno, i.c.) u cisternu magnu. Ipsilateralni
i.pl. i i.t. BT-A je smanjio bilateralnu mehanicku osjetljivost, dok kontralateralni i.pl. i i.c.
tretmani nisu imali nikakvog uc€inka. Bilateralni antinociceptivni ucinak ipsilateralnog i.pl.
BT-A je sprijecen intreteklanom, ali ne i supraspinalnom (i.c.v. ili i.c.) primjenom p-
opioidnog antagonista naloksonazina i GABA antagonista bikukulina.

Zanimljivo je da do aktivacije c-Fos proteina u dorzalnom rogu kraljezni¢ne mozdine dolazi u
razli¢itim modelima boli te da BT-A bilo da je primijenjen periferno ili sredi$nje u spinalni
kanal, tu aktivaciju zna¢ajno smanjuje. Time je zaklju¢eno da mjesto djelovanja BT-A na bol
perifernog porijekla ukljucuje kraljezni¢nu mozdinu.

U pokusu u okviru ovog diplomskog rada, koji je nastavak na bihevioralna istraZivanja,
pokazali smo da BT-A primijenjen u mozdane komore ne utjeCe na ekspresiju c-Fos proteina
u periakveduktalnoj sivoj tvari mezencefalona koja zauzima znacajno mjesto u modulaciji
nocicepcije na supraspinalnoj razini. Premda se radi 0 posrednom i za bol nespecificnom
markeru, c-Fos je znanstveno prihvacen pokazatelj aktivacije neurona u bolnim stanjima.
Tvar koja pokazuje analgetski uCinak u bihevioralnim testovima nakon supraspinalne
primjene, trebala bi smanjiti i aktivaciju c-Fos proteina.

Rezultati kvantitativne analize c-Fos ekspresije u PAG-u o¢ekivano pokazuju aktivaciju ove
regije nakon uzrokovanja upalne boli perifernom injekcijom formalina. Medutim, u¢inak BT-
A, ¢ak 1 nakon izravne primjene u mozdane komore je izostao, $to se ocituje podjednakim
brojem aktiviranih neurona kod BT-A tretiranih i kontrolnih uzoraka tkiva (Tablica 1, Slika
7). Ovi se rezultati podudaraju s prethodno napravljenim bihevioralnim pokusima u kojima
BT-A nije utjecao na bolne odgovore ako je primijenjen u mozdane komore, dok je znacajno
smanjio bol ako je primijenjen u spinalni kanal (neobjavljeni rezultati). Time je jo§ jednom
potvrdeno da se djelovanje BT-A na bol odvija prije svega na razini kraljezni¢ne mozdine te

da ne ukljucuje viSe supraspinalne centre.
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5 ZAKLJUCAK

Sve veéi broj pretklinickih dokaza ukazuje da je mjesto djelovanja BT-A na bol
srediS$nji ziv€ani sustav, premda nije do kraja jasno na kojim sve razinama i dijelovima
nociceptivnog puta BT-A interferira s prijenosom bolne informacije.

Pretpostavlja se da BT-A na periferiji smanjuje perifernu senzitizaciju, ali da je glavno mjesto
djelovanja na razini prve sinapse u nociceptivnhom putu, odnosno u kraljezni¢noj mozdini.
Ovim smo diplomskim radom, promatranjem imunoreaktivnosti c-Fos proteina kao markera
aktivacije neurona 1 posrednog markera boli ispitali moguce djelovanje BT-A u
periakveduktalnoj sivoj tvari mozdanog debla, jednoj od regija mozga koja ima vaznu ulogu u
modulaciji nocicepcije na razini mozga.

Rezultati kvantifikacije imunoreaktivnosti u PAG-u su pokazali da periferno injiciranje
formalina dovodi do aktivacije neurona u toj regiji mozga, sukladno ocekivanjima i
rezultatima ranijih ispitivanja. Medutim, BT-A nakon primjene u mozdane komore nije
djelovao, odnosno broj c-Fos pozitivnih neurona bio je isti kao i kod kontrolnih uzoraka. Ovi
rezultati joS su jedan od dokaza koji potvrduju hipotezu o segmentalnom djelovanju BT-A na

bol perifernog porijekla te iskljucuju vise centre kao mjesto djelovanja BT-A.
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7 SAZETAK/SUMMARY

Antinociceptivno djelovanje BT-A predmet je pretklini¢kih i klini¢kih istraZivanja vec¢
viSe od 10 godina. Do sada je pokazano na razli¢itim eksperimentalnim modelima upalne 1
neuropatske boli dugotrajno antinociceptivno djelovanje BT-A nakon njegove jednokratne

lokalne primjene, $to ga razlikuje od svih do sada poznatih analgetika.

Prethodno je pokazano da BT-A, ako se primijeni periferno (u $apu), ali i intratekalno
(u spinalni kanal), smanjuje formalinom induciranu bol, kao i ekspresiju c-Fos u dorzalnom
rogu kraljezni¢ne mozdine (prva sinapsa u prijenosu bolne informacije). Nedostaje podataka o
mogucem djelovanju BT-A na periferno uzrokovanu bol u viSim podru¢jima nociceptivnog
puta. Stoga je cilj ovog rada bio ispitati utjecaj botulinum toksina tipa A (BT-A) na ekspresiju
c-Fos proteina u periakveduktalnoj sivoj tvari mozdanog debla (PAG-u), jedne od regija

mozga koja ima vaznu ulogu u modulaciji nocicepcije.

