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SAZETAK

Uvod: Novi dokazi ukazuju da je antinociceptivno djelovanje botulinum toksina tipa A (BT-
A) sredisnjeg porijekla. U ovom doktorskom radu smo provjerili ovu pretpostavku u ranije
nedovoljno istrazenim oblicima boli, istrazivali interakciju sa sredi$njim neurotransmitorima
kao moguc¢i mehanizam djelovanja te pokusali poblize utvrditi mjesto djelovanja toksina u
sredi$njem Zivéanom sustavu (SZS).

Materijali i metode: Ispitivanja su izvedena na muzjacima Wistar Stakora. U upalnoj,
neuropatskoj i bilateralnoj misi¢noj boli ispitan je ucinak selektivnih i neselektivnih
antagonista opioidnih i GABAA receptora, primijenjenih sistemski, spinalno ili supraspinalno,
na antinociceptivno djelovanje periferno (supkutano u $apu) primijenjenog BT-A. U tkivu
kraljesnicne mozdine ispitana je aktivacija neuronalnih i glija stanica, ekspresija mRNA
proupalnih citokina i p-opioidnih receptora te ekspresija Leu/Met-enkefalina metodama
imunofluorescencije i lan¢ane reakcije polimerazom S reverznom transkripcijom. Istrazivano
je antinociceptivno djelovanje BT-A nakon periferne, spinalne i supraspinalne primjene te je
imunofluorescencijom ispitana enzimska aktivnost BT-A u tkivu SZS-a.

Rezultati: Opioidni i GABAA antagonisti su ovisno o dozi, sistemski i intratekalno, ali ne i
supraspinalno, ponistili antinociceptivno djelovanje BT-A u svim ispitanim modelima.
Ucinak antagonista bio je kratkotrajan. BT-A je smanjio neuronalnu aktivaciju u dorzalnom
rogu kralje$ni¢éne mozdine, $to su antagonisti blokirali. BT-A je smanjio bol u dosad
neistrazenim modelima visceralne boli (peritonitis, kolitis). Bilateralno antinociceptivno
djelovanje BT-A posljedica je prisutnosti toksina samo na ipsilateralnoj strani. BT-A je
smanjio bol nakon periferne i intratekalne primjene, dok primijenjen supraspinalno (cisterna
magna, mozdane komore) nije djelovao, unato¢ nalazu njegove enzimske aktivnosti u
pojedinim regijama mozga uklju¢enima u nocicepciju.

Zaklju¢ak: BT-A ima segmentalno antinociceptivno djelovanje spinalnoj razini, uz
neizravnu aktivaciju endogenog opioidnog i GABA-ergickog sustava. Ovi bi nalazi mogli biti
vazni za Kklinicka ispitivanja potencijalno korisnih sinergistickih interakcija s
konvencionalnim analgeticima i drugim lijekovima te usmjeriti klinicka ispitivanja na nove

indikacije i nove na¢ine primjene, poput intratekalne.

Kljucne rijeci: botulinum toksin tipa A, sredisnje antinociceptivno djelovanje, segmentalno

djelovanje na spinalnoj razini, opioidni sustav, GABA-ergicki sustav



SUMMARY

Background: Botulinum toxin type A (BT-A), a neurotoxin produced by anaerobic bacteria
Clostridium botulinum, is one of the most potent biological toxins, causing botulism with
muscular paralysis as the most prominent symptom. On the other hand, its clinical value is
continuously growing for several decades. Therapeutic utility was enabled with the discovery
of BT-A’s mechanism of action and the possibility to safely apply low (picomolar) doses of
purified toxin locally into muscle or under skin, where it selectively enters the nerve endings
and enzymatically cleaves synaptosomal-associated protein of 25 kDa (SNAP-25), thereby
causing inhibition of neurotransmitters’ exocytosis. Nowadays, it is widely used in various
hypercontractile neuromuscular disorders, hypersecretory autonomic disorders, and
hypersensitive painful disorders, while its application in cosmetic purposes for reduction of
wrinkles is the most popular.

