Utjecaj botulinum toksina tipa A na aktivaciju
neurona ledne mozdine u modelu upalne boli

Meglié, Valentina

Master's thesis / Diplomski rad
2022

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urm:nbn:hr:163:580284

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-11-05

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:580284
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pharma:2506
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:2506
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:2506

Valentina Megli¢

Utjecaj botulinum toksina tipa A na aktivaciju
neurona ledne mozdine u modelu upalne boli

DIPLOMSKI RAD

Predan Sveucilistu u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu

Zagreb, 2022.



Ovaj diplomski rad je prijavljen na SveuciliStu u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog
fakulteta i1 izraden u Zavodu za farmakologiju SveudiliSta u Zagrebu Farmaceutsko-

biokemijskog fakulteta pod stru¢nim vodstvom prof. dr. sc. Lidije Bach-Rojecky.

Od srca zahvaljujem svojoj mentorici prof. dr. sc. Lidiji Bach-Rojecky na pomoci i
strpljenju prilikom izrade ovog diplomskog rada, kao i na svom prenesenom znanju
tijekom studija.

Takoder se iskreno zahvaljujem asistentici Daliji Vadunec na nesebicnoj pomoc¢i prilikom
izvodenja eksperimentalnog dijela rada i obrade dobivenih rezultata.

Veliko hvala mojoj obitelji i prijateljima koji su mi uvijek bili oslonac i pruzili bezuvjetnu

podrsku kroz Skolovanje. Bez vas ovo ne bi bilo moguce.



SADRZAJ

O U Y L I SRRSO 1
1.1, BOtUHNUM TOKSIN ..ottt sttt et nre s 1
L1000 POAMELIO .t 1
10,20 BOUUIIZAM .ottt e bbbt 3
11,30 SHTUKEUIA ..ottt bbbttt 4
1.1.4.  Mehanizam dJelOVANJA ......cceiieiieiicie et 5
115,  KINiCKa PIIMJENA .....vviiiiiiiiiiiieiiiiie it sibe e sibe e ssne e siresssneesnsneesnnees 9
1.1.6.  Analgetski uc¢inak botulinum toksina tipa A ........ccccceviieriiiieiniiin e 12

2 = To ] SRS 14
1.2.1.  Vrste boli i njihove znacajke.........ccooovviiiiiiiiiiiii 14
1.2.3.  NeurotransSmitori Pri NOCICEPCI ..vveiveeveiieiireieiiesie e 21
1.2.4.  ModulaCija NOCICEPCIJE ...ecuveiveeieiiecie et 23
1.2.5.  Senzitizacija i mehanizmi njezina Nastanka ............ccccccovevveveiiieieene e 24

1.3.  Zivotinjski eksperimentalni modeli Boli..........c.co.evrvrucurrereeeeeeresesesee e, 25
1.3.1. KaragenanSKI TEST .....c..cueiuiiiriiiiesii st 26

L4, CrFOS e 27
1.4.1.  Struktura i mehanizam djelovanja...........cccoeiiriiiiiniiice e, 27
1.4.2.  c-Fos kao neuralni marker DO..........ccoovieiieiiiesee e 28

2. OBRAZLOZENJE TEME ...cc.eviiiiiiieieiniinsise sttt 31
3. MATERIJALI IMETODE ......oo oottt 33
3.1.  Zivotinje i njihovo tKivo za analizu..........ccccoeveeeererureeereeesesieeeseeeese e 33
3.2. lspitivana tvar, botulinum toksin tipa A (BT-A) ..o, 33
3.3.  Antitoksin za botulinum toksin tipa A (anti-BT-A) ..o, 33
3.4.  Eksperimentalni model boli: karagenanski test (290) .........cccoovrvrereneneneninieeee, 34
3.5.  Eksperimentalni ProtoKOl ...........c.coviiiiiiiiicie e 34
3.5.1.  Priprema uzoraka za imunohistokemijsku analizu................ccccoeveviieiiniieennnnn, 34
3.5.2.  KoriStene kemikalije, reagensi 1 protutijela...........cccooeiviiiiiiiiiiiiicicn 35
3.5.3.  IMUNONISTOKEMIJA.....eiiiiiiie e ae e 36

3.6.  Statisticka analiza reZultata ............cceviiieiiiieiiie e 38
4., REZULTATIIRASPRAVA ...ttt sttt ans 39
B, ZAKLIUCCT oottt 49

6. POPIS KRATICA, OZNAKA I SIMBOLA ..o 50



7.
8.

LITERATURA oo e e et et et e e e et eer e e es et e e et e e es e e es e e s et ae e,
SAZETAK / SUMMARY ..ot er e e e e e e er e e s et ees e e es et e e et e e s e e s ar e e,



1. UVOD

1.1. Botulinum toksin

Prije vise od dva stolje¢a u Njemackoj je zabiljezen prvi slucaj botulizma.
Kontaminirane kobasice smatrane su uzrokom ove, do tada nepoznate bolesti koja je harala
Kerner ve¢ je tad predlozio klinicku primjenu toksina ekstrahiranog iz kontaminiranih
kobasica. Unato¢ tome, prva klini¢ka primjena botulinum toksina seze u 1977., kada ga je dr.
Alan Scott primijenio u odredene miSic¢e oko o€iju pacijenta s ciljem terapije strabizma. Od
tad su provedena brojna istrazivanja o djelovanju i moguc¢oj primjeni ovog toksina koja su
rezultirala ne samo novim formulacijama za njegovu terapijsku upotrebu, ve¢ i Sirokom

lepezom podrucja moguce primjene, od neurologije do kozmetic¢kih zahvata (Choudhury i

sur., 2021).

1.1.1. Podrijetlo

Botulinum toksini su proteini s karakteristitnom neurotoksi¢no$¢u koje proizvode
bakterije roda Clostridium (Choudhury i sur., 2021). Clostridium je rod anaerobnih $tapicastih
Gram pozitivnih bakterija koje mogu stvarati spore. Uklju¢uju vise od 150 vrsta, a u prirodi su
Siroko rasprostranjene u tlu te sedimentima jezera 1 oceana, ali 1 u crijevima zivotinja gdje
prezivljavaju u obliku spora. Spore mogu prezivjeti dugo vremensko razdoblje u ekstremnim
fizickim 1 kemijskim uvjetima. Kada okoliSni uvjeti postanu povoljni (poput vlaznosti,
prisutnosti nutrijenata i odsutnosti kisika), spore prelaze u vegetativne stanice koje mogu
stvoriti kolonije u hrani 1 proizvesti toksin koji, nakon ingestije, uzrokuje tezak oblik trovanja
poznat pod nazivom botulizam. Iako je odreden broj klostridija patogen, poput Clostridium
difficile, Clostridium perfringens i Clostridium sordelli, malen broj vrsta je neurotoksican.
Sest filogenetski razli¢itih klostridijskih grupa (Clostridium botulinum grupe 1-lIl,
Clostridium argentinense i pojedini sojevi Clostridium baratii i Clostridium butyricum)
proizvodi sedam serotipski razli¢itih vrsta botulinum toksina, BT ili BoNT (engl. Botulinum
neurotoxin): A, B, C, D, E, F, G. Tipovi botulinum toksina odreduju se seroloSkim
tipiziranjem, odnosno potpunom neutralizacijom toksina koristenjem homolognog antitoksina.
Krizna neutralizacija specifi¢nog toksina heterolognim antitoksinom se ne dogada uopce ili je
minimalna (Rossetto i sur., 2014). Razmatralo se postojanje dodatnog serotipa H koji je
identificiran kao uzro¢nik dojenackog botulizma 2014. godine. Nakon provedenih istrazivanja

pokazalo se da je to kimerni protein izmedu BT-A i BT-F, s obzirom da ga neutralizira tip-A




antitoksin, a sekvencijalnom analizom otkrivena je homologija s BT-F (Choudhury i sur.,
2021).

BT tipovi podijeljeni su u subtipove ovisno o njihovom aminokiselinskom slijedu, kodirani su
bont genima i obiljezavaju se numerickim sufiksom nakon serotipa (Slika 1). Postojanje
kimernih neurotoksina, poput BT-H, rezultat je prethodnih rekombinacijskih dogadaja unutar
bont gena (Pirazzini i sur., 2017). Serotipovi i subtipovi razlikuju se ne samo u strukturi, ve¢ i
u toksiko-farmakoloskim svojstvima (Choudhury i sur., 2021). Bakterije koje proizvode
tipove C i D nisu proteoliticke i imaju sli¢an metabolicki obrazac, dok su kulture koje
proizvode tipove A te djelomi¢no B i F toksine proteoliticke. Ostatak bakterija koje proizvode
B i F toksine su neproteoliticke s ugljikohidratnim metabolickim obrascima, po ¢emu se

razlikuju od neproteolitickih C i D sojeva (https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-

food/bam-chapter-17-clostridium-botulinum).

lako vecina vrsta proizvodi samo jedan tip toksina, posljednjih su godina otkrivene vrste koje

mogu aktivno proizvoditi dva ili ¢ak tri tipa toksina (Rossetto i sur., 2014).
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Slika 1. Filogenetsko stablo razli¢itih serotipova i subtipova botulinum toksina koje proizvode neurotoksi¢ne
Clostridium vrste (prilagodeno prema Rossetto i sur., 2014)



https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bam-chapter-17-clostridium-botulinum
https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bam-chapter-17-clostridium-botulinum

1.1.2. Botulizam

Dok tipovi BT-A, BT-B, BT-E i (rjede) BT-F uzrokuju botulizam i u Zivotinja i u
ljudi, za BT-C i BT-D se smatra kako ne mogu uzrokovati botulizam nakon oralne primjene u
covjeka jer se ne apsorbiraju u crijevima. Bakterije koje proizvode BT-G izolirane su iz tla, ali
se smatra kako ne mogu uzrokovati botulizam (Choudhury i sur., 2021).
lako je ova bolest danas rijetka, uzrokuje izrazito visoku stopu smrtnosti. Najvise slucajeva
uzrokovano je tipom A, B (iz mesnih proizvoda) i E (iz plodova mora) unesenima hranom iz
konzerviranih namirnica jer one pruzaju anaerobne uvjete koji pogoduju ne samo rastu
bakterija, ve¢ i proizvodnji toksina. Stoga mjere sprec¢avanja bolesti ukljucuju toplinsku
sterilizaciju (po mogucnosti i uklanjanje svih spora), smanjenje vlage, niski pH te visoku

koncentraciju konzervansa poput NaCl ili NaNO, (https://www.fda.gov/food/laboratory-

methods-food/bam-chapter-17-clostridium-botulinum).

Botulizam se ovisno o putu ulaska toksina u organizam dijeli na botulizam uzrokovan
hranom, dojenacki botulizam, botulizam unesen kroz rane, jatrogeni i inhalacijski botulizam.
Prva dva tipa su predominantni oblici bolesti kod kojih se toksin unosi oralnim putem. Ostali
su tipovi iznimno rijetki, no kod njih BT zaobilazi crijeva i direktno ulazi u opcu cirkulaciju
Simptomi koji karakteriziraju bolest ukljucuju paralizu miSi¢a i autonomnog ziv€anog
sustava, neuroloSke simptome (suho¢u usta, dvoslike, ptozu) te bulbarne simptome
potom silazi na misiée lica i naposljetku respiratornog sustava, uzrokujuci respiratorni zastoj.
Gastrointestinalni simptomi (mucnina, povracanje, gréevi u trbuhu i proljev) javljaju se kod
botulizma prenesenog hranom te ¢esto prethode ve¢ opisanim neuroloskim simptomima.

Lijecenje uklju¢uje mehani¢ku ventilaciju, primjenu antitoksina i suportivnu terapiju. Kod
botulizma prenesenog hranom moguca je i primjena aktivnog ugljena (Pirazzini i sur., 2017;

http://www.msd-prirucnici.placebo.hr/msd-prirucnik/infektologija/anaerobne-

bakterije/botulizam).



https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bam-chapter-17-clostridium-botulinum
https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bam-chapter-17-clostridium-botulinum
http://www.msd-prirucnici.placebo.hr/msd-prirucnik/infektologija/anaerobne-bakterije/botulizam
http://www.msd-prirucnici.placebo.hr/msd-prirucnik/infektologija/anaerobne-bakterije/botulizam

1.1.3. Struktura

BT proteini su u pocetku sintetizirani kao jedan polipeptidni lanac mase priblizno 150
kDa. Proteaze kidaju taj lanac u podrucju petlje koju stvara disulfidna veza ¢ime nastaje zreli
toksin koji se sastoji od lakog (L lanac mase oko 50 kDa) i teskog lanca (H lanac mase oko
100 kDa). Ova dva lanca medusobno su povezana dugackim peptidnim pojasom (jedinstven
za BT, Cvrsto spaja L i HN domenu), nekovalentnim vezama i jednom medulancanom
disulfidnom vezom. Cijeli protein sastoji se od tri domene koje ispunjavaju razli¢ite funkcije
na molekularnoj razini (Slika 2.a, 2.c):

1. L lanac — kataliticka jedinica koja sadrzi cink; posjeduje toksi¢nu metaloproteinaznu
aktivnost koja specificno kida SNARE proteine (engl. soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor attachment protein receptor) potrebne za egzocitozu neurotransmitora,

2. HN domena — smjestena na N kraju teSkog lanca; potrebna je za translokaciju lakog
lanca preko membrane endocitoznih vezikula u citoplazmu neurona,

3. HC domena — smjestena na C kraju teSkog lanca; odgovorna je za presinapticko
vezanje na receptore (gangliozide i sinapti¢ke vezikularne proteine) i endocitozu;
sastoji se od dvije poddomene koje su razliito smotane 1 stoga imaju drugacija
svojstva vezanja.

Dok su u svih BT prisutna dva lanca povezana disulfidnom vezom, postoje znacajne razlike u
slijedu aminokiselina kod svakog podtipa. Toksin je obi¢no okruZen i stabiliziran netoksi¢nim
proteinima (engl. neurotoxin associated proteins, NAPs). U njih spadaju nehemaglutininski i
hemaglutininski proteini. S nehemaglutininskim proteinima BT formira heterodimer. Ove
proteine koji okruzuju toksin kodiraju ntnha geni smjesteni do bont gena, a pretpostavlja se da
im je glavna uloga upravo zaStita toksina od proteaza i pH uzrokovane denaturacije u
raspadaju¢em materijalu u kojem klostridije uglavnom zive. Sekundarna uloga im je zaStita od
uvjeta u gastrointestinalnom traktu zivotinja koje inficiraju. Osim nehemaglutininskih
proteina, u zastitu toksina su ukljuéeni i sami hemaglutinini. lako nemaju direktan kontakt s
toksinom, s njim i nehemaglutininima formiraju veliki oligomer poznat kao PTC kompleks
mase oko 900 kDa (engl. progenitor toxin complex — Slika 2.b). Glavna uloga ovog
kompleksa je olakSavanje transepitelne apsorpcije toksina. lako sam toksin mozZe prijeci
barijeru, hemaglutinini djeluju kao adhezini koji olakSavaju prianjanje na mukozu, epitelne 1
druge stanice crijeva kao §to su M i neuroendokrine stanice buduci da stupaju u interakcije sa

Secerima poput sijalinske kiseline i galaktoze (Rossetto i sur., 2014).