Imunohistokemijskom metodom je promatrana imunoreaktivnost c-Fos pozitivnih
neurona u uzorcima tkiva mozga Zzivotinja kojima je uzrokovana upalna bol perifernim
injiciranjem 5%-tne otopine formalina u Sapu. Jedna je skupina Zivotinja prethodno
predtretirana s BT-A koji je injiciran u lateralne mozdane komore (i.c.v.) u dozi 1 i.j./kg dok

je kontrolnoj skupini umjesto BT-A i.c.v. injicirana fizioloska otopina.

Rezultati pokazuju da periferno injiciranje formalina dovodi do aktivacije neurona u
PAG-u, sukladno ocekivanjima i rezultatima ranijih ispitivanja. Medutim, BT-A nakon
primjene u mozdane komore ne smanjuje aktivaciju neurona u toj regiji mozga. Ovi rezultati
jos§ su jedan od dokaza koji potvrduju hipotezu o segmentalnom djelovanju BT-A na bol

perifernog porijekla.
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SUMMARY

The antinociceptive action of botulinum toxin type A (BT-A) has been the subject of
preclinical and clinical research for more than 10 years. Until now, various experimental
models of inflammatory and neuropathic pain have shown long-term antinociceptive activity
of BT-A after its single local administration, which differentiates it from all known

analgesics.

It has been shown that BT-A reduces formalin-induced pain, as well as expression of
c-Fos in the dorsal horn of the spinal cord (the first synapse in the transmission of painful
information), if administered peripherally (in paw pad), but also intrathecally (in the spinal
canal). However, there is no data on the possible effect of BT-A on peripherally caused pain
in higher areas of the nociceptive pathway. Therefore, the aim of this study was to investigate
the effect of BT-A on the expression of c-Fos protein in the periaqueductal gray matter
(PAG), one of the regions of the brain that plays an important role in the modulation of

nociception.

Immunohistochemistry was used to investigate the immunoreactivity of c-Fos positive
neurons in animal brain tissue samples after inducing inflammatory pain by peripheral 5%
formalin injection. One group of animals was pre-treated with BT-A injected into the lateral
cerebral ventricles (i.c.v.) at a dose of 1 i.j./kg while in the control group i.c.v. saline was

injected in the same way.

The results show that peripheral injection of formalin causes activation of neurons in
PAG, as expected based on results from previous studies. However, after i.c.v. administration
to BT-A does not reduce the activation of neurons in that brain region. These results support
the hypothesis of segmental activity of BT-A on the pain of peripheral origin.
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SAZETAK

Antinociceptivno djelovanje BT-A predmet je pretklinickih i klini¢kih istrazivanja ve¢ vise od 10 godina.
Do sada je pokazano na razli¢itim eksperimentalnim modelima upalne i neuropatske boli dugotrajno
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Imunohistokemijskom metodom je promatrana imunoreaktivnost c-Fos pozitivnih neurona u uzorcima tkiva
mozga zivotinja kojima je uzrokovana upalna bol perifernim injiciranjem 5%-tne otopine formalina u Sapu.
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Rezultati pokazuju da periferno injiciranje formalina dovodi do aktivacije neurona u PAG-u, sukladno
o¢ekivanjima i rezultatima ranijih ispitivanja. Medutim, BT-A nakon primjene u mozdane komore ne
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SUMMARY

The antinociceptive action of botulinum toxin type A (BT-A) has been the subject of preclinical and clinical
research for more than 10 years. Until now, various experimental models of inflammatory and neuropathic
pain have shown long-term antinociceptive activity of BT-A after its single local administration, which
differentiates it from all known analgesics.

It has been shown that BT-A reduces formalin-induced pain, as well as expression of c-Fos in the dorsal
horn of the spinal cord (the first synapse in the transmission of painful information), if administered
peripherally (in paw pad), but also intrathecally (in the spinal canal). However, there is no data on the
possible effect of BT-A on peripherally caused pain in higher areas of the nociceptive pathway. Therefore,
the aim of this study was to investigate the effect of BT-A on the expression of c-Fos protein in the
periaqueductal gray matter (PAG), one of the regions of the brain that plays an important role in the
modulation of nociception.

Immunohistochemistry was used to investigate the immunoreactivity of c-Fos positive neurons in animal
brain tissue samples after inducing inflammatory pain by peripheral 5% formalin injection. One group of
animals was pre-treated with BT-A injected into the lateral cerebral ventricles (i.c.v.) at a dose of 1 i.j./kg
while in the control group i.c.v. saline was injected in the same way.

The results show that peripheral injection of formalin causes activation of neurons in PAG, as expected
based on results from previous studies. However, after i.c.v. administration to BT-A does not reduce the
activation of neurons in that brain region. These results support the hypothesis of segmental activity of BT-
A on the pain of peripheral origin.
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