Novel preclinical evidence over the last 15 years has demonstrated that microtubule-
dependent retrograde axonal transport from periphery through sensory neurons to the central
nervous system (CNS) is a prerequisite for BT-A’s beneficial effect in painful disorders,
although the mechanism of action in central synapses remains unclear. In addition to long-
lasting antinociceptive effect after single application (up to 6 months in humans), which
makes BT-A an emerging drug in chronic pain treatment, antinociceptive activity of BT-A
differs from conventional analgesics in that it has no effect on acute nociceptive pain and
normal pain thresholds but it selectively reduces pain hypersensitivity which develops during
pathological processes and subsequent sensitization of spinal and supraspinal pain-related
structures. These unigque properties raised new questions and opened new possibilities, such
as BT-A’s selectivity for certain types of cells in the CNS and/or involvement of certain
central neurotransmitter systems involved in pain modulation. Since central sensitization
involves different processes, including those causing attenuations of inhibitory influences in
dorsal horn of the spinal cord, the aim of this doctoral thesis was to examine the hypothesis
that BT-A’s antinociceptive effect involves potential interaction with endogenous inhibitory
neurotransmitter systems, opioid and GABA-ergic, as well as to characterize the site of BT-
A’s action on central nociceptive transmission.

Methods: Experiments were performed on 3- to 4-month-old male Wistar rats. Involvement
of endogenous opioid and GABA-ergic systems in the antinociceptive effect of peripherally
applied BT-A (intraplantar; subcutaneously into the plantar surface of the rat’s hind paw pad)

was investigated in three pathophysiologically different models: formalin-induced



inflammatory pain, neuropathic pain induced by partial sciatic nerve transection and bilateral
pain induced by intramuscular carrageenan injection. We tested the effects of nonselective
opioid antagonist naltrexone, selective p-opioid antagonist naloxonazine, and selective
GABAAa antagonist bicuculline. Possible central site of interaction was examined after
different routes of antagonists’ application: systemic, spinal (intrathecal) and supraspinal
(into cisterna magna or cerebral ventricles). Additionally, dose-response experiment (the
dependence of blockade of BT-A’s antinociceptive action on the applied doses of opioid
antagonist naltrexone) was performed to exclude the possibility that antagonists change the
nociceptive response independently from BT-A’s action. After behavioral tests, spinal cord
tissue was examined to determine which CNS cells (neuronal and/or glial) mediate BT-A’s
interaction with an endogenous opioid system. Neuronal (c-Fos expression) and glial
(expression of GFAP for astrocytes and CD11b for microglia) activation were examined
using immunofluorescence. Additionally, functional consequences of glial activation were
investigated, e.g. expression of proinflammatory cytokines TNFoa and IL-1B, using
quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction (QRT-PCR). Furthermore, we
investigated possible changes in spinal p-opioid receptor mRNA and Leu/Met-enkephalin
protein expression using gRT-PCR and immunofluorescence.

Since the site of central antinociceptive effect of BT-A is not clear, we also tested BT-A’
effects after its peripheral and intrathecal, versus intracisternal and intracerebroventricular
application in: bilateral pain induced by intramuscular carrageenan, visceral pain (colitis
induced by intracolonic instillation of capsaicin and peritonitis induced by intraperitoneal
injection of acetic acid), and inflammatory pain induced by intraplantar and orofacial
formalin injection. Enzymatic activity of BT-A within the brain and medulla after application
of BT-A into cisterna magna and cerebral ventricles was examined by immunodetection of
cleaved SNAP-25 (cl-SNAP25).