120 A

110A

peptidni pojas 260 A

Teski lanac

Translokacijska domena Vezujuca domena
(HN) (HC)

Mijesto cijepanja

NH,

(Fn2)
[ Zn f/
Kataliticka domena

(L)
Laki lanac

2.c)

Slika 2. Struktura botulinum toksina tipa A: a) kristalna struktura BT-A s pripadajuc¢im elektri¢nim dipolom,
b) struktura simetriénog heterododekamernog PTC kompleksa koji osim BT-A uklju¢uje nehemaglutinine
(NTNHA/AT1) te hemaglutinine (tri HA17, Sest HA33 i tri HA70), ) shematski prikaz dvolancane strukture
BT-A (prilagodeno prema Rossetto i sur., 2014)

1.1.4. Mehanizam djelovanja

Zbog porasta pH prilikom ulaska u krvotok PTC se raspada jer se NAP-ovi odvajaju
od BT-A koji potom slobodan putuje krvlju i limfatickim sustavom gdje se intaktan zadrzava
nekoliko dana. Mehanizam prelaska kroz stijenke krvnih i limfnih Zila joS§ uvijek je nepoznat,
ali je poznato kako se nakon toga BT selektivnho veze za periferne Ziv€ane zavrSetke,
poglavito autonomnih kolinergickih Zivaca i u neuromuskularnoj vezi (Kim i sur., 2015).
Signalizacija u kemijskim sinapsama posredovana je neurotransmitorima koji se otpustaju iz
presinaptickih ziv€anih zavrSetaka i vezu na receptore smjeStene na postsinapti¢koj stanici

poput miSi¢ne ili egzokrine. Kod zavrSne motoricke ploce, koja kao poveznica motori¢kog




neurona 1 miSi¢nog vlakna omogucuje kontrakciju skeletnih misi¢a, acetilkolin (ACh) se
otpusta sa zavrSetaka motoric¢kih aksona kada akcijski potencijal, generiran u pocetnom dijelu
motori¢kog neurona u sredi$njem Zivéanom sustavu (SZS-u) doputuje do Zivéanog zavrietka.
Odnosno, neurotransmitori, pa tako i acetilkolin, sintetiziraju se u citoplazmi ziv€ane stanice i
pohranjuju u presinaptickim zivéanim zavrSetcima unutar malih sinaptickih vezikula.
Nakupljanje ACh u njihovom lumenu primarno je potaknuto elektrokemijskim protonskim
gradijentom kojeg stvaraju protonske crpke smjeStene na membrani vezikula. Crpke su
odgovorne za prijenos vodikovih iona u sam sinapti¢ki mjehuri¢ koriste¢i energiju stvorenu
hidrolizom ATP-a. Tako sinapti¢ke vezikule sluze kao rezervoar ACh u presinaptickim
ziv€anim zavrSetcima ili se vezu za aktivne zone, odnosno specijalizirana podrucja
presinaptiCke membrane u procesu spajanja (engl. docking). Velik broj proteina regulira
privlacenje (engl. docking): integralni proteini membrana vezikule VAMP (engl. vesicle-
associated membrane protein ili sinaptobrevin) i sinaptotagmin (Syt), proteini presinapticke
neuronalne membrane SNAP-25 i sintaksin te citoplazmatski proteini poput kompleksina i
Muncl8. Syt stupa u interakciju s membranskim inozitolnim fosfolipidima dok VAMP
formira zavojiti kompleks sa SNAP-25 i sintaksinom. Nastanak ovog kompleksa, poznatijeg
kao SNARE kompleks (engl. soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor activating protein
receptor) regulira Muncl8. Kompleksin spre¢ava potpuno stapanje membrana vezikule i
stanice sve dok SNARE proteini ne odrade svoje funkcije u procesu poznatom kao
sazrijevanje vezikule (engl. priming). Depolarizacija presinapti¢kih zavrSetaka uzrokovana
akcijskim potencijalom rezultira otvaranjem kalcijevih ionskih kanala. Influks Ca** u
citoplazmu presinaptickog neurona odgovoran je za otpustanje neurotransmitora iz vezikula
nakon vezanja za Syt. Ovo pocetno spajanje vodi k brzoj konformacijskoj promjeni koja
omogucéuje potpunu fuziju i formaciju pora kroz koje neurotransmitor brzo izlazi u
neuromuskularnu sinapti¢ku pukotinu. Ovdje se ACh veze za specificne ionotropne receptore
na misicnom vlaknu, nikotinske kolinergicke receptore koje aktivira dovodeci do ulaska
natrijevih iona u stanicu zbog ¢ega se postsinapticka membrana depolarizira. To dovodi do
influksa Ca?* i posljedi¢no kontrakcije misi¢a. Nakon otpustanja ACh vezikul se internalizira
endocitozom posredovanom Kklatrinom. Egzocitoza i endocitoza neurotransmitora strogo je
uparena: inhibicija jednog procesa rezultira inhibicijom drugog. Poslije internalizacije
vezikule se ponovno pune molekulama neurotransmitora ¢ime zapocinje sljede¢i ciklus
neurotransmisije.

Botulinum toksin djeluje tako da dugotrajno no reverzibilno sprecava otpustanje acetilkolina,

Sto rezultira blokadom kontrakcije skeletnih misi¢a iako akcijski potencijali i dalje dolaze do




zavrSne motori¢ke ploce. Toksin se internalizira u stanicu na jedinstven nac¢in - dualnim
vezanjem na medusobno neovisne receptore. Posredstvom HC domene toksin se veze na
polisijalogangliozid te potom na povrsinski receptor sinaptotagmin ili glikozilirani SV2 (engl.
Synaptic vesicle glycoprotein). Na koji ¢e se povrsinski receptor toksin vezati ovisi 0 njegovu
tipu pa ¢e se primjerice BT-A vezati na SV2 receptor. Toksin se potom internalizira
endocitozom te smjesSta unutar sinapti¢kih vezikula koje zakiseljuje poticanjem pojac¢anog
rada vezikularne protonske pumpe. Snizen pH aktivira ACh transportere u membrani vezikula
pa se citoplazmatski ACh pojacano unosi i koncentrira u vezikulama. Kao $to je prethodno
opisano, vezikule se normalno spajaju s presinaptickom membranom i otpustaju ACh u
sinapti¢ku pukotinu, no prisustvo BT interferira s ovim procesom na sljedeci nacin (Slika 3):
potpomognut HN domenom teskog lanca odvija se proces translokacije. On ukljucuje
ugradnju toksina u membranu endosoma i translokaciju lakog lanca s luminalne na
citoplazmatsku povrsinu membrane endosoma. Laki lanac ostaje neaktivan sve dok je vezan
za ostatak toksina. Nakon translokacije slijedi otpustanje i aktivacija lakog lanca redukcijom
disulfidne veze pomocu cijepajucih enzima kao $to su proteini toplinskog Soka hsp90 i
tioredoksin reduktaza-tioredoksin sustav (TrxR-Trx). Metaloproteaznom aktivno$c¢u laki lanac
potom kida i inaktivira proteine kao $to su SNAP-25 i sintaksin. Unistavanjem funkcije ovih
SNARE proteina BT onemogucuje fuziju vezikule s presinaptickom membranom i
posljedi¢no otpustanje ACh u sinapticku pukotinu Sto rezultira kemijskom paralizom miSica.
Vremensko trajanje paralize ovisi primarno o poluvremenu zivota lakog lanca i dostupnosti
SNARE proteina za kidanje, ali i o aktivnosti zahvacenih misica i dozi toksina. Koji protein
¢e biti pokidan ovisi o tipu BT: tipovi B, D, F 1 G kidaju VAMP, tipovi A 1 E kidaju SNAP-
25, a tip C kida SNAP-25 ili sintaksin.

Kao §to je ranije spomenuto, neuromuskularna veza, iako najéesce, nije jedino mjesto
djelovanja BT, odnosno vezikule s ACh nisu jedine ¢iju egzocitozu BT onemogucuju. Ostale
mete ukljuc¢uju molekule u malim sinapti¢kim vezikulama (kao $to je glutamat) i neuropeptide
u velikim vezikulama s gustom jezgrom (CGRP, PACAP, tvar P).

Neuromuskularna veza pogodena djelovanjem BT prolazi opsezno remodeliranje zbog cega je
ucinak toksina reverzibilan. Zahvaceni misi¢ i miSi¢na vlakna postupno atrofiraju, dok se
zavrSna motoricka ploc¢a povecava. Kako bi se odrzala homeostaza, neuroni stvaranju nove
ziv€ane ogranke (uglavnom iz zavrSetaka nemijeliniziranih motori¢kih aksona) koji sadrze
proteine ukljuene u proces neuroegzocitoze, preuzimajuéi funkciju zahvacene motoricke
ploce. Ogranci se postupno povecéavaju, protezuci se paralelno s longitudinalnom osi mi§i¢nog

vlakna. Formiraju se i nove sinapse (koje su ipak slabije djelotvorne od originalnih) te novi




kontakti s miSiénim vlaknima. Na postsinaptiCkim membranama takoder dolazi do
reorganizacije nikotinskih receptora koji su sada smjeSteni nasuprot novostvorenim
funkcionalnim ograncima. Pritom se poveéava broj motoric¢kih plo¢a na jednom miSi¢énom
vlaknu, kao i broj vlakana inerviranih jednim motorickim aksonom. Kada se donekle povrati
funkcija glavnog ogranka neurona, novostvoreni ogranci i sinapse budu eliminirani (Bach-
Rojecky, 2006; Rossetto i sur., 2014; Pirazzini i sur., 2017; Choudhury, 2021).
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Slika 3. Mehanizam djelovanja botulinum toksina: a) normalno otpustanje neurotransmitora, b) utjecaj
razlicitih tipova BT na otpustanje neurotransmitora iz presinaptickog neurona (prilagodeno prema
Rossetto i sur., 2014)




1.1.5. Klini¢ka primjena

Nakon Scottovih pionirskih istrazivanja u podru¢ju oftalmologije, ideja o koriStenju
niskih doza BT u terapijske svrhe nastavila se razvijati zahvaljujuci identifikaciji i
procis¢avanju razliitih serotipova toksina pocetkom 20. stoljeca, pretklinickim testiranjima
na primatima 1960.-tih te karakterizacijom genoma C. botulinum 1987. godine. Rezultat
klinickih opazanja 1 istrazivanja bilo je odobravanje primjene niskih doza BT-A u lijecenju
strabizma, a zatim i blefarospazma te hemifacijalnog spazma od strane americke Agencije za
hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration, FDA) 1989. godine (Bach-Rojecky,
2006; Drinovac Vlah, 2017).
Apsolutna neurospecifiénost omogucila je koristenje BT-A kao ucinkovitog terapijskog
sredstva za bolesti karakterizirane hiperfunkcijom Ziv€anih zavrSetaka koju regulira lokalna
injekcijska primjena malenih koli¢ina toksina (Rossetto i sur., 2014).
Stoga je BT-A postao terapijska opcija u neurologiji, prvotno za olakSavanje ve¢ spomenutih
hiperkontrakcija malih misi¢a vjeda i lica, kao i vecih fokalnih distonija misic¢a glave i vrata
(cervikalna 1 oromandibularna distonija), a potom i za lijeCenje poremecaja kretnji udova kao
Sto su okupacijska distonija, spastiCnost miSi¢a razliite etiologije 1 cerebralna paraliza. S
obzirom da BT-A takoder djeluje na kolinergi¢nu autonomnu inervaciju koja kontrolira
znojenje, suzne zlijezde i zlijezde slinovnice te glatke miSiée i sfinktere, indikacije za BT-A
proSirene su na hiperhidrozu te uroloSke i gastrointestinalne poremecaje. Miorelaksirajuce
djelovanje povezano s analgetskim uc¢inkom BT-AL primjenjuje se i u terapiji razli¢itih bolnih
stanja poput migrene. Unato¢ sluzbenom odobrenju u tek desetak indikacija, BT se danas
siroko Kkoristi ,,0ff-label”, odnosno izvan indikacijskog podruc¢ja (Tablica 1). Danas je jedan
od najcesce koristenih terapijskih proteina s obzirom da se, osim za lije¢enje, od 2002. koristi
2006; Pirazzini i sur.,2017; Drinovac Vlah, 2017).
Pozeljna farmakoloska svojstva BT-A uklju¢uju njegovu potentnost, neurospecifi¢nost,
ograni¢enu difuziju s mjesta lokalne primjene i reverzibilnost ué¢inka s vremenom (Pirazzini i
sur., 2017). Ostale prednosti upotrebe BT-A u lijeCenju ukljucuju dobru suradljivost
pacijenata te dokaze o uéinkovitosti iz dvostruko slijepih, placebom kontroliranih studija.
Nasuprot tome, nedostatci primjene ukljucuju cijenu terapije, odgodenost maksimalnog
uc¢inka U trajanju do mjesec dana, moguc razvoj rezistencije uslijed stvaranja protutijela, rizik
od ucinaka na mjestima udaljenima od mjesta injiciranja te s tim povezane nuspojave (Elovic

i sur., 2009).




Od svih sedam serotipova botulinum toksina, za sada se u terapiji koriste samo dva: tip A i tip

B. Potentnost im je izrazena u internacionalnim jedinicama (i.j.). 1 i.j. odgovara 0,048 ng BT-
A (Bach-Rojecky, 2006).

Tablica 1. Popis klini¢kih stanja u kojima se primjenjuje BT-A (preuzeto iz Drinovac Vlah, 2017)
ZIVCANO-MISICNA

SPOJNICA AUTONOMNE SINAPSE SENZORNE SINAPSE
ODOBRENA PRIMJENA:
strabizam (1989.);
blefarospazam (1989.);
hemifacijalni spazam (1990.); primarna aksilarna
cervikalna distonija (2002.); hiperhidroza (2010.);
spazam miSic¢a gornjih (2010.) urinarna inkontinencija s
i donjih (2016.) ekstremiteta | prekomjernom neurogenom | prevencija kroni¢éne migrene
kod djece s cerebralnom aktivnoséu m. detrusora (2010.)
paralizom i kod odraslih nakon (2011.);
mozdanog udara; pretjerano aktivan mokraéni
kozmetic¢ka primjena: mjehur (2011.)
glabelarne linije i lateralne
kantalne bore (2002.)
,»OFF-LABEL” PRIMJENA | U FAZI ISPITIVANJA:
ostale fokalne distonije: . ..lqii.ObOlj".l; .
larinaealna. oromandibularn mlofa_sc_ljalnl_ bo_Inl sindrom;
gealna, oromandibularna, piriformis sindrom;
orolingualna, distonije trupa i kompleksni regionalni E)olni
udova, profesionalne sindrom (CPRS);
( writer'’s cramp”); . tenzijska glavobolja;
spasti¢nost udova kod multiple glavobolja kao posljedica
skleroze i ozljeda SZS; orekomijerne primjene
esencijalni tremor ruku i glave; palmarna hiperhidroza; lijekova:
sindrom ukocene osobe; Freyjev sindrom; lateralni epikor’1diliti5'
bruksizam; hipersalivacija; osteoartritis: '
poremecaji glatkih misica: hiperlakrimacija; bol u ramenin;a'
benigna hiperplazija prostate, sijaloreja fantomska i rezidualr;a bol:
disinerg_i_]' a miSica Z(_ij elice, neuropatska bol: '
e e i ot
. ijjabeticka neuropatija,
Sflnktige:],OIRr::le)/r?OUdov visceral_na_ bol: kronién_a bol
T S zdjelice, prostate i
kozmeticka primjena: mokraénog mjchura
hipertrofi¢ne bore platizme (intersticijski cistitis)




FDA je registrirao tri formulacije BT-A:
- Onabotulinum toxin A (ONA; Botox®/Vistabel®; Allergan Inc., Dublin, Irska) -
kompleks veli¢ine 900 kDa,
- Abobotulinum toxin A (ABO; Dysport®/Azzalure®; Ipsen, Paris, Francuska) -
kompleks velic¢ine 900 kDa,
- Incobotulinum toxin A (INCO; Xeomin®/Bocouture®; Merz Pharmaceuticals GmbH,

Frankfurt, Njemacka) - 150 kDa bioloski aktivni dio kompleksa.

Registrirani pripravak BT-B1 je rimabotulinumtoxin B, Myoblock®/Neurobloc® (Drinovac
Vlah, 2017; Rados Filipovi¢, 2019).

U fazi istrazivanja su jo$ rekombinantni proteini sa selektivnim djelovanjem na nociceptivne
neurone i proteini kojima je cilj poboljsati farmakodinamicka i farmakokineticka svojstva
pojedinih serotipova (primjerice kimerni protein BT-E / BT-A kojim je moguce postiéi brze i
dugotrajnije djelovanje u odnosu na BT-A). Istrazuju se i male izmjene u strukturi toksina
kojima se pokusavaju izbjeéi nuspojave vezane uz moguce Sirenje toksina s mjesta primjene
te formulacije transdermalnih oblika kojima bi se omoguéio neinvazivan put primjene
(Drinovac Vlah, 2017).

Razlike izmedu BT-A i BT-B postoje u potentnosti, trajanju djelovanja, ucestalosti nuspojava
i antigenosti. U odnosu na BT-A, djelovanje BT-B nastupa prije, ali ujedno traje krace uz veci
broj zabiljezenih nuspojava. Potrebne doze BT-B takoder su nekoliko puta ve¢e od doza BT-
A. Osim razlika medu tipovima BT, postoje i razlike izmedu razli¢itih komercijalnih
pripravaka BT-A (Bach-Rojecky, 2006).

Te razlike proistjeCu iz razlika u proizvodnom procesu tijekom kojeg se moze smanjiti
aktivnost aktivnog dijela toksina. Tako je u klinickim studijama utvrdeno da jednoj jedinici
Botox®-a odgovara jedna jedinica Xeomin®-a, a tri jedinice Dysport®-a (Drinovac Vlah,
2017).

U Hrvatskoj su trenutno odobreni Botox Allergan® (BT-A, Allergan Pharmaceuticals
Ireland), NUCEIVA® (BT-A, Evolus Pharma B.V.), Vistabel 4 Allergan (BT-A, Allergan
Pharmaceuticals Ireland), NeuroBloc (BT-B, Sloan Pharma S.a.r.l), Bocouture (BT-A koji ne
sadrzi proteinske komplekse, Merz Pharmaceuticals) i Xeomin (BT-A koji ne sadrzi

proteinske komplekse, Merz Pharmaceuticals) (https://mediately.co/hr).
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1.1.6. Analgetski u¢inak botulinum toksina tipa A

Zajedno s ocekivanim neuromuskularnim u¢incima uoc¢eno je povoljno djelovanje BT-
A na bol povezanu s poremecajem hiperaktivnosti misi¢a (najprije u bolesnika s cervikalnom
distonijom), a smatralo se posljedicom smanjene misi¢ne kontrakcije. Medutim, daljnjim
klinickim opazanjima uoceno je da analgetsko djelovanje nastupa prije i traje dulje od
miorelaksiraju¢eg te da BT-A moze smanjiti bol koja nije pracena povecanom misSi¢nom
kontrakcijom, poput migrene, tenzijske glavobolje i neuropatske boli. To je dovelo do
zakljucka da je uc¢inak BT-A na bol neovisan o u¢inku na misice te da je vjerojatno posljedica
izravnog djelovanja BT-A na senzorne neurone ¢ime utjeCe na nocicepciju te perifernu i
sredi$nju senzitizaciju (Kim i sur., 2015, Drinovac Vlah, 2017).
Prema ,,perifernoj hipotezi“, predloZzeni mehanizam antinociceptivnog uéinka BT-A nakon
lokalnog injiciranja je djelovanje isklju¢ivo na perifernim zavrSecima primarnih aferentnih
neurona inhibicijom luéenja neurotransmitora i neuropeptida zbog cijepanja SNAP-25, sli¢no
prethodno opisanom procesu inhibicije otpustanja ACh u neuromuskularnoj vezi. Druga
moguénost je utjecaj na prisutnost ionskih kanala ili receptora na membranama perifernih
nociceptora. Ovim procesima smanjuje se periferna i posredno srediSnja senzitizacija. U
prilog ovoj hipotezi ide eksperimentalno pokazano inhibiraju¢e djelovanje BT-A na lucenje
brojnih neurotransmitora i neuropeptida ukljucenih u proces nocicepcije in vitro i in vivo, kao
Sto su glutamat, tvar P, CGRP (engl. calcitonin gene related peptide) i noradrenalin. Prvi
dokaz o antinociceptivnom djelovanju BT-A dobiven je na formalinskom modelu upalne boli
u Stakora. Periferno primijenjen BT-A u plantarnu povrSinu Sape Stakora inhibirao je neke od
neurofizioloskih i neurokemijskih ucinaka formalina, kao $to su ekspresija c-Fos proteina u
lednoj mozdini, aktivacija neurona u dorzalnim rogovima ledne mozdine Stakora i periferno
lu¢enje glutamata. S obzirom da glutamat sudjeluje u senzitizaciji nociceptora, inhibicija
njegovog lucenja smanjuje upalu i perifernu senzitizaciju ¢ime je indirektno smanjena i
srediSnja senzitizacija. Takoder, u eksperimentalnim modelima upalne boli mokra¢nog
mjehura smatralo se da je povoljno djelovanje BT-A posljedica smanjenja senzitizacije
perifernih aferentnih vlakana, vjerojatno uslijed inhibicije lokalnog lucenja acetilkolina, ATP-
a i tvari P te smanjenja ekspresije receptora za kapsaicin i ATP (Bach-Rojecky, 2006;
Drinovac Vlah, 2017).
Medutim, teorijom o iskljucivo perifernom mjestu djelovanja nije mogucée objasniti pojave
poput udaljenih ucinaka BT-A nakon periferne primjene, brzi pocetak djelovanja i

ucinkovitost nizih doza BT-A nakon intraneuronalne ili srediSnje intratekalne primjene te
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klinicku ucinkovitost u bolnim poremecajima poput migrene, koja je definirana kao bolest
sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS). Stoga je postavljena hipoteza o sredisnjem mijestu
antinociceptivnog djelovanja BT-A te je dokazano da BT-A s mjesta primjene u SZS dolazi
mikrotubulima posredovanim retrogradnim aksonalnim transportom (Bach-Rojecky i
Lackovi¢, 2009; Drinovac Vlah, 2017). Iako mehanizam sredi$nje modulacije senzitizacije
pomoc¢u BT-A nije u potpunosti razjasnjen, postoji poveznica s endogenim opioidnim i
GABA-ergi¢cnim  sustavom. Antagonist GABA-A receptora bikukulin, injiciran
intraperitonealno i intratekalno, sprije¢io je ucinak smanjenja bolne preosjetljivosti nakon
periferne primjene BT-A u Stakora. Slicno ovim istrazivanjima, naloksozanin i naltrekson,
selektivni i neselektivni antagonisti p-opioidnih receptora, prevenirali su antinociceptivnu
aktivnost BT-A u formalinskom testu, kao i na modelima neuropatske boli. Rezultati ovih
istrazivanja sugerirali su takoder da BT-A djeluje na bol na razini ledne mozdine
(segmentalno) umjesto supraspinalno, buduc¢i da primjena bikukulina i opioidnih antagonista
u cisternu magnu ili mozdane komore nije utjecala na antinociceptivno djelovanje periferno
primijenjenog BT-A (Kim i sur., 2015; Drinovac Vlah, 2017).

U klinickim studijama uoceno je smanjenje boli nakon jednokratne intramuskularne i/ili
intradermalne lokalne primjene malih doza BT-A (ukupno 7,5 — 10 ng; 0,24 ng na jedno
mjesto injiciranja intramuskularno, a 1,45 — 3 ng intradermalno). Dugotrajnost analgezije (¢ak
do 6 mjeseci) smatra se posljedicom dugotrajnog zadrzavanja proteoliticki aktivnog lakog
lanca BT-A u citoplazmi i njegove otpornosti na proteosomalnu razgradnju, a ujedno je i
pozeljno svojstvo analgetika.

Za neka bolna stanja postoje randomizirane, dvostruko-slijepe, placebom kontrolirane studije,
no njihovi su rezultati ¢esto kontradiktorni. Uz malen broj studija te malen broj pacijenata koji
u njima sudjeluju, kao razlozi kontradiktornih ili negativnih rezultata navode se nedostatak
standardiziranih smjernica za primjenu i doziranje BT-A, razlike u metodologiji procjene boli
u pacijenata te razlike u definiranju primarnih ishoda studije. Zakljucci ovih studija upucéuju
na to da BT-A nema utjecaja na akutnu i nocicepcijsku bol, no da smanjuje bolnu
hiperosjetljivost koja je posljedica ozljede tkiva i/ili zivéanog sustava. Najvise klinickih
dokaza govori u prilog uspjesnosti BT-A u lijecenju trigeminalne neuralgije, dijabeticke
neuropatije te postherpeticke neuralgije, a jedina odobrena abolna indikacija za primjenu BT-

A je kroni¢na migrena (Matak i sur., 2019).
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1.2. Bol

Prema definiciji Medunarodne udruge za istrazivanje boli (engl. International
Association for the Study of Pain, IASP), bol je neugodan osjetilni i emocionalni dozivljaj
koji ukazuje na ili je povezan sa stvarnim ili potencijalnim ostecenjem tkiva. Bol nastaje kao
posljedica dvaju slozenih procesa: prijenosa bolne informacije s mjesta ozljede do mozga
(nocicepcije) te njezine emocionalne i kognitivne obrade u vi$im centrima u mozgu (Drinovac
Vlah, 2017).

Uzroci boli mogu biti razli¢iti: od topline, bakterijskih infekcija, tkivne ishemije ili
nagnjeCenja, miSi¢nih gréeva... Iako velik broj patoloskih stanja moze uzrokovati bol, samo
ljudsko tijelo potice reakcije kojima se taj podrazaj uklanja (Guyton i Hall, 2017). Stoga osjet
boli ima vaznu fiziolosku ulogu u prezivljavanju i zastiti organizma u okoliSu jer omogucuje
opazanje Stetnog podraZaja i njegovo izbjegavanje, ¢ime se ostecenom tkivu daje prilika za
cijeljenje (Drinovac Vlah, 2017). Gubitkom ove zastitne funkcije bol postaje patoloska
(primjerice uslijed ozljede ili disfunkcije Ziv€anog sustava), kroni¢nog trajanja te gubi
funkciju svrsishodnog upozorenja. Tada sama bol moze ostetiti funkcioniranje ili ¢ak i zivot

organizma.

1.2.1. Vrste boli i njihove znacajke
Bol se moze Kklasificirati na razne nacine (Slika 4): prema podrijetlu (kutana —
povrsinska, somatska — iz parijetalnog peritoneuma, visceralna — iz unutarnjih organa...), na

temelju trajanja, etiologije ili patofiziologije, intenziteta i simptoma (Bach-Rojecky 2006).

Klasifikacija boli

= glavobolja * blaga ¥ 1
akutna kreniéna EE:E'EJ'P”E' ;"ETJEIEFEHE nociceptivna neuropatska
+ nemaligna zglobovima *  somatska +  periferna
* bolutrbuhu * visceraina * centralna

* maligna

+  epizoditna = srianabol

Slika 4. Klasifikacija boli (prilagodeno prema https://www.intechopen.com/chapters/76480)



https://www.intechopen.com/chapters/76480

Na temelju trajanja bol se dijeli na akutnu (brzu, ostru) i kroni¢nu (Sporu, trajnu) bol, pri ¢emu
se one razlikuju po vremenu koje protekne od podrazaja do same pojave boli, kao i1 ovisno o
zavrsetku procesa cijeljenja (akutna bol prestaje nakon uklanjanja uzroka, dok kroni¢na traje i
nakon toga).

Akutna bol javlja se oko 0,1 sekundu nakon podraZzaja te se ne osjeca u veéini dubokih tkiva.
Ocituje se kao odgovor na traumu ili upalu i tipicna je za poslijeoperacijska stanja. Djeluje
kao upozoravajuéi obrambeni mehanizam cija se adaptivno-zastitna uloga ocituje na nacin da
ozlijedeno ili upalno podrucje i okolno tkivo Cini preosjetljivim na sve vrste podrazaja.
Obicno se moze puno to¢nije lokalizirati od spore trajne boli uz uvjet da su podrazeni i
mehanoreceptori. Period trajanja iznosi do tri mjeseca te obuhvaca razdoblje cijeljenja. Ako
se ne lije¢i, moze prijeci u kroni¢nu bol.

Za razliku od akutne, spora se bol javlja tek nakon jedne ili viSe sekundi nakon Cega se
pojacava kroz naredni vremenski period koji moZe iznositi 1 do nekoliko minuta. Kroni¢na bol
traje dulje od tri mjeseca. Rezultat je trajnog patoloSskog poremecaja, 0dnosno moze se
pojaviti u bilo kojem organu ili tkivu te je obi¢no povezana s njihovim razaranjem. Moze
postojati neovisno o stanju koje je bol iniciralo te traje i nakon procesa cijeljenja. Pacijentima
obi¢no uzrokuje dugotrajnu, gotovo nepodnosljivu patnju te se zbog svoje prirode 1 simptoma
smatra posebnom boleséu koja zahtijeva multiterapijske aktivnosti. Specificna znacajka
kroni¢ne boli je preosjetljivost na uobicajene bolne podrazaje (hiperalgezija), ali i bol nakon
podrazaja koji u uobiCajenim okolnostima ne moze uzrokovati bol (alodinija) (Puljak i
Sapunar, 2014; Guyton i Hall, 2017).

Prema etiologiji kao najvaznije oblike moguce je razlikovati nociceptivnu, upalnu i
neuropatsku bol. Ove se vrste boli medusobno razlikuju po mehanizmima nastanka,
patofizioloskim karakteristikama i trajanju.

Nociceptivna bol nastaje prilikom djelovanja podrazaja visokog intenziteta na periferne
nociceptore u fizioloskim uvjetima. To je akutna bol intenziteta i trajanja proporcionalnog
uzroku. Termalni, kemijski ili mehanicki bolni podrazaj aktivira specificne receptore ili
ionske kanale na perifernim zivéanim zavrSecima C- i Ad-vlakana, §to dovodi do lokalnog
lucenja glutamata koji djeluje preko AMPA, NMDA i kainatnih receptora doprinoseci
nocicepciji. Nastali akcijski potencijal prenosi se u lednu mozdinu gdje se aktiviraju sljedeci
neuroni u osjetnom putu. Ako je podrazaj dovoljno jak, luci se i spori neurotransmitor tvar P
koji preko neurokininskih NKI1 receptora pojacava postsinapticku ekscitaciju spinalnih
neurona koji u osjetnom putu Salju signale u vise supraspinalne centre. Ovaj tip boli djeluje

kao rani sustav upozorenja organizma na mogucu ozljedu tkiva.
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Upalna bol javlja se kao posljedica upale ili ozljede tkiva. Nociceptori se aktiviraju
podrazajem i upalnim medijatorima koje luce stanice oko nociceptora (razni kinini, serotonin,
eikozanoidi, citokini). Kao odgovor, iz ziv€anih zavrSetaka istog nociceptora luce se tvari
poput CGRP-a, koji povecava kapilarnu permeabilnost, i tvari P koja uzrokuje vazodilataciju
(aksonski refleks). Zivéani impuls koji nastaje u jednom ogranku aksonom putuje do ledne
mozdine, ali i u ostale kolateralne aksonske ogranke. Dio upalnih medijatora neizravno
interferira sa signalnim procesima unutar nociceptora zbog ¢ega se smanjuje prag aktivacije
samog receptora, a podrazljivost membrane aferentnog zavrsetka se povecava, §to se naziva
perifernom senzitizacijom. Pri upali dolazi i do aktivacije tihih (,,silent) nociceptora (dio
nociceptora u kozi koji se ne aktiviraju bolnim podrazajima u fizioloskim uvjetima) koji se,
djelovanjem medijatora upale, senzitiziraju i odgovaraju na podrazaje niskog i visokog
intenziteta termalne, mehanicke i kemijske prirode. U SZS-u uslijed uéestalog izbijanja
primarnih aferentnih neurona dolazi do srediSnje senzitizacije i promjena u transkripciji gena
za razli¢ite molekule ukljuene u proces nocicepcije. Posljedica ovakvih promjena su
primarna i sekundarna hiperalgezija te alodinija.

Neuropatska bol nastaje uslijed ozljede ili disfunkcije perifernog zivéanog sustava i/ili SZS-
a, primjerice u dijabetesu, kroni¢nom alkoholizmu, infekciji HIV-om ili kod ozljede ledne
mozdine. Prema tome moze biti periferna ili centralna. Patofiziologija ove vrste boli iznimno
je slozena, a ukljucuje brojne patoloSke promjene na periferiji (mjestu ozljede zivca) i na
spinalnoj te supraspinalnoj razini (ledna mozdina i mozak). Zbog povecane ekscitabilnosti
neurona na periferiji nastaje spontana bol (neovisna o podrazaju), a u SZS-u dolazi do
srediSnje senzitizacije. Osim toga Kkarakteriziraju je primarna i sekundarna hiperalgezija,
alodinija te parestezije i disestezije (Bach-Rojecky, 2006; Drinovac Vlah, 2017).

Prema intenzitetu bol moze biti blaga, umjerena ili jaka. Formalno odredivanje ja¢ine boli u
ljudi ispituje se kvalitativno pomocu verbalne ljestvice (Koliko je bol jaka?), numericke
ljestvice kod koje bolesnik treba izabrati broj¢ani izraz za jakost boli od 0 do 10 (0 = nema
boli; 10 = najjaca bol) te pomocu vizualne analogne ljestvice (eng. Visual Analogue Scale,
VAS) (http://www.msd-prirucnici.placebo.hr/msd-prirucnik/neurologija/bol).

Postoje 1 druge, nekategorizirane vrste boli, kao Sto je odrazena bol, odnosno bol koja se
osjeca u dijelu tijela koji je vrlo udaljen od tkiva u kojem se javlja uzrok bolnog podrazaja ili
pak zrcalna bol, bol koja se osjeca na strani tijela suprotnoj onoj na kojoj se dogodila ozljeda

(Guyton i Hall, 2017).
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1.2.2. Receptori za bol i putovi prijenosa bolnih podrazaja

Nociceptori, odnosno receptori za bol slobodni su ziv¢ani zavrSetci. Gusto su
rasporedeni u povrSinskim slojevima koze, zglobnim povr§inama, stijenkama arterija te falksu
i tentoriju u lubanji, dok se u unutarnjim organima nalaze u manjem broju zbog Cega je
visceralna bol difuzna i slabo lokalizirana. Reagiraju na podrazaje koji mogu uzrokovati
ostecenje. Morfoloski gledano, to su goli ziv€ani zavrsetci koji nisu obavijeni stanicnom
kapsulom koja bi ih stitila od djelovanja razli¢itih kemijskih tvari izlu€enih ili primijenjenih u
kozu. Veéina nociceptora iz unutarnjih organa, za razliku od onih u kozi, neosjetljivi su na
bolne podrazaje u fizioloskim uvjetima, odnosno u neozlijedenom, neupaljenom tkivu, te se

aktiviraju upalnim medijatorima (Guyton i Hall, 2017).

Za razliku od drugih vrsta receptora, specificno obiljezje nociceptora je slaba prilagodljivost i
visoki prag podrazaja. Visoki prag podrazaja uvjetuje da nociceptore U fizioloskim uvjetima
aktiviraju samo podraZaji visokog intenziteta. U ekstremnim uvjetima, kao Sto je oStecenje
tkiva ili zivca, nociceptori mogu biti aktivirani podrazajima nizeg intenziteta i razli¢itim
tvarima iz drugih izvora. Slaba prilagodljivost za sobom povlaci da dulje vremensko trajanje
podrazaja u odredenim okolnostima moze ¢ak povecati pobudenost receptora. Ovo povecanje
osjetljivosti nociceptora na bolni podrazaj Cesto je posljedica lu¢enja lokalnih tkivnih faktora i
periferne senzitizacije, a zove se primarna hiperalgezija. Posebice je prisutna kod kroni¢ne
boli. Osim pretjerane osjetljivosti receptora za bol, uzrok hiperalgezije moze biti i facilitacija
prijenosa osjeta, Sto se naziva sekundarnom hiperalgezijom. Ona ¢esto nastaje nakon ozljede

ledne mozdine ili talamusa i javlja se izvan mjesta ozljede.

Osim hiperalgezije, bitan pojam koji se veze uz bol je i alodinija, 0dnosno povecana
osjetljivost na podrazaje koji nisu bolni, primjerice dodir. Mehanizmi nastanka sekundarne
hiperalgezije i alodinije su kompleksni i jo§ uvijek nisu u potpunosti razjasnjeni, ali se smatra
kako su procesi na periferiji uslijed ozljede tkiva ili Zivaca odgovorni za njihov nastanak
(Bach-Rojecky, 2006; Guyton i Hall, 2017).

Nacelno, postoje tri vrste nociceptora. Prva skupina reagira na intenzivan mehanicki podrazaj
(mehanosenzitivni nociceptori), drugi su osjetljivi na razne kemijske tvari (kemosenzitivni
nociceptori) dok treci reagiraju na intenzivnu toplinu i hladno¢u (termosenzitivni nociceptori)
(Girotto i sur., 2014). Nociceptori takoder mogu biti unimodalni i polimodalni. Polimodalni

registriraju vise razli¢itih vrsta podrazaja dok unimodalni registriraju samo jednu vrstu (Culo i
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Morovi¢-Vergles, 2016). Nociceptori u kozi dijele se u dvije skupine s obzirom na vrstu

podrazaja na koji reagiraju:

- Ad-mehanic¢ke - odgovaraju na mehanicke podrazaje jakog intenziteta kao $to je
ubadanje i gnjecenje koze; zavrSetci su aferentnih mijeliniziranih Ad Ziv€anih vlakana
osjetnih Zivaca,

- C-polimodalne - reagiraju na razli¢ite vrste Stetnih podrazaja (mehanicke, toplinske,
kemijske); zavrsetci su aferentnih nemijeliniziranih C-vlakana osjetnih zivaca.

Generalno gledaju¢i, mehanicki i toplinski podrazaji uzrokuju brzu bol, dok sve tri vrste
podrazaja mogu uzrokovati nastanak spore boli (Bach-Rojecky, 2006; Guyton i Hall, 2017).
Put Sirenja bolnog podrazaja od mjesta ozljede do mozga poznat je pod imenom bolni put.
Ukljucuje Cetiri fizioloska procesa: transdukciju, kondukciju, transmisiju i percepciju osjeta
boli (Slika 5).

BOL
PERCEPCIJA

Mozdana kora

1. KONDUKCIJA

Talamus

2. TRANSDUKCIJA Transmisija i

. modulacija
3. TRANSMISIJA Il MODULACIJA ’

4. PERCEPCIJA
Kondukcija
Transdukcija

Wl

;L:
Primarni Stetni

Spinotalamicki trakt aferentni  podraZaj
nociceptor

Slika 5. Mehanizam nastanka boli (preuzeto iz Culo i Morovi¢-Vergles, 2016)

Transdukcija je pretvaranje toplinskog, mehanickog ili kemijskog podrazaja nociceptora u
akcijski potencijal. Akcijski potencijal prenosi se od nociceptora kroz akson neurona do
centralnog zavrSetka aksona koji se nalazi u dorzalnim rogovima ledne mozdine u procesu
koji se naziva kondukcijom. Potom slijedi transmisija: sinapticko provodenje bolnog impulsa
s jednog neurona na drugi koje ukljucuje i modulaciju (obradu) signala. Spoznaja boli u
somatosenzorickoj kori velikog mozga oznacava percepciju, odnosno svjesno dozivljavanje
osjeta boli.

Osjet boli zapoCinje na periferiji ziv€anog sustava. Nociceptori Se aktiviraju Stetnim

podrazajima koji otvaraju kationske kanale na membrani neurona visokopropusne za ione
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kalcija i natrija. Utok pozitivno nabijenih iona izaziva depolarizaciju, a nastali akcijski
potencijal prenosi se u SZS primarnim aferentnim aksonima (periferna grana) do tijela
neurona smjestenih u dorzalnim rogovima ledne mozdine, odnosno u ganglij nervusa
trigeminusa ako se radi o kranijalnim Zivcima. Sredi$nja grana primarnih aferentnih Zivaca
ulazi u lednu mozdinu gdje se aktiviraju naredni (sekundarni) neuroni bolnog puta (Guyton i
Hall, 2017).

Postoje dva glavna puta za prijenos bolnih signala u srediS$nji ziv€ani sustav: put za brzu ostru
bol i put za sporu trajnu bol (Slika 6). Kroz tanka mijelinizirana vlakna vrste Ad brzinom od 6
do 30 m/s do ledne mozdine provode se signali za brzu i ostru bol koja je dobro lokalizirana.
Nemijeliniziranim vlaknima vrste C puno se sporije (brzinom 0,5 - 2 m/s) prenose signali za
sporu, trajnu bol. Ovaj tip vlakana tvori veéinu perifernih nociceptora i odgovorna su za osjet
odgodene i dugotrajnije boli tupog karaktera. Ovakav dvostruki sustav inervacije omogucuje
»dvostruki® osjet boli: bolni podrazaj vlaknima Ad puno se brze prenese do mozga no
vlaknima C pa se najprije osjeca ostra, a potom sekundu kasnije i tupa bol.

Kao $to je ve¢ spomenuto, vlakna za bol ulaze straznjim spinalnim korjenovima u lednu
mozdinu gdje zavrSavaju u dorzalnim rogovima koji su anatomski i elektrofizioloski
podijeljeni na lamine. Dalje se bolni impuls §iri spinotalamic¢kim traktom sve do talamusa.
Spinotalamicki trakt Cine sekundarni osjetni neuroni dorzalnih rogova ledne mozdine
(uglavnom iz lamina I i V), a dijeli se na dva puta: neospinotalami¢ni trakt za prijenos brze i
paleospinotalamiéni (spinoretikulotalami¢ni) trakt za prijenos spore boli. Impuls se moze
prenositi izravnim monosinaptickim prijenosom ili preko interneurona koji mogu modulirati
osjet boli svojim ekscitacijskim ili inhibicijskim ucinkom. Postoji jo$ i spinoretikularni put
¢iji neuroni polaze iz lamina V, VII, VIl i X, a zavrSavaju u retikularnoj formaciji mozdanog
debla. Ovaj put odgovoran je za povecano uzbudenje i stanje budnosti prilikom osjeta boli. U
neospinotalami¢nom traktu Ad-vlakna uglavnom prenose mehanicku i akutnu termalnu bol.
Ova vlakna vec¢inom zavrSavaju u lamini I te djelomi¢no u dubljim laminama (lamini V)
dorzalnih rogova gdje pobuduju neurone drugoga reda neospinotalami¢nog trakta. C-
nociceptori pak projiciraju u povrsinske lamine I i II.

Za prijenos trajne boli odgovoran je paleospinotalami¢ni put. Ovaj sustav moze prenositi i dio
signala koji putuju Ad vlaknima. Impulsi se uglavhom provode perifernim vlaknima koja
zavrSavaju u laminama II i III dorzalnih rogova ledne mozdine. Ove lamine zajednicki se
nazivaju gelatinoznom tvari.

Od Ad-neurona odlaze dugacka vlakna koja prednjom komisurom odmah prelaze na suprotnu

stranu kraljeznicne mozdine i zatim se anterolateralnim kolumnama penju prema mozgu.
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Manji broj vlakana zavrSava u retikularnim podrucjima mozdanoga debla, no vecina ih
neprekinuta odlazi do talamusa gdje zavrSavaju u ventrobazalnom kompleksu ili djelomi¢no
na straznjoj skupini talami¢nih jezgara. Sto se paleospinotalami¢nog trakta ti¢e, prije ulaska u
laminu V dorzalnog roga, vecina signala prolazi unutar samog roga kroz jedan ili viSe neurona
s kratkim vlaknima (interneuroni). Posljednji neuroni u nizu Salju dugacke aksone od kojih se
vec¢ina zdruzuje s vlaknima brzoga puta. Ovi aksoni najprije prelaze prednjom komisurom na
suprotnu stranu ledne mozdine, a zatim se anterolateralnim putem penju prema mozgu. Malen
dio vlakana neprekinut odlazi u talamus, dok ih veéina zavrSava u nekom od podrucja
mozdanoga debla. Ta podrucja su retikularne jezgre produzene mozdine, ponsa i
mezencefalona, tektalno podru¢je mezencefalona i sivo podrucje oko akvedukta. Neuroni iz
talamusa (gdje zavrSava spinotalami¢ni put) projiciraju potom u somatosenzoricku koru
velikog mozga. Prijenos podrazaja sekundarnim neuronima do senzomotornog korteksa
naziva se transmisija. Medutim, postoje i ogranci za hipotalamus, limbicki sustav i1 druge
dijelove mozga pa je percepcija ukupne boli posljedica medudjelovanja brojnih dijelova
velikog i malog mozga. Tako je bol usko povezana sa stresom, osjeCajima i paméenjem.
Ovakva organizacija bolnog puta objasnjava zasto bolne osjete Cesto prate brojne tjelesne i
psihicke reakcije poput promjene krvnog tlaka, pulsa i disanja, znojenja, osjecaja strepnje,
tjeskobe, mucnine i povracanja.

Za razliku od retikularne formacije moZzdanog debla, talamusa 1 drugih niZih mozdanih
centara koji imaju bitnu ulogu u svjesnom osjetu, odnosno zamjec¢ivanju boli, mozdana kora
je vaznija kod interpretacije svojstava boli. Percepcija boli moze biti modulirana razli¢itim
ekscitacijskim i inhibicijskim mehanizmima (Bach-Rojecky, 2006; Basbaum i sur., 2009;
Bullock i Hales, 2013; Paxinos, 2015; Culo i Morovié-Vergles, 2016; Guyton i Hall, 2017).
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Slika 6. Uzlazni nociceptivni putovi. Ad i C vlakna zavrSavaju u dorzalnom rogu ledne mozdine, otkud se
informacija prenosi jednim od tri puta: spinoretikularnim (koji zavr$ava u retikularnoj formaciji),
neospinotalami¢nim ili paleospinotalami¢nim putom koji bolni signal prenose u somatosenzori¢nu koru na

daljnju obradu (preuzeto iz Bullock i Hales, 2013)

1.2.3. Neurotransmitori pri nocicepciji

1z srediSnjih ili perifernih Ziv€anih zavrSetaka luce se neurotransmitori koji uzrokuju
bol ili neurogenu upalu. U njihovu otpustanju kljuénu ulogu igraju naponom regulirani
kalcijevi kanali (Basbaum i sur., 2009). Neke od tvari koje posreduju u stvaranju kemijskih
bolnih podrazaja su bradikinin, serotonin, histamin, kalijevi ioni, Kiseline, acetilkolin i
proteoliticki enzimi. Mogu nastati usred oStecenja tkiva te posljedicno uzrokovati sporu bol.
Tvar P i prostaglandini ne mogu izravno podraZiti receptore za bol, ve¢ povecavaju njihovu
osjetljivost za druge posrednike.
Neurotransmitor koji sudjeluje u prijenosu brze boli je glutamat, ekscitacijski prijenosnik
kojeg luCe zavrSetci Ad zivCanih vlakana. Njegovo djelovanje ograni¢eno je na vrlo kratko
vrijeme od samo nekoliko milisekundi. ZavrSetci paleospinotalamickih vlakana za bol luce
pak glutamat i tvar P. Pritom glutamat djeluje trenutacno i kratko, a koncentracija tvari P raste
kroz nekoliko sekundi ili minuta zbog sporijeg oslobadanja. Ovaj fenomen takoder objasSnjava

pojavu ,,dvostruke* boli (Guyton i Hall, 2017).
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Iz navedenog se moze zakljuciti kako je glutamat glavni ekscitacijski neurotransmitor u svim
neuronima osjetnog puta. Djeluje preko ionotropnih AMPA i NMDA receptora na perifernim
zavrSetcima aferentnih Zivaca te neuronima talamusa i dorzalnog roga ledne mozdine. Osim
postsinapticki, glutamat u dorzalnom rogu ledne mozdine moze djelovati 1 na presinapticke
NMDA receptore na membranama srediSnjih grana primarnog aferentnog senzornog vlakna.
Zbog toga se neurotransmitori pojacano luce u srediSnje sinapse.

Glutamat se u fizioloSkim uvjetima lu¢i na periferiji prilikom aktivacije nociceptora
termalnim podrazajem ili kapsaicinom te pridonosi nocicepciji preko receptora na primarnim
aferentnim zavrSecima nemijeliniziranih C-vlakana. U upali se pojacano izluCuje ne samo iz
nociceptora, ve¢ i iz okolnih dermalnih ili epidermalnih stanica, makrofaga i Schwannovih
stanica ¢ime doprinosi povecanoj podrazljivosti neurona. Osim glutamata, tijekom upale se
periferno oslobadaju neuropeptidi tvar P i CGRP koji imaju vazne autokrine i parakrine

ucinke (Guyton i Hall, 2017).

Ovisno o podrijetlu zivéanog zavrSetka (koza, miSi¢ ili unutarnji organ) te tipu nociceptora
(C-vlakna ili Ap-vlakna) viSe razliCitih neurotransmitora moze biti kolokalizirano u
aferentnim ziv€anim zavrSecima. [zuzev tvari koje se luce iz sredi$njih zavrSetaka aferentnog
senzornog vlakna (tvar P, CGRP, somatostatin, Kkortikotropin-otpustaju¢i faktor,
kolecistokinin, galanin, vazoaktivni intestinalni peptid...), u dorzalnom rogu ledne mozdine iz
ne-zivéanih izvora luée se brojni drugi medijatori (ATP, NO, prostaglandini, razni
neurotropini) koji mogu djelovati sinergisticki ili inhibicijski na transmisiju (Bach-Rojecky,
2006).

Ekscitacijski interneuroni u lednoj mozdini djeluju preko ekscitacijskih aminokiselina, tvari P,
neurotenzina i VIP-a. Inhibicijski interneuroni mogu izravno djelovati na postsinapticke
neurone u dorzalnom rogu ledne mozdine (gdje kalijevi i kloridni kanali osjetljivi na opioide i
y-amino masla¢nu kiselinu (engl. y-amino butyric acid, GABA) stvaraju hiperpolarizacijski
inhibicijski potencijal) i presinapticki na sredi$nje aferentne zavrSetke (gdje moduliraju
otpustanje glutamata), zbog Cega imaju vaznu ulogu u regulaciji transmisije. Inhibitorni
interneuroni mogu se podijeliti prema neurotransmitorima koji na njih utjecu na kolinergicne,
opioidne i one koji djeluju preko GABA-e. Ekscitacijski i inhibicijski interneuroni postoje i u
talamusu gdje takoder sudjeluju u regulaciji transmisije nociceptivnih signala (Bach-Rojecky,
2006; Morovic¢-Vergles, 2007).
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1.2.4. Modulacija nocicepcije

Prijenos bolnih signala reguliran je na jedan od dva nacina: analgezijskim sustavom ili
kontrolom boli vratima (engl. gate theory).
Analgezijski sustav regulira bol potiskivanjem ulaza bolnih signala u Ziv€ani sustav. Sastoji se
od sive tvari oko akvedukta i periventrikularnih podru¢ja mezencefalona i gornjeg dijela
ponsa ¢iji neuroni $alju signale u veliku jezgru rafe (na granici donjega dijela ponsa i gornjega
dijela produzene mozdine) te retikularnu paragigantocelularnu jezgru (u lateralnom dijelu
produzene mozdine). 1z ovih se jezgara signali drugoga reda prenose dorzolateralnim
kolumnama ledne mozdine prema dolje, silaznim (descedentnim) putem do kompleksa za
inhibiciju boli u dorzalnim rogovima ledne mozdine. Ovdje analgezijski signali mogu
zaustaviti bolne signale prije nego §to se prekopc¢aju i krenu prema mozgu. Potiskivanje boli
moze se posti¢i i podrazivanjem periventrikularne jezgre te, u manjoj mjeri, medijalnog snopa

telencefalona u hipotalamusu (Guyton i Hall, 2017).

Inhibicijski silazni putovi imaju antinociceptivhu ulogu jer uzrokuju smanjenje lucenja
ekscitacijskih neurotransmitora iz srediSnjih zavrSetaka aferentnih neurona. To se postize
izravno inhibicijom srediSnjih ogranaka ili indirektno preko inhibicije ekscitacijskih
interneurona, odnosno ekscitacije inhibicijskih interneurona u dorzalnom rogu ledne mozdine.
Primjerice, silazni noradrenergi¢ni i serotonergi¢ni putovi potiskuju osjet boli aktivacijom
inhibitornih interneurona u lednoj mozdini. Zivéana vlakna iz periventrikularnih jezgara i sive
tvari oko akvedukta Salju signale u dorzalne rogove ledne moZdine tako S§to na svojim
zavrsetcima luce serotonin koji potice lokalne mozdinske neurone na lucenje enkefalina. Uz
B-endorfine, koje luce leukociti u upalnim reakcijama, enkefalini su dio sustava endogenih
opioidnih analgetika. Oni uzrokuju presinapti¢ku i postsinapticku inhihiciju ulaznih C- 1 Ad-
vlakana na mjestima gdje ta vlakna u dorzalnim rogovima tvore sinapse. Dakle, analgezijski
sustav zaustavlja bolne signale na mjestu njihova ulaska u lednu mozdinu (Bach-Rojecky,
2006; Culo i Morovié-Vergles, 2016; Guyton i Hall, 2017).

Drugi nacin na koji osjet boli moZe biti potisnut jest neskodljivim podrazajima kao §to su
osjet dodira, blaga toplina i vibracija (Culo i Morovié-Vergles, 2016). Naime, istovremeni
podrazaj ne-nociceptivnih mehanoreceptora (Ao- i Ap-vlakna) uzrokuje aktivaciju
inhibicijskih interneurona u dorzalnom rogu ledne mozdine koji smanjuju transmisiju bolnih
informacija otpuStanjem endorfina ili GABA-e (teorija o kontroli boli vratima) (Bach-
Rojecky, 2006).
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1.2.5. Senzitizacija i mehanizmi njezina nastanka

Senzitizacija je pojava pojaCanja osjeta boli uslijed ponovljenog i ucestalog
podrazivanja nociceptora te je fenomen karakteristican iskljucivo za bol. Dok kod drugih
osjetnih stanica dugotrajniji podrazaji uzrokuju njihovu prilagodbu i smanjenu podrazljivost,
dugotrajnim podrazivanjem nociceptora bol se pojac¢ava i iz akutne prelazi u kroni¢nu.
PojaCanje osjeta boli moze nastati smanjenjem inhibicijskih mehanizama ili promjenom
gusto¢e i aktivnosti receptora i praga osjetljivosti nociceptora procesima translacije i
transkripcije. Senzitizacija moze biti periferna ili srediSnja. Obje vrste karakteristicne su za

upalnu i neuropatsku bol (Bach-Rojecky, 2006; Culo i Morovi¢-Vergles, 2016).

Periferna senzitizacija stanje je povecane podrazljivosti nociceptora. Medijatori upale (NO,
serotonin, bradikinin, prostaglandini) oslobadaju se na periferiji i veZu za metabotropne
receptore spregnute s G-proteinima na membranama perifernih aferentnih zavrSetaka. To
dovodi do aktivacije unutarstani¢nih protein kinaza A i C koje fosforiliraju ionske kanale
(npr. ASIC kanali) i receptore (npr. TRPV1) zbog Cega se smanjuju pragovi njihove
aktivacije. Posljedi¢no spontano nastaju akcijski potencijali (neovisno o podrazaju).

SrediS$nja senzitizacija javlja se ako je povecana podrazljivost sekundarnih osjetnih neurona
u dorzalnom rogu ledne mozdine. Nastaje kao posljedica periferne senzitizacije i ucestalog

ulaza informacija s periferije. Moze se podijeliti na brzu i odgodenu (Bach-Rojecky, 2006).

Brza senzitizacija nastaje uslijed lucenja glutamata i neuropeptida iz sredi$njih aksona
primarnog neurona. Zbog akutne stimulacije nociceptora pojacava se srediSnje lucenje
glutamata koji aktivira AMPA receptore, dok se zbog pojacanog ulaza informacija s periferije
aktiviraju NMDA receptori. Ovo rezultira postsinapticki pove¢anom koncentracijom Ca?* sto
je odgovorno za aktivaciju neuronalne NO sintaze. Sintetizirani NO difundira u presinapti¢ku
stanicu gdje aktivira kaskadu NO-cikli¢ki gvanozin monofosfat §to rezultira povecanim
lucenjem ekscitacijskih aminokiselina i tvari P u srediSnje sinapse. Tvar P moze djelovati i
preko autoreceptora na presinaptickim srediSnjim zavrSetcima aferentnih vlakana pojacavajuci

luc¢enje glutamata.

Tvar P, Ca?* i drugi kinini, koji djeluju preko metabotropnih receptora na sredi$njim
neuronima, aktiviraju protein kinaze A i C koje fosforiliraju receptore i ionske kanale ¢ime
povecéavaju njihovu podrazljivost. Uz to dolazi do povecanja broja NMDA receptora. Glija

stanice dorzalnog roga mogu se aktivirati glutamatom, tvari P, NO i prostaglandinima nakon
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Cega luce proupalne citokine (npr. faktor tumorskog rasta) i interleukine te ATP i NO koji

igraju bitnu ulogu u procesu sredi$nje senzitizacije.

Odgodena senzitizacija posljedica je transkripcijskih promjena u neuronima dorzalnih
rogova. One obuhvacaju povecanu ckspresiju c-fos gena i gena za ciklooksigenazu tipa 2
(COX-2) uslijed oslobadanja i aktivacije razli¢itih transkripcijskih faktora (npr. citokina iz
glija stanica) sto dovodi do povecane sinteze prostaglandina koji postsinapticki i presinapticki
djeluju ekscitatorno ili reduciraju inhibitornu transmisiju. Ekspresija gena za prodinorfin,
neurokinin i brojne druge receptore takoder moze biti povecana (Bach-Rojecky, 2006).

Sve navedene srediSnje i periferne promjene doprinose povecanoj podrazljivosti neurona u

osjetnom putu, ali i pojacanju odgovora na sam bolni podrazaj.

1.3. Zivetinjski eksperimentalni modeli boli

Zivotinjski modeli nocicepcije, odnosno boli, prisutni su u znanstvenim istrazivanjima
od kraja 19. stoljec¢a te od tada igraju klju¢nu ulogu u razumijevanju bolnih procesa. Ovi
modeli sadrze dvije bitne komponente prema kojima se razlikuju: metodu uzrokovanja boli i
posljedi¢no mjerenje intenziteta boli. Bolni procesi u modelu moraju $to je vjerodostojnije
mogucée oponasati mehanizme specificnog klinickog stanja koje se ispituje. Bol moze biti
uzrokovana primjenom razli¢itih supstanci s upalnim 1 nadrazuju¢im djelovanjem, izravnom
ozljedom tkiva, a moze se razvijati spontano kao posljedica odredenog stanja (npr. dijabetesa)
ili kao posljedica manipulacije genima (transgenicni modeli). Najce$¢i parametri koji se
procjenjuju i kvantificiraju ukljuuju preosjetljivost na termalni, mehanic¢ki ili kemijski
podrazaj, zatim promjene ponasanja i facijalne ekspresije Zivotinja. Vrste testova i primjeri

njihovog uzrokovanja prikazani su u Tablici 2 (Gregory i sur., 2013).
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Tablica 2. Vrste modela zivotinjske boli i testovi kojima se ispituje intenzitet boli (prilagodeno prema Gregory i sur., 2013)

TESTOVI NEREFLEKSIVNI
REFLEKSIVNE BOLI TESTOVI JUOIRIS S IO
VRSTA | RAZVIJENA VRSTA
TESTA METODA VRSTA TESTA MODELA RAZVIJENA METODA
spontano bolno formalinski test,
ponasanje (kvantifikacija karagenanski test,
podizanja i lizanja Sape upalna bol kapsaicinski test,
nakon injiciranja test kompletnim Freundovim adjuvansom
test pomaka formalina) (eng. Complete Freund's adjuvant, CFA)
. repom, — — ——————
termalni test vruée ploce parcijalno presijecanje n. ischiadicusa,
Hargreaves test' konstrikcijska ozljeda n. ischiadicusa,
neuropatska po_@vezi\-/anje spina.lnog 2_ivca,
izbjegavanje bolnog bol presijecanje ventralnih korjenova,
podrazaja dijabeticka polineuropatija uzrokovana
streptozotocinom,
polineuropatija uzrokovana paklitakselom
maligna bol ksenograft kanceroznih stanica
injekcije karagenana s ili bez kaolina,
ey kapsaicina, CFA u zglob,
st o) sistemska primjena CFA,
UniStavanje tkiva oko zgloba
teStiranje.Von injiciranje iritansa u misi¢ (karagenana
mehanicki Freyevim kvaliteta Zivota i misi¢na bol CFA. hipertoni¢nih ofopi ) >
filamentima funkcionalnost Zivotinje - Hpertonicnti otopind. .
postoperativna | longitudinalni rez kroz kozu, fasciju ili
bol misi¢
elektri¢na struja,
visceralna bol ishemija,
mehanicka trauma

1.3.1. Karagenanski test

Karagenan se u ovom testu injicira u straznje Sape, misi¢ ili zglob ispitivanih Zivotinja
§to rezultira akutnom upalom i boli. Karagenan djeluje na stanice tkiva, dovodi do
akumulacije neutrofila i oslobadanja razli¢itih medijatora upale koji uzrokuju jaku dvofaznu
upalnu reakciju karakteriziranu edemom (Sape se poveéaju i do 150%) i hiperalgezijom.
Uzrok tome je ostecenje tkiva i lucenje razlic¢itih medijatora iz okolnih stanica koji aktiviraju
ili senzitiziraju periferne nociceptore. Javlja se osjetljivost na termalne i mehanicke podrazaje
na mjestu primjene (primarna hiperalgezija), kao i udaljeno od njega (sekundarna
hiperalgezija). Intenzitet upale te termalne i mehanicke hiperalgezije najjaci je 2-6 sati nakon
injiciranja te se nakon toga smanjuje unutar 24-72 sata. Dodatno se kod Zzivotinje uocava
pojacano cCuvanje i smanjenje tezinskog optereCenja straznjih udova, spontano bolno
ponasanje 1 smanjena aktivnost na kotacu za tranje. Ovakav model koristan je u
istrazivanjima akutne upalne boli te vjerno oponasa uvjete povezane s ozljedom tkiva kao §to

su uganuca, istegnuca i miozitis (Bach-Rojecky, 2006; Gregory i sur., 2013).




1.4. c-Fos

1.4.1. Struktura i mehanizam djelovanja

Protoonkogen c-fos nakon aktivacije stani¢nih receptora neurotransmitorima moze
brzo biti stimuliran na transkripciju te se stoga naziva genom ranog odgovora (engl.
immediate early gene, IEG). IEG djeluju poput transkripcijskih faktora buduc¢i da kontroliraju
aktivnost drugih gena (nazvanih genima kasnog odgovora, engl. late onset genes) kroz
vezanje svog proteinskog produkta za specificne sekvence u 5' netranslatiranoj regiji gena
kasnog odgovora (Hunter i sur., 1995).
U porodicu Fos proteina spadaju c-Fos, FosB, Fra-1 i Fra-2, a kodirani su genima koji sadrze
Cetiri eksona i tri introna (Kovacz, 1998).
c-Fos, protein protoonkogena c-fos, sintetizira se kao 55 kilodaltonski produkt koji nakon
posttranslacijske fosforilacije katalizirane Fos regulatornom kinazom daje produkt od 62 kDa.
Karakteristicno za ovaj protein je posjedovanje motiva leucinskog zatvaraca koji promovira
stvaranje dimera, najc¢es$ce s proteinima porodice Jun (c-Jun, Jun B, Jun D). Ovi heterodimeri
zapravo su transkripcijski faktori naziva AP-1 (engl. activator protein 1) Cija je zadaca
transaktivacija gena kasnog odgovora vezanjem za AP-1 promotorsku regiju $to podvrgava
stanicu dugotrajnim promjenama u njezinom fenotipu (Hoffman i sur., 1993; Kovacz, 1998).
Proteini Jun porodice, kao i c-Fos, stvaraju a-zavojnice. Karboksi krajevi zavojnica formiraju
upredenu zavojnicu, a amino krajevi stupaju u kontakt s bazama DNA u velikom utoru.
Zahvaljujuéi posttranslacijskoj fosforilaciji koja poboljsava njihovu sposobnost vezanja za
DNA, podjedinice upredene zavojnice fleksibilno se vezu za svoju metu: slijed
5TGACTCA3' u regulatornim regijama ciljanih gena (Slika 7). Ovisno o0 sastavu
heterodimera, AP-1 kompleks stimulira ili suprimira transkripciju. Tako c-Fos u kompleksu s
c-Jun ima uglavnom stimulatorni, a u kompleksu s Jun-B inhibitorni u¢inak (Glover i
Harrison, 1995; Kovacz, 1998).
Iako je stvaranje homodimera moguce, zbog povecane stabilnosti preferirano je nastajanje
heterodimera. Izmedu podjedinica dimera postoje brojne elektrostatske interakcije.
Homodimeri u odnosu na heterodimere sadrze vec¢i broj nepovoljnih odbijanja istoimenih

naboja izmedu lanaca Sto rezultira destabilizacijom (Glover i Harrison, 1995).
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Slika 7. Prikaz strukture AP-1 kompleksa te interakcija izmedu podjedinica (c-Fos i c-Jun) medusobno i s
ciljanim slijedom DNA. Leucinski zatvara¢ koji promovira stvaranje heterodimera organiziran je kao
ponavljajudi slijed od sedam aminokiselina oznacene kao a-g na slici dolje desno. Hidrofobne interakcije
(oznagene crnim strelicama na slici) izmedu aminokiselina na pozicijama a (a') i d (d') stabiliziraju dimer
(prilagodeno prema https://www.researchgate.net/figure/Structure-of-the-c-Jun-c-Fos-heterodimer-The-c-Jun-c-
Fos-complexes-bind-DNA-as_figl_342932428)

1.4.2. c-Fos kao neuralni marker boli

Hunt i suradnici su 1987. prvi izvijestili o indukciji ekspresije c-Fosa u povrsinskim i
dubokim laminama dorzalnih rogova ledne mozdine nakon periferne bolne stimulacije
straznje Sape Stakora. Od tada je u brojnim studijama dokazana prisutnost c-Fos pozitivnih
neurona u lednoj moZzdini nakon akutnog bolnog podrazaja na periferiji, ozljede perifernih
zivaca i subkutane upale. S obzirom da je broj c-Fos pozitivnih neurona proporcionalan
intenzitetu bolnog podrazaja, c-Fos se danas ¢esto koristi kao marker aktivacije nociceptivnih
neurona u lednoj mozdini, kao i na supraspinalnoj razini (Harris, 1998; Jergova i sur., 2002).
c-Fos je ukljucen u signalnu kaskadu koja povezuje izvanstani¢ne dogadaje s dugotrajnom
unutarstaniénom prilagodbom na njih. Jedan od nadina na koji vjerojatno doprinosi
dugotrajnoj modulaciji spinalnih nociceptivnih procesa je posredovanje promjena u
nociceptivnim putevima koji vode do hiperalgezije 1 alodinije. Ovu tezu podupire povecana
ekspresija c-Fosa u kraljeznickim neuronima koji uzrokuju hiperalgeziju i alodiniju, kao i

smanjenje ekspresije pod utjecajem antagonista NMDA receptora i inhibitora NO sintaze.
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Procesi koji vode do hiperalgezije i alodinije induciraju ekspresiju opioidnih peptida -
fizioloskih analgetika. Dokazana je kolokalizacija ekspresije c-Fosa i dinorfina, kao i
povecanje boli u formalinskom testu nakon Sto je Stakorima intratekalno primijenjen antisense
oligonukleotid kojim je blokirana sinteza c-Fosa, ali i smanjena ekspresija prekursora
dinorfina - preprodinorfina. Dakle, c-Fos je uklju¢en u smanjenje intenziteta i vremenskog
trajanja boli indukcijom sinteze opioidnih peptida u lednoj mozdini (Harris, 1998).

Dok je vecina studija c-Fosa i nocicepcije fokusirana na lednu mozdinu, postoji i znacajan
broj studija koje koriste ekspresiju c-Fosa za istrazivanje nocicepcije u mozgu. Primjerice,
promatrana je ekspresija c-Fosa u mozdanom deblu, hipotalamusu i talamusu te
periakveduktalnoj sivoj tvari Stakora nakon mehanicke i termalne stimulacije. Pozitivni
rezultati ovakvih studija pokazali su da se ekpresija Fos proteina moze koristiti za
identifikaciju nociceptivne obrade na mjestima ograni¢ene dostupnosti, $to se ne moze
provesti elektrofizioloSkim mjerenjima. Stoga se c-Fos moze koristiti za fina razgrani¢enja
podrucja koja jesu ili pak nisu aktivirana bolnom stimulacijom, kao i za otkrivanje ukupne
distribucije neurona koji odgovaraju na bolni podrazaj.

Brojni fizioloski dogadaji, ukljucujuéi toplinske, mehanicke i kemijske podrazaje, uspijevaju
potaknuti ekspresiju c-Fosa u neuronima SZS. Veéina istraZivanja koja su to potkrijepila
provedena su na Stakorima, ali postoje i studije koje su pokazale da se isti procesi odvijaju i u
miseva, macaka i zamorc¢adi. Svaka od ovih studija potvrdila je vezu nocicepcije i ekspresije
c-Fosa u kraljeznickim neuronima, dajuci rezultate koji se slazu s dosadasnjim saznanjima o
nociceptivnim putevima. Takoder, dokazano je i postojanje korelacije izmedu ekspresije c-
Fosa i intenziteta bolnog podrazaja: ¢im je ja¢i podrazaj, veca je ekspresija c-Fosa (Gao i Ji,
2009). Pritom su c-Fos pozitivni neuroni smjesteni u laminama I, II, V i VI na razini
dorzalnog roga ledne mozdine §to odgovara smjeStaju zavrSetaka primarnih nociceptivnih
neurona (Harris, 1998).

S obzirom da je c-fos gen ranog odgovora, njegova ekspresija kao odgovor na podrazaj veoma
je brza. Transkripcijska aktivacija gena zapocinje unutar nekoliko minuta od bolne
stimulacije, a akumulacija mRNA doseZe svoj maksimum 30 do 40 minuta kasnije. Nasuprot
tome, ekspresija c-Fos proteina doseze svoj vrhunac dva sata nakon indukcije transkripcije
gena. Ekspresija gena obi¢no se mjeri Northern blot analizom ili in situ hibridizacijom, dok su
proteini obicno vizualizirani imunohistokemijskom metodom.

Prednosti koje c-Fos kao marker neuralne aktivacije nudi u ispitivanju boli su brojne, kao $to
je brzina i robusnost ekspresije c-Fosa nakon bolnog podrazaja. U usporedbi s ostalim

tehnikama lakse je identificirati preciznu lokaciju neurona koji odgovaraju na bolni podrazaj,
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ckspresija se moze kvantitativno analizirati relativno jednostavnim  postupcima
imunohistokemije te se zbog smjestaja c-Fosa u jezgri ova metoda moze provoditi zajedno s
drugim tehnikama koje omoguc¢avaju karakterizaciju neurona koji eksprimiraju c-Fos nakon
bolnog podrazaja. Ovaj tip analize broja c-Fos eksprimiraju¢ih neurona omogucuje pouzdano
usporedivanje ucinaka razli¢itih manipulacija nociceptivnim sustavom na samu nocicepciju.
Potom, za razliku od elektrofizioloskih analitickih tehnika, ova metoda ne zahtijeva
anesteziranje i obuzdavanje zivotinja tijekom bolne stimulacije zbog ¢ega zivotinje mogu biti
budne (odnosno postizu se normalni uvjeti u pokusu).

Unato¢ svim prednostima, potrebno je prepoznati i nedostatke ove metode. Direktna uloga c-
Fosa u regulaciji boli jo§ uvijek nije u potpunosti razjasnjena, a bolna stimulacija mora biti
jaka i trajati odredeno vrijeme prije no §to se dosegne mjerljiva ekspresija c-Fosa. Potreban je
oprez prilikom usporedbe aktivnosti razli¢itih klasa neurona putem c-Fosa jer je podrazajni
prag za indukciju ekspresije razli¢it medu pojedinim vrstama neurona. Nadalje, idealni
parametri za uoCavanje promjena u ekspresiji c-Fosa nisu ujedno idealni za mjerenje boli
bihevioralnim pokusima. Postoji rizik od lazno pozitivnih, ali i lazno negativnih rezultata. Za
lazno negativne rezultate odgovorni mogu biti odgoda ekspresije c-Fosa u odnosu na bolni
podrazaj te ¢injenica da se c-Fos ne eksprimira u svim neuronima Kkoji su aktivirani bolnim
podrazajem (odnosno, odsustvo c-Fosa ne zna¢i nuzno nedostatak neuralne aktivnosti).
Nasuprot tome, lazno pozitivni rezultati mogu biti posljedica izazivanja aktivnosti stanica
podrazajima koji nisu bolni. Nadalje, zbog odgode ekspresije c-Fosa otezano je utvrditi koji
su to¢no dogadaji direktno odgovorni za pokretanje ekspresije gena. Primjerice, ekspresija c-
Fosa moze biti posljedica bolne stimulacije, ali i stresnog odgovora ili motoricke aktivnosti
povezanih s boli. Takoder, ekspresija c-Fosa ovisi i o stanju budnosti Zivotinje. Ekspresija je
veca kod budnih $takora, a vecina istrazivanja provodi se danju, dok su $takori uspavani. Ovi
problemi mogu se izbje¢i pazljivim dizajnom eksperimenta, te uzimajuci u obzir prednosti i
nedostatke same metode i c-Fosa kao nespecifiécnog markera neuronalne ekspresije povezane
s boli (Harris, 1998; Gao i Ji, 2009).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Iako danas postoje brojne opcije za lijeCenje boli, kao $to su nesteroidni protuupalni
lijekovi (engl. non-steroidal antiinflammatory drugs, NSAID), opioidni agonisti ili pak
adjuvantni analgetici, neodgovarajuca terapija boli, posebno one kroni¢nog trajanja, jo$ je
uvijek jedan od bitnijih medicinskih problema. Trenutno odobreni analgetici varijabilne su
ucinkovitosti i1 kratkotrajnog djelovanja, uzrokuju brojne nuspojave te stupaju u interakcije s
ostalim lijekovima koje pacijenti imaju u terapiji, a mogu¢ je i razvoj tolerancije i ovisnosti na
opioidne agoniste. Osim navedenog, veliki problem je i to §to su neka kroni¢na bolna stanja

otporna na klasi¢nu terapiju. Stoga ne ¢udi konstantno ulaganje u razvoj novih analgetika.

BT-A je do sada u raznim istrazivanjima pokazao dugotrajno (viSemjese¢no) antinociceptivno
djelovanje uz minimalne nuspojave nakon jednokratne lokalne primjene niskih doza, $to ga
razlikuje od klasi¢nih sistemskih analgetika koji se u terapiji kroni¢ne boli moraju uzimati
svakodnevno tijekom duzeg razdoblja. Dodatno, nije primije¢en razvoj tolerancije niti

potencijal za zlouporabu.

Iako je ucinak BT-A dosad ispitivan u razli¢itim bolnim stanjima, trenutno je odobren samo
za prevenciju kroni¢ne migrene. Kako bi se prosirile trenutne indikacije, provodi se velik broj
pretklini¢kih i klinickih istrazivanja kojima je cilj detaljno razjasniti antinociceptivno
djelovanje BT-A te utvrditi u¢inkovite doze, mjesta primjene i interval doziranja, kao i

prepoznati pacijente koji bi imali najvecu korist od njegove primjene (Drinovac Vlah, 2017).

Usprkos uvrijezenoj hipotezi o inhibiciji lu¢enja neurotransmitora na perifernim zavrSecima
senzornih neurona, §to bi indirektno smanjilo srediSnju senzitizaciju, brojna novija
istrazivanja pokazuju da je antinociceptivno djelovanje BT-A na upalnu i neuropatsku bol
sredi$njeg porijekla, s dorzalnim rogom ledne mozdine kao vjerojatnim primarnim mjestom
djelovanja. Dakle, antinociceptivno djelovanje BT-A ne ukljuCuje samo periferne, veé i
,»gornje” dijelove nociceptivnog neurona, kamo toksin dolazi retrogradnim transportom nakon
periferne primjene. lako je potvrdeno kako je antinociceptivno djelovanje BT-A posredovano
preko SZS, precizno mjesto djelovanja i mehanizam BT-A u SZS jo$ uvijek nisu istrazeni do

kraja (Bach-Rojecky, 2006; Drinovac Vlah, 2017).

Takoder se istrazuje primjena BT-A u zrcalnoj boli, fenomenu u kojem se bol percipira i u
neozlijedenom podruc¢ju koje se nalazi kontralateralno u odnosu na mjesto ozljede. BT-A je

zasad jedina poznata tvar s bilateralnim uc¢inkom u razli¢itim tipovima eksperimentalne boli
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nakon unilateralne periferne aplikacije, iako sami mehanizmi njegova djelovanja (kao ni

nastanka zrcalne boli) nisu do kraja razjasnjeni (Drinovac Vlah i Bach-Rojecky, 2020).

Cilj ovog diplomskog rada je istraziti antinociceptivni u¢inak BT-A nakon njegove periferne
primjene intraplantarno u straznje Sape Stakora na modelu upalne boli uzrokovane
karagenanom. Kako bi se preciznije ispitalo djelovanje na spinalnoj razini, posebice
djelovanje na kontralateralnoj strani od mjesta primjene, kao i mogucnost transsinaptickog
transporta, promatran je utjecaj BT-A na ekspresiju c-Fosa kao markera aktivacije neurona

uslijed prethodne bilateralne bolne stimulacije.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Zivotinje i njihovo tkivo za analizu

Za potrebe izrade ovog diplomskog rada analizirani su uzorci poprecnih prereza
lumbalnih (L4/L5) segmenata ledne mozdine pokusnih zivotinja, odnosno muzjaka Stakora
soja Wistar starosti 5 mjeseci, tezine izmedu 400 i 500 grama. Stakori kori§teni u ovom
istrazivanju uzgojeni su na Zavodu za farmakologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu u optimalnim uvjetima svjetla i tame uz neograni¢en pristup hrani i vodi. Nakon
provedenih bihevioralnih mjerenja Zivotinje su anestezirane te je tkivo od interesa (mozak i
ledna mozdina) izvadeno i smrznuto na -80°C. Sav rad sa Zivotinjama, pocevsi s injiciranjem
te zavr$no sa zrtvovanjem i uzimanjem tkiva, proveden je od strane osoba osposobljenih za
rad s eksperimentalnim Zzivotinjama sukladno Zakonu o zastiti zivotinja (NN 102/17). Osim
navedenog zakona, tijekom izvodenja pokusa postivale su se smjernice Medunarodne udruge
za proucavanje boli (engl. International Association for Study of Pain, IASP). Za izvodenje
pokusa dobivena je dozvola od strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta

u Zagrebu.

3.2. lIspitivana tvar, botulinum toksin tipa A (BT-A)

U pokusu je koristen botulinum toksin tipa A (Botox®, Allergan, SAD). U svakoj
pojedinoj bocici sadrzano je 100 i.j. (~4,8 ng) proc¢is¢enog Clostridium botulinum toksina tipa
A u obliku liofilizata. Jedna 1. odgovara koli¢ini toksina koja nakon intraperitonealne
primjene uzrokuje smrt kod 50% miseva (LD50 = 0.048 ng = 1 i.J.). Sadrzaj bocice otopljen je
u fizioloskoj otopini kako bi se dobila potrebna koncentracija od 7 i.j./kg. Sedam dana prije
izvodenja karagenanskog testa, dvjema skupinama pokusnih zivotinja periferno je
primijenjena ukupna doza od 7 i.j./kg u volumenu od 20 pl na nacin da je ukupan volumen
injiciran intraplantarno (i.pl.) nakon namjeStanja straznje desne Sape u ispravan polozaj.
Ispravnost injiciranja provjerena je opipavanjem injiciranog mjesta (mjehuri¢ na mjestu

injiciranja).

3.3. Antitoksin za botulinum toksin tipa A (anti-BT-A)

U pokusu je koristen antitoksin za botulinum toksin tipa A (eng. Non-affinity purified
equine 1gG, National Institute for Biological Standards and Control, VB, dar: Thea Sesardic)
koncentracije 100 i.j./100 uL. Kako bi se dobila potrebna doza od 2 i.j./10 uL anti-BT-A je

pripremljen u fizioloskoj otopini. U ovom je eksperimentu jedan dan nakon aplikacije BT-A,
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odnosno Sest dana prije izvodenja karagenanskog testa jednoj skupini pokusnih zivotinja

intratekalno (i.t.) u lednu mozdinu na razini L5 injiciran anti-BT-A u dozi od 2 1.j./10 uL.

3.4. Eksperimentalni model boli: karagenanski test (2%0)

Kako bi se budnim Stakorima uzrokovala bol, u plantarnu stranu obiju straznjih Sapa
injicirano je po 100 uL 2 %-tne otopine karagenana u fizioloskoj otopini (A-Carrageenan,
Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, SAD). Kontrolnoj skupini Zivotinja injiciran je jednaki
volumen fizioloske otopine. Karagenan kod zivotinja koje se slobodno krecu uzrokuje jaku
akutnu upalnu reakciju pracenu edemom. Osim toga, uzrokuje termalnu i mehani¢ku
hiperalgeziju, ¢iji je intenzitet najjaci 2 - 6 sati nakon injiciranja te se nakon toga smanjuje u
narednih 24 do 72 sata (Bach-Rojecky, 2006). Bol je pracena bihevioralnim pokusima koje su

provele osobe osposobljene za rad s laboratorijskim Zivotinjama.

3.5. Eksperimentalni protokol

3.5.1. Priprema uzoraka za imunohistokemijsku analizu
U eksperimentu su Zivotinje podijeljene u Cetiri skupine koje su sadrzavale po osam
zivotinja (Tablica 3):

1) kontrolna skupina — sedam dana prije karagenanskog testa injicirana je fizioloska
otopina i.pl. u desnu Sapu Stakora, odnosno Sest dana prije karagenanskog testa
injiciran je konjski serum* i.t.; potom je sedmi dan fiziolo$ka otopina i.pl. injicirana u
obje Sape

2) eksperimentalna kontrolna skupina — sedam dana prije karagenanskog testa injicirana
je fizioloska otopina i.pl. u desnu Sapu $takora, odnosno Sest dana prije karagenanskog
testa injiciran je konjski serum* i.t.; potom je sedmi dan injiciran karagenan (2%) i.pl.
u obje Sape

3) eksperimentalna skupina | - sedam dana prije karagenanskog testa injiciran je BT-A
i.pl. u desnu Sapu Stakora, odnosno Sest dana prije karagenanskog testa injiciran je
konjski serum* i.t.; potom je sedmi dan injiciran karagenan (2%) i.pl. u obje Sape

4) eksperimentalna skupina Il - sedam dana prije karagenanskog testa injiciran je BT-A
i.pl. u desnu Sapu Stakora, odnosno Sest dana prije karagenanskog testa injiciran je

anti-BT-A i.t.; potom je sedmi dan injiciran karagenan (2%) i.pl. u obje Sape

*Konjski serum u skupini 1, 2 i 3 je kontrola antitoksinu (anti-BT-A) te je primijenjen

u jednakom volumenu na jednaki nacin i nema nikakvu fiziolosku aktivnost.
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Tablica 3. Prikaz eksperimentalnog tretmana pojedinih skupina Zivotinja

skupina tretman

0.dan/i.pl.
DAN/PRIMJENA | unilateralno (desna 1. dan/i.t, 6.dan/i.pl. bilateralno
Sapa)
kontrolna skupina F.O. K.S.2i.j./10 uL F.O.
eksperlmentalr_la FO. K.S.21j./10 uL KAR., 2%
kontrolna skupina
eksperlrr_lentalna BT-A7ij./kg K.S.21j./10 uL KAR., 2%
skupina |
eksperlmentalna BT-A7ij./kg AT 21ij./10 pL KAR., 2%
skupina 11

Legenda: F.O. = fizioloska otopina, K.S. = konjski serum, KAR. = karagenan, BT-A = botulinum toksin tip A,
AT = antitoksin na BT-A, i.j. = internacionalna jedinica
Tri sata po i.pl. primjeni otopine karagenana ili fizioloske otopine S$takori su duboko
anestezirani kombinacijom anestetika ketamina (70 mg/kg) i ksilazina (35 mg/kg) te
podvrgnuti transkardijalnoj perfuziji s paraformaldehidom radi uzimanja tkiva mozga i ledne
mozdine. Uzorci su preko noéi ¢uvani u 10 %-tnoj otopini sukroze u paraformaldehidu na
temperaturi od 4 °C te idu¢i dan u 30 %-tnoj otopini sukroze u fosfathom puferu (engl.
phosphate buffered saline, PBS). Potom su smrznuti na temperaturama do -80 °C do daljnje
uporabe. Koristeci kriostat (CM1850, Leica Biosystems, Nussloch, Njemacka) iz prethodno
smrznutih mozdina popre¢no SU izrezani uzorci lumbalnih segmenata (L4/L5) ¢ija je debljina

prereza iznosila 35 pm. Takvi su uzorci potom podvrgnuti imunohistokemijskoj analizi.

3.5.2. Koristene kemikalije, reagensi i protutijela
Za imunohistokemijsku analizu koriSteno je sljedece:
a) kemikalije
1) Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, SAD)
2) Kozji serum (engl. normal goat serum, NGS) (Millipore, Burlington,
Massachusetts, SAD)
3) Natrijev klorid (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska)
4) Kalijev klorid (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska)
5) Kalijev hidrogenfosfat, bezvodni (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska)
6) Natrijev fosfat, dibazi¢ni anhidricni (CARLO ERBA Reagents, Val-de-Reuil,
Francuska)
7) medij za ocuvanje fluorescencije Fluoroshield with DAPI (Sigma-Aldrich,
St.Louis, Missouri, SAD)
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b) protutijela
1) primarno zecje poliklonsko protutijelo na c-Fos (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Kalifornija, SAD); razrjedenje 1:400
2) sekundarno kozje IgG protutijelo Alexa Fluor-488 (ThermoFisher Scientific,
Massachusetts, SAD); razrjedenje 1:400
c) ostalo
1) centrifuga Mikro 120 (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Njemacka)
2) fluorescentni mikroskop (Olympus BX51, Olympus,Tokyo, Japan) spojen na
digitalnu kameru (Olympus DP-70, Olympus, Tokyo, Japan).

Za imunohistokemiju potrebno je pripremiti PBS, PBS-T, normalni kozji serum (engl. normal
goat serum, NGS), primarno i sekundarno protutijelo.

PBS 1x priprema se razrjedivanjem PBS 10x deioniziranom vodom. PBS 10x sastoji se od
18g NacCl, 0,4g KCl, 2,26g Na;HPQO, i 0,4g KH,PO4 otopljenih u 200 ml deionizirane vode.

PBS-T, odnosno PBS-Triton X, priprema se u koncentraciji od 0,25% na nacin da se u 40 ml
PBS-a 1x pipetom doda 100 pL Tritona X-100.

NGS se priprema kao 10 %-tna otopina u PBS-T-u.

Primarno zecje poliklonsko IgG protutijelo na c-Fos priprema se u omjeru 1:400 u 1%-tnom
NGS-u i PBS-T-u.

Fluorescentno sekundarno kozje protutijelo Alexa Fluor 488 najprije se centrifugira (Mikro
120, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Njemacka) jednu minutu na 20 000 okretaja, a potom se
razrijedi u omjeru 1:400 koriste¢i 1 %-tni NGS i PBS-T. Nakon razrjedivanja, smjesa se
centrifugira 20 minuta na 13 000 okretaja kako bi se istalozile sve necistoce 1 smetnje, a u

supernatantu ostalo €isto protutijelo spremno za upotrebu.

3.5.3. Imunohistokemija

S ciljem detekcije i lokalizacije mogucéega mjesta djelovanja BT-A, u ovom je
eksperimentu koristena indirektna metoda imunohistokemije u kojoj se koristi primarno
protutijelo specificno na marker neuralne aktivacije c-Fos (na ¢iju aktivnost djeluje BT-A) i
sekundarno protutijelo koje omogucava detekciju c-Fosa preko fluorescencije. Princip ove
metode opisan je na Slici 8. Odabrani uzorci lumbalnih dijelova ledne mozdine (L4/L5)

stavljeni su u jazice s 0,25 % otopinom PBS-T 1x te potom isprani tri puta po pet minuta.
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Kako bi se sprijecilo nespecificno vezanje primarnog protutijela, nakon ispiranja uzorcima je
dodan blok pufer: 10 %-tni NGS, pri ¢emu slijedi inkubacija u trajanju od sat vremena na
sobnoj temperaturi. Po zavrSetku inkubacije uklonjen je blok pufer te su uzorci inkubirani s
anti-c-Fos primarnim protutijelom (1:400) preko noé¢i na sobnoj temperaturi. Sljede¢i dan
uklonjeno je primarno protutijelo (odnosno viSak koji se nije vezao za c-Fos) i uzorci su
isprani s 0,25 %-tnim PBS-T 1x tri puta po pet minuta. Svrha ispiranja je uklanjanje primarnih
protutijela koja se nisu uspjela vezati na c-Fos. Uzorci se potom inkubiraju s fluorescentnim
sekundarnim protutijelom Alexa 488 (1:400) koje se specificno veze za primarna anti-C-FOS
protutijela. Inkubacija u jazicama traje dva sata na sobnoj temperaturi. S obzirom na
osjetljivost sekundarnog protutijela na svjetlost, postupak nanoSenja u jazice i inkubacija
provodi se u mraku. Uzorci se ponovno isperu s 0,25 %-tnim PBS-T 1x, analogno prethodno
opisanom postupku (tri puta po pet minuta), te se nanesu na mikroskopska stakalca. Prije
prekrivanja pokrovnicom uzorke je potrebno zastititi medijem za ocuvanje fluorescencije
Fluoroshield with DAPI. Pripremljena stakalca ostavljena su u mraku na sobnoj temperaturi
sat vremena, nakon Cega su pohranjena u hladnjak do obrade na mikroskopu. Prerezi su
vizualizirani fluorescentnim mikroskopom (Olympus BX51, Olympus,Tokyo, Japan)
spojenim na digitalnu kameru (Olympus DP-70, Olympus, Tokyo, Japan) i fotografirani

koriste¢i 4x, 10x 1 20x povecanje.

Od svake zivotinje (n = 5-6) uzeta su i obradena po Cetiri nasumi¢na L4/L5 prereza, te su
snimljene fotografije (ipsilateralna i kontralateralna strana) na fluorescentnom mikroskopu na
poveéanju od 20x za daljnju analizu. Potom su kvantificirani c-Fos pozitivni neuroni u
programskom softveru Fiji ImageJ na fotografijama na kojima se vide lamine 1'i Il te Vi VI.
Za svaki je prerez analiziran broj signala te je za svaku Zivotinju izraunata aritmeticka
sredina istih. Naposljetku, srednje vrijednosti za lamine I/l i V/VI su zbrojene za pojedinu
zivotinju kako bi se dobio ukupan broj pozitivnih c-Fos neurona na pojedinoj strani ledne

mozdine.
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Slika 8. Shematski prikaz indirektne metode imunohistokemije koriStene u ovom eksperimentu (prilagodeno
prema https://di.ug.edu.au/community-and-alumni/sparg-ed/cell-and-molecular-biology-
experiences/immunofluorescence/background-immunofluorescence)

3.6. Statisticka analiza rezultata

Dobiveni rezultati obradeni su u programu GraphPad Prism 8 te izraZeni kao aritmeticka
sredina + standardna pogreska aritmeticke sredine (engl. standard error of mean, SEM) i
prikazani u obliku stupCastog grafa. Nakon dvosmjerne analize varijanci (engl. Two-way
ANOVA) razlike izmedu skupina ispitane su Tukey post-hoc testom. Kao statisticki znacajna

vrijednost uzeta je p < 0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom diplomskom radu proucavan je utjecaj BT-A na aktivaciju neurona u laminama
dorzalnih rogova ledne mozdine nakon njegove periferne primjene intraplantarnom
injekcijom u straznju desnu Sapu Stakora. Kao $to je prehodno opisano, dorzalni rogovi ledne
mozdine smatraju se primarnim mjestom antinociceptivnog djelovanja BT-A. Ledna se
mozdina sastoji od bijele tvari, odnosno mijeliniziranih ziv€anih vlakana koji okruzuju
simetri¢ni stani¢ni matriks sive tvari oblika leptira. Ona pak sadrzi tijela neurona,
nemijelinizirana vlakna motoneurona i interneurone koji povezuju dvije strane mozdine ili
dorzalne i ventralne ganglije. Siva tvar formira tri para rogova: dorzalne (koji sadrze osjetne
neurone), lateralne (koji sadrze visceralne neurone) i ventralne (koji sadrze motoneurone), a
funkcionalno je podijeljena na devet razli¢itih slojeva ili lamina (uz stanice oko centralnog
kanala mozdine koje se ponekad nazivaju desetom laminom). Lamine | do VI formiraju
dorzalne rogove i primaju osjetne podrazaje te su u kontekstu ovog diplomskog rada najbitnije

(https://www.britannica.com/science/human-nervous-system/The-spinal-cord#ref942331).

Aktivacija neurona pracena je na modelu upalne boli izazvane karagenanom preko ekspresije
c-Fos proteina metodom neizravne imunohistokemije. Analiza je provedena na popre¢nim
presjecima tkiva ledne mozdine na razini L4/L5 lumbalnih segmenata (Slika 9.a) s obzirom da
upravo u ovim segmentima osjetna vlakna ishijadi¢énog Zzivca ulaze straznjim spinalnim
korjenovima u lednu mozdinu. Upravo je za ishijadi¢ni zivac (koji se proteze 0d straznje Sape
Stakora do ledne mozdine) dokazano kako posreduje u aksonalnom transportu periferno
primijenjenog BT-A (Matak i sur., 2012). Prilikom ulaska u lednu mozdinu Ad- i C-vlakna
skupljaju se u dorzolateralnom funikulu, poznatom kao Lissauerov trakt, nakon cega
zavrSavaju u odredenim laminama. C-vlakna zavrSavaju u laminama I i II, dok Ad-vlakna
zavrSavaju u povrSinskim laminama I i I te dubokim laminama V i VI (Slika 9.b) (Paxinos,
2015).
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Slika 9. a) Shematski prikaz popre¢nih prereza ledne mozdine $takora koji obuhvacaju L4 i L5 segmente
(Paxinos i Watson, 2004); kratice: dcs=dorzalni kortikospinalni trakt; gr=gracile fasciculus;
IMM=intermediomedijalna kolumna; LSp=lateralna spinalna jezgra; lamine su oznacene brojevima; b) zavrsetci
ziv€anih vlakana u dorzalnom rogu ledne mozdine: za nocicepciju su odgovorna Ad i C vlakna koja zavrSavaju u
laminama I, Il te V i VI (prilagodeno prema Bullock i Hales, 2013)

U eksperiment su ukljuéene cetiri skupine zivotinja (vidi: 3.4.1. Priprema uzoraka za
imunohistokemijsku analizu). Od cetiri ispitivane skupine dvije su eksperimentalne, odnosno
tretirane s BT-A i.pl., pri ¢emu je jedna skupina primila anti-BT-A za koji je pretpostavljeno
da bi mogao ponistiti u¢inak toksina. Kontrolne skupine tretirane su fizioloskom otopinom
umjesto s BT-A. U eksperimentalnoj kontrolnoj skupini (kao i u skupinama tretiranima s BT-

A) upalna bol izazvana je primjenom karagenana.

Imunohistokemijski je analiziran broj c-Fos pozitivnih neurona na po 4 nasumic¢no odabrana

L4/LS prereza zivotinja iz svake skupine (n = 5-6). Prikaz prereza nalazi se na Slici 10.
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F.O./KS 2i.j./10 pl /F.O. F.O./KS 21i.j./10 pl / KAR. 2%

BT-A 7 ij./kg / KS 2 i.j./10 pl / KAR. 2% BT-A7ij./kg/anti-BT-A 2 i.j./10 pl /
KAR. 2%

Slika 10. a) Prikaz imunoreaktivnosti c-Fos pozitivnih neurona u popre¢nim presjecima ledne
mozdine (dorzalni rog). Plavom bojom oznacena su podrué¢ja lamina I i II na kontralateralnoj
(lijevoj) strani, dok su ljubi¢astom bojom oznacena podruc¢ja lamina I i II na ipsilateralnoj
(desnoj) strani. Zutom bojom oznadena su podrué¢ja lamina V i VI na kontralateralnoj (lijevoj)
strani, dok su crvenom bojom oznacena podrucja lamina V i VI na ipsilateralnoj (desnoj)
strani. Povecanje 4x. (skala 500um). Legenda: BT-A — botulinum toksin A, KS — konjski
serum, anti-BT-A — antitoksin, KAR — karagenan
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Slika 10. b) Prikaz imunoreaktivnosti c-Fos pozitivnih neurona u popre¢nim presjecima
ledne mozdine koji obuhvacaju povrSinske lamine I i II. Strelicama su oznaceni c-Fos
pozitivni neuroni. Povecanje 20x (skala 100 um).
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Slika 10. c) Prikaz imunoreaktivnosti c-Fos pozitivnih neurona u popreénim presjecima
ledne mozdine koji obuhvacaju dubinske lamine V i V1. Strelicama su oznaceni c-F0S
pozitivni neuroni. Povecanje 20x (skala 100 um).




U programu Fiji ImageJ provedena je kvantitativna analiza c-Fos pozitivnih neurona na
fotografijama prereza pri poveéanju 20X. Dobivene vrijednosti za pojedinu Zivotinju su
uprosjecene te su kasnije srednje vrijednosti za lamine I/II i V/VI na pojedinoj strani ledne
mozdine zbrojene. Tako se za pojedinu Zivotinju dobio ukupan broj pozitivnih c-F0s neurona
na pojedinoj strani ledne moZdine. U daljnjem tekstu ipsilateralno oznacava stranu na kojoj je
primijenjen BT-A, a kontralateralno stranu suprotnu tome. Vrijednosti dobivene
kvantitativnom analizom prikazane su u Tablici 4. Rezultati su potom statisticki obradeni te

prikazani graficki na Slici 11.

Tablica 4. Prikaz rezultata kvantitativne analize c-Fos ekspresije izrazenih kao broj c-Fos pozitivnih neurona.

o ipsilateralna kontralateralna
tretman Zivotinje
strana strana
Al 0.00 0.00
ST AL A2 0.00 0.00
- ] A3 0.00 0.00
F.O./KS21i.j./10 ul | F.O. Al 0.00 0.00
A5 0.00 0.00
Srednja vrijednost Al1-A5 0.00 0.00
Bl 23.00 29.75
Skupina B: B2 35.25 40.00
F.O./KS2ij/10ul | B3 22.25 35.50
KAR. 2% B4 58.75 64.25
B5 35.75 32.50
Srednja vrijednost B1-B5 35.00 40.40
C1l 20.00 25.00
Skupina C: C2 13.25 22.75
BT-A7i.j./kg/KS 2i.j./10 2431 g;g 180.5500
ull KAR. 2%
C5 12.50 13.25
C6 6.00 8.25
Srednja vrijednost C1-C6 11.63 14.71
D1 34.00 38.00
Skupina D: D2 30.00 29.67
BT-A 7i.j./kg / anti-BT-A D3 40.00 28.00
2110 ul | KAR. 2% D4 36.00 >2.00
D5 48.00 45.75
D6 36.00 32.75
Srednja vrijednost D1-D6 37.33 37.69

Legenda: BT-A — botulinum toksin A, KS — konjski serum, anti-BT-A — antitoksin, KAR — karagenan
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C-Fos ekspresija (dorzalni rog ledne mozdine)
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Slika 11. Grafi¢ki prikaz rezultata c-Fos ekspresije u dorzalnom rogu ledne mozdine. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost c-Fos pozitivnih neurona u pojedinoj eksperimentalnoj skupini na pojedinoj strani ledne
mozdine + SEM. Kratice: F.O. = fiziolo$ka otopina, BT-A = botulinum toksin tip A, KS = konjski serum, Anti-
BT-A = antitoksin za BT-A, KAR. = karagenan, i.j. = internacionalna jedinica. Kako su rezultati za skupinu
tretiranu s F.O./KS/F.O. bili jednaki nuli, nisu prikazani na grafu. ** - p < 0,01; *** - p < 0,001

Zbog svojih specifi¢nih svojstava i mogucnosti primjene u terapiji boli, analgetsko djelovanje
BT-A predmet je brojnih istraZivanja s ciljem otkrivanja mehanizma i1 to€nog mjesta
djelovanja. Nekad se pretpostavljalo da BT-A djeluje antinociceptivno sprjeCavanjem
periferne senzitizacije i otpustanja neuropeptidnih neurotransmitora poput tvari P i CGRP iz
primarnih senzornih neurona, Sto bi indirektno vodilo k smanjenju sredi$nje senzitizacije
neurona dorzalnih rogova ledne mozdine. Nasuprot ovoj uvrijezenoj hipotezi novija
istrazivanja pokazuju da je antinociceptivno djelovanje BT-A sredi$njeg porijekla s dorzalnim
rogom ledne mozdine kao primarnim mjestom djelovanja. Naime, rezultati tih istraZivanja
pokazuju kako BT-A smanjuje upalnu hiperalgeziju, ali ne i lokalni edem i ekstravazaciju
proteina induciranu injekcijom karagenana ili kapsaicina u straznju Sapu Stakora. Uzimajuéi u
obzir bihevioralne eksperimente vezane za zrcalnu bol, Cinjenicu kako je upala periferni
fenomen te dokazanu enzimatsku aktivnost BT-A (cijepanje SNAP-25) na mjestu razli¢itom
od mjesta njegove primjene, pretpostavilo se da BT-A putuje aksonalnim transportom do
centralnih neurona i motoneurona gdje bi mogao interferirati s procesima srediSnje
senzitizacije. Teza o aksonalnom transportu potvrdena je ispitivanjima u kojima je kolhicin,

blokator aksonalnoga transporta, nakon ipsilateralne primjene u ishijadi¢ni zivac u odnosu na
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toksin inhibirao njegovo antinociceptivno djelovanje na obje strane tijela (Bach i Lackovic,
2009). Prvi eksperimentalni dokazi kojima se ukazalo na srediSnje antinociceptivno
djelovanje BT-A obuhvacali su, prilikom srediSnje intratekalne primjene, brzi nastup
djelovanja te potrebu za nizim dozama BT-A u usporedbi s perifernom primjenom. Konkretno
je to pokazano na formalinskom modelu upalne boli gdje je najmanja djelotvorna doza toksina
bila 7 puta manja od najmanje djelotvorne periferne doze (0,5 i.j./kg intratekalno vs. 3,5 i.J./kg
periferno), a nastup djelovanja uslijedio je 24 sata nakon intratekalne primjene u odnosu na
pet dana nakon periferne primjene. Sli¢ni rezultati dobiveni su i na modelu eksperimentalne
neuropatske boli (Bach-Rojecky, 2006). Kasnija istrazivanja koja su uklju¢ivala supraspinalnu
primjenu BT-A (npr. u cisternu magnu) pokazala su kako je toksin primijenjen ovim putem
neucinkovit na bol na periferiji, sto takoder ide u prilog tezi o sredi$njem djelovanju na razini
ledne mozdine. U istom je istrazivanju pokazano da intratekalna primjena p-opioidnog
antagonista naloksonazina i GABA-A antagonista bikukulina poniStava antinociceptivni
ucinak periferno primijenjenog BT-A na modelu zrcalne boli uzrokovane intramuskularnom
primjenom karagenana, dok supraspinalna primjena bikukulina u cisternu magnu i
naloksonazina u mozdane komore na ovo nema utjecaja (Drinovac Vlah, 2017). Dakle,
antinociceptivno djelovanje BT-A na upalnu i neuropatsku bol ukljucuje ,,gornje” dijelove
nociceptivnog neurona, gdje toksin dolazi retrogradnim transportom nakon periferne
primjene. Pritom BT-A ucinkovito smanjuje bolnu hipersenzitivnost, ali ne mijenja prag
akutne boli. Tako je potvrdeno kako je antinociceptivno djelovanje BT-A posredovano preko
SZS, precizno mjesto djelovanja i mehanizam BT-A u SZS jo$ uvijek nisu istrazeni do kraja

(Bach-Rojecky, 2006; Drinovac Vlah i Bach-Rojecky, 2020).

Zrcalna bol, koja se obi¢no prezentira kao mehanicka alodinija, uo€ena je u raznim vrstama
zivotinjskih modela boli u kojima su razli¢ite unilateralne ozljede smanjile prag boli na
kontralateralnoj strani. Pritom je odgovor na kontralateralnoj strani obi¢no slabiji i kraéi u
odnosu na ipsilateralnu stranu. Neki od predlozenih mehanizama koji bi mogli uzrokovati
Sirenje boli na kontralateralnu stranu u odnosu na ozljedu su Sirenje bolnog podrazaja kroz
komisurne interneurone koji sinapsama spajaju dvije strane ledne mozdine, otpuStanje
neuromodulatora koji nakon cirkulacije krvlju i1 cerebrospinalnom teku¢inom dolaze do i
utjeu na kontralateralne Ziv€ane zavrSetke te otpuStanje proupalnih citokina od strane
spinalnih glija stanica. Dakle, zrcalna bol posljedica je srediSnje senzitizacije.
Antinociceptivno djelovanje BT-A istrazeno je u nekoliko razli¢itih modela boli u kojima je

unilateralna ozljeda tkiva potaknula dugodjelujuc¢u bilateralnu bol i hipersenzitivnost. U ovim
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je modelima prihvac¢eno da je razvoj akutne boli, njezino Sirenje na kontralateralnu stranu 1
prelazak u kroni¢nu bol posredovano slozenim spinalnim i supraspinalnim mehanizmima

(Drinovac Vlah i Bach-Rojecky, 2020).

Bilateralni ucinak BT-A dosad je dokazan u modelima zrcalne boli uzrokovane
intramuskularnom primjenom Kkisele fizioloSke otopine, modelu trigeminalne neuropatije
uzrokovane podvezivanjem infraorbitalnog zivca Stakora i polineuropatije nakon sistemske
primjene paklitaksela i streptozotocina, kao i upalnom modelu boli izazvanom Freundovim
kompletnim adjuvansom te intramuskularnom primjenom karagenana u misi¢ lista, kao i
njegovom intraplantarnom primjenom. Ovi modeli obuhvacaju upalnu, neupalnu i
neuropatsku bol pa se stoga moze zakljuciti kako bilateralni u€inak BT-A nije uzrocno
povezan s odredenim tipom boli. Takoder je primijeceno i kako periferno primijenjen BT-A
djeluje bilateralno samo ako je primijenjen na ipsilateralnu stranu, odnosno na stranu na kojoj
je uzrokovana ozljeda. Ako je primijenjen kontralateralno, BT-A je djelovanje ispoljavao
samo na toj strani ili uopée nije djelovao. S obzirom na to moze se zakljuciti kako bilateralni
ucinak BT-A na bol ovisi o tipu i mehanizmima Sirenja ozljede na kontralateralnu stranu u
modelu boli (intenzitet i tvar koriStena za oS$teCivanje tkiva, vremenski tijek razvoja
bilateralne ozljede...). Uocena unilateralna aktivnost ili njezin kompletan izostanak nakon
kontralateralne injekcije BT-A pobudila je sumnje u moguénost transporta BT-A na
kontralateralnu stranu ledne moZzdine, iako su istraZivanja na miSi¢nom tkivu ukazala na
njegovu sposobnost da putuje dalje od prve sinapse. Upravo zbog ove sposobnosti prelaska
kao mogucnost se ne moze iskljuciti da BT-A ispoljava svoj ucinak nakon transcitoze do
kontralateralne strane dorzalnog roga. Neki od mogu¢ih mehanizama transcitoze obuhvacaju
direktan prijenos kroz komisuralne interneurone na kontralateralnu stranu ledne mozdine 1/ili
indirektan prijenos pomocu cirkulirajuc¢ih sinaptickih neuronalnih medijatora ili medijatora
izluCenih od strane glija stanica dok istovremeno jedan dio toksina ostaje lokaliziran na
ipsilateralnoj strani. Bilateralno djelovanje unilateralno primijenjenog BT-A takoder podupire
teoriju o njegovom srediSnjem djelovanju (Matak i sur., 2019; Drinovac Vlah i Bach-Rojecky,
2020).

Cilj ovog rada, koji je dio veceg istrazivackog projekta, bio je praenjem ekspresije c-Fosa
detaljnije istraziti to¢no mjesto djelovanja BT-A u SZS na modelu bilateralne upalne boli
nakon periferne intraplantarne primjene te istovremeno razjasniti djeluje li BT-A doista na
kontralateralnoj strani ledne mozdine. Sukladno prethodno provedenim istrazivanjima i

dostupnoj literaturi, pretpostavka je da BT-A u SZS djeluje na razini ledne moZdine na obje
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strane (ipsilateralnoj i kontralateralnoj) u odnosu na stranu primjene BT-A (Shin i sur., 2013;
Matak i sur., 2019; Drinovac Vlah i Bach-Rojecky, 2020).

Aktivnost nociceptivnih aferentnih zavrSetaka u lednoj mozdini koja se javlja kao odgovor na
karagenanski stimulus ispitana je mjerenjem ekspresije imunofluorescentno obiljeZzenog c-F0s
proteina. Slika 10 pod a), b) i c) prikazuje tockastu zelenu c-Fos imunoreaktivnost u L4/L5
segmentima ledne mozdine tri sata nakon aplikacije karagenana, ukazuju¢i na pojacanu
aktivnost nociceptivnih aferentnih zavrSetaka na obje strane ledne mozdine nakon
uzrokovanja upalne boli perifernom bilateralnom i.pl. injekcijom karagenana. BT-A je,
prethodno karagenanu, primijenjen unilateralno intraplantarno u straznju desnu Sapu Stakora.
Tri sata nakon karagenanske injekcije, prosjecne vrijednosti c-Fosa bile su vidno poveéane u
odnosu na kontrolu. Porast c-Fos imunoreaktivnosti na ipsilateralnoj je strani uvelike smanjen
djelovanjem BT-A u odnosu na eksperimentalnu kontrolu te takoder u odnosu na skupinu
tretiranu s anti-BT-A (navedene razlike bile su statisticki znaCajne s pripadajuéim
vrijednostima p=0,0014 i p=0,0003). Uocen je slican trend i na kontralateralnoj strani, gdje su
se statistiCki znacajnima pokazali utjecaj BT-A na smanjenje ekspresije c-Fosa u odnosu na
kontrolnu skupinu kojoj je izazvana upala (p=0,0005) i u odnosu na skupinu tretiranu s anti-
BT-A (p=0,0010). Ovi rezultati ukazuju na to da BT-A nakon ipsilateralne primjene uzrokuje
znacajnu inhibiciju pojacane aktivnosti nociceptivnih ziv€éanih vlakana u dorzalnom rogu
uzrokovane primjenom karagenana. Navedeni u¢inak vidljiv je ne samo na ipsilateralnoj, ve¢
i na Kkontralateralnoj strani ledne mozdine, S§to potvrduje pretpostavku o bilateralnom
antinociceptivnom djelovanju BT-A u modelu upalne boli. Medutim, ovim je eksperimentom
pokazano 1 da antitoksin smanjuje bilateralni ucinak BT-A, Sto upucuje na mogucénost
transcitoze, odnosno izlaska BT-A iz sredi$nje grane aferentnog vlakna i utjecaja na do sada

neidentificirane neurone u dorzalnom rogu.

Eksperimentalni dio ovog diplomskog rada nastavak je bihevioralnih ispitivanja kojima je
takoder pokazano da BT-A ispoljava bilateralni ucinak, odnosno da smanjuje mehanicku
hiperosjetljivost na strani primjene, ali i na suprotnoj netretiranoj strani (neobjavljeni

rezultati).
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5. ZAKLJUCCI

lako se nekad smatralo kako BT-A svoj antinociceptivni ucinak ostvaruje isklju¢ivo na
periferiji  (mjestu ozljede) inhibicijom lu¢enja neurotransmitora, sve veéi broj
eksperimentalnih dokaza ukazuje na srediSnji Ziv€ani sustav kao glavno mjesto djelovanja.
Iako se ne moze iskljuciti kako periferno primijenjen BT-A smanjuje perifernu senzitizaciju,
ipak je glavno mjesto djelovanja na razini prve sinapse u bolnom putu, to¢nije u dorzalnim
rogovima ledne mozdine do kuda BT-A dolazi retrogradnim aksonalnim transportom.
Odredena istrazivanja pokazala su kako BT-A djeluje ne samo na strani na kojoj je

primijenjen, ve¢ smanjuje bol i na kontralateralnoj strani.

Rezultati ovog diplomskog rada potkrepljuju prethodno navedene tvrdnje o srediSnjem
djelovanju BT-A na upalnu bol u podruc¢ju inervacije ishijadi¢nim zivcem. Karagenan je,
sukladno ocekivanjima, u ovoj regiji izazvao upalnu bol koja je indirektno kvantitativno
pracena pomocu c-Fosa, markera neuronalne aktivacije. Budu¢i da je karagenan primijenjen u
obje Sape Stakora, ekspresija c-Fosa u lednoj mozdini mjerena je obostrano. Nakon $to je
primijenjen intraplantarno u straznju desnu Sapu Stakora, BT-A (7 i.j./kg) je u L4/L5
segmentima ledne mozdine statisticki znacajno smanjio ekspresiju c-Fosa, $to upucuje na
aksonalni transport BT-A do ledne mozdine koja je mjesto djelovanja BT-A u sredi$njem

Zivéanom sustavu.

Takoder je pokazano kako toksin ostvaruje bilateralan u€inak na smanjenje neuronalne
aktivacije u karagenanskom modelu upalne boli s obzirom da je doveo do znacajnog
smanjenja c-Fos pozitivnih neurona ne samo na ipsilateralnoj strani ledne mozdine, ve¢ i na
strani kontralateralnoj od strane primjene toksina. Zanimljivo, sredi$nje (intratekalno)
primijenjen antitoksin sprijecio je uc¢inak BT-A na ipsilateralnoj, ali i na kontralateralnoj

strani.

Zakljuéno, ovim radom potkrepljena su dosada$nja saznanja o srediSnjem mjestu
antinociceptivnog djelovanja BT-A, kao i o njegovom bilateralnom ucinku na bol. lako
dosadasnja istrazivanja upucuju na povezanost s GABA-ergicnim i opioidnim sustavima
uklju¢enima u inhibiciju transmisije bolnih impulsa na razini ledne i produzene moZzdine,
to¢an mehanizam antinociceptivnog djelovanja BT-A jo$ nije utvrden, kao ni mehanizam
djelovanja BT-A na suprotnoj strani ledne mozdine u odnosu na stranu primjene.

Razjasnjavanje ovih fenomena predstavlja izazov za daljnja istrazivanja.
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6. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA

ACh — acetilkolin

ASIC — kanal osjetljiv na kiselinu, eng. acid sensing ion channel

AMPA — alfa-amino -3-hidroksil-5-metil-4-izoksazol propionska kiselina
ATP — adenozin trifosfat

BT, BoNT — botulinum toksin

CGRP — peptid srodan genu za kalcitonin, eng. Calcitonin gene-related peptide

FDA — Agencija za hranu i lijekove Sjedinjenih Americ¢kih Drzava, eng. Food and Drug

Administration

IEG — gen ranog odgovora, eng. immediate early gene

i.j. — internacionalna jedinica (eng. 1U)

i.pl. —intraplantarno

I.t. — intratekalno

LD50 — koncentracija tvari koja ubije 50% zivotinja kojima je tvar primijenjena

NMDA — N-metil-D-aspartat

NAPs — netoksi¢ni proteini povezani s neurotoksinom, eng. neurotoxin associated proteins
NO — dusik (IT) oksid

NSAID — nesteroidni protuupalni lijekovi, eng. non-steroid antiinflammatory drugs

PACAP — hipofizni polipeptid koji aktivira adenilat ciklazu, eng. pituitary adenylate cyclase
activating peptide 38

PBS — eng. Phosphate-buffered saline
PTC — eng. progenitor toxin complex

SEM - standardna pogreska aritmeticke sredine, eng. standard error of mean
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SNARE - eng. soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor
SV2 - eng. Synaptic vesicle glycoprotein

Syt — sinaptotagmin

SZS — sredi$nji Ziv€ani sustav

TRPV1 — vaniloidni (kapsaicinski) receptor 1, eng. Transient receptor potential vanilloid

subtype 1

VAMP — sinaptobrevin , eng. vesicle-associated membrane protein
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8. SAZETAK / SUMMARY

Botulinum toksin tipa A (BT-A) vise od 30 godina Koristi se u terapiji razlicitih klinickih
stanja pracenih miSi¢nom spasti¢no$¢u. Na razli¢itim eksperimentalnim modelima upalne i
neuropatske boli uoc¢eno je njegovo dugotrajno antinociceptivno djelovanje nakon jednokratne
periferne primjene, §to ga uz malen broj nuspojava razlikuje od ostalih sistemskih analgetika
u trenutnoj primjeni. Dosad su provedena brojna pretklini¢ka i klini¢ka istrazivanja s ciljem
razjasnjavanja to¢nog mehanizma i1 mjesta djelovanja toksina, $§to bi omogucilo prosSirenje
njegovih indikacija na brojna bolna stanja.

Usprkos opceprihvaéenoj teoriji o perifernom inhibitornom djelovanju BT-A na egzocitozu
neurotransmitora na zavrsetcima senzornih neurona, novija istrazivanja ukazuju na sredi$nje
djelovanje toksina, najvjerojatnije na razini dorzalnog roga ledne mozdine kamo periferno
primijenjen BT-A dolazi retrogradnim aksonalnim transportom. Takoder postoje dokazi 0
bilateralnom antinociceptivnom djelovanju BT-A nakon njegove unilateralne periferne
primjene.

Cilj ovog diplomskog rada bio je potvrditi ove navode na modelu bilateralne upalne boli
uzrokovane injiciranjem karagenana u straznje $ape muZzjaka Stakora soja Wistar. Jedna je
skupina Zivotinja prethodno tretirana s BT-A u dozi 7 i.j./kg u straznju desnu Sapu, dok je
druga skupina uz BT-A primila i antitoksin za BT-A (anti-BT-A). Kontrolnim skupinama
injicirana je fiziolo$ka otopina umjesto BT-A, a u jednoj od njih primjenom fizioloske otopine
umjesto karagenana izbjegnuto je izazivanje upale. Imunohistokemijski je pracena ekspresija
markera neuronalne aktivacije c-Fosa u popre¢nim L4/L5 presjecima ledne mozdine Stakora.
Rezultati pokazuju kako, sukladno o¢ekivanjima, karagenan dovodi do bilateralne aktivacije
neurona u lednoj mozdini dok unilateralna primjena BT-A smanjuje istu na obje strane ledne
mozdine. Pritom je statisti¢ki znac¢ajno smanjenje ekspresije c-Fosa zabiljeZeno u odnosu na
kontrolnu skupinu i na skupinu tretiranu s anti-BT-A na ipsilateralnoj, ali i na kontralateralnoj
strani ledne mozdine. Ovo je jo§ jedan u nizu dokaza o srediSnjem mjestu antinociceptivnog
djelovanja BT-A, pri ¢emu se ne moze iskljuéiti moguci transinapticki prijenos BT-A u druge

neurone/stanice ukljuc¢ene u proces nocicepcije na razini ledne mozdine.
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SUMMARY

Botulinum toxin type A (BTX-A) has been used to treat numerous clinical conditions
characterised by muscle spasticity for years. Long-term antinociceptive effect of BTX-A after
its single peripheal application has been reported in various experimental models of
inflammatory and neuropathic pain. This, combined with its low side effects frequency differs
BT-A from other currently used systemic painkillers. Until now, many preclinical and clinical
studies have been conducted with the goal of discovering BT-A's exact mechanism and site of
action in mind, which would allow for the expansion of current indications to many other pain
conditions.

In contrast to generally accepted theory of BTX-A's peripheral suppression of
neurotransmitters release from sensory nerve endings, the results of several recent researches
suggest its central site of action, most likely at the dorsal horn of spinal cord level, where
peripherally applied BTX-A is delivered by retrograde axonal transport. There is also
evidence that BTX-A has bilateral antinociceptive effect after its unilateral peripheral
application.

The goal of this master's thesis was to confirm these statements using inflammatory pain
model where pain is inflicted by carrageenan injection into hindpaws of male Wistar rats. One
group of animals was pretreated with a BTX-A dose of 7 i.u./kg, while another group was
treated with BTX-A antitoxin (anti-BTX-A) alongside BTX-A. Control groups have received
saline injection (0,9 % NaCl) instead of BTX-A and one of them was treated with saline
instead of carrageenan in an attempt to avoid inflammation. Expression of c-Fos (heuronal
activity marker), which was used as indirect pain indicator, was imunohistochemically
examined in L4/L5 cross sections of rat spinal cord.

The results show that, in line with our expectations, carrageenan is enabling bilateral
activation of spinal neurons while BTX-A reduced this activation on both sides of the spinal
cord. Statistically significant reduction of c-Fos expression was recorded in comparison with
control group and with experimental group treated with anti-BTX-A on both the ipsilateral
and contralateral side of spinal cord. This is just another proof that BTX-A is exerting its

antinociceptive effects centrally, with both sides of spinal cord as its site of action.
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