Results: Opioid and GABAA antagonists, applied systemically and intrathecally, but not in
cisterna magna or cerebral ventricles, dose-dependently abolished the antinociceptive effect
of peripherally applied BT-A in all tested experimental models. The effect of antagonists was
short-lasting (dependent on pharmacokinetic properties of an applied antagonist). BT-A
reduced neuronal activation in the dorsal horn, which was abolished by both, naltrexone and
bicuculline. BT-A’s effects on pain-induced glial activation were ambiguous: it reduced
microglial activation but increased the activation of astroglial cells. Using the measure of
immunofluorescence intensity was not possible to determine the potential effect of BT-A on

Leu/Met-enkephalin expression in the dorsal horn. We found no changes during pain in p-



opioid receptors” MRNA expression in lumbar spinal cord after peripheral pretreatment with
BT-A.

Additionally, BT-A reduced pain and neuronal activation in two models of visceral pain
(colitis and peritonitis). Interestingly, after unilateral local application, BT-A exerted bilateral
antinociceptive effect which is a consequence of ipsilateral enzymatic activity only. BT-A
reduced visceral and bilateral pain only after peripheral and intrathecal application, while it
had no effect after intracisternal injection. Additionally, it had no effect on formalin-induced
inflammatory pain either applied in cisterna magna or in lateral cerebral ventricles, although
cISNAP-25 was present in deep supraspinal nociceptive regions.

Conclusions: Central antinociceptive effect of BT-A involves an interaction with inhibitory
endogenous opioid and GABA-ergic systems at the spinal level in pathophysiologically
different types of pain: inflammatory, neuropathic, and bilateral. According to the results
presented in this doctoral thesis, BT-A activates spinal inhibitory neurotransmitter systems.
This might be the reason for BT-A’s selective antinociceptive effect on pathological pain
hypersensitivity. Since the only known mechanism of BT-A’s action is inhibition of
neurotransmitters’ exocytosis mediated by SNAP-25 cleavage, the observed activation of
endogenous opioid and GABA-ergic systems probably occurs indirectly and by a yet
unknown mechanism which might be the consequence of other SNAP-25 physiological
functions (except mediation of neuroexocytosis). However, the net effect of BT-A’s
interaction with spinal inhibitory neurotransmitters is the reduction of dorsal horn neurons’
activation. BT-A has no effect on pain after supraspinal application although the product of
its enzymatic activity is detected in deep supraspinal regions involved in nociception.
Overall, the scientific contribution of this doctoral thesis are insights into segmental
antinociceptive effects of BT-A involving central inhibitory neurotransmitter systems. These
findings might contribute to the understanding of BT-A’s action on pain hypersensitivity and

possible improvement of its clinical application.

Keywords: botulinum toxin type A; central antinociceptive effect, segmental effect at the

spinal level, opioid system, GABA-ergic system
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1.1 BOL

Bol je neugodno osjetno i emocionalno iskustvo koje nastaje kao posljedica dvaju sloZenih
procesa: prijenosa bolne informacije s mjesta ozljede do mozga (nocicepcije) te njene
emocionalne 1 kognitivne obrade u viSim centrima u mozgu.

Osjet boli ima vaznu fizioloSku ulogu u prezivljavanju i za$titi organizma u okoliSu, s
obzirom da omogudéuje opazanje Stetnog podrazaja i pokretanje reakcije kako bi se Stetan
podrazaj izbjegao te kako bi osteceno tkivo zacijelilo. Gubitkom ove zastitne funkcije bol
postaje patoloska, te 1 sama moze ostetiti funkcioniranje organizma. Takva je bol najcesce
kroni¢nog trajanja, a moze biti posljedica patoloskih upalnih procesa u somatskim
strukturama 1 unutarnjim organima ili oSteenja ziv€anog sustava. Usprkos intenzivnim
istrazivanjima, jo§ uvijek nije potpuno jasno kojim mehanizmima kroni¢na patoloska bol
mijenja fizioloske procese, koji u normalnim uvjetima sluze zastiti od ozljede i poticanju
cijeljenja.

Kroni¢na bol definira se kao bol koja traje dulje od 3 mjeseca (Treede i sur., 2015.), Sto se
smatra vremenskim razdobljem u kojem bi razliiti uzroci boli trebali nestati, a proces
cijeljenja zavrsiti. Ucestalost kroni¢ne boli u SAD-u varira izmedu 15 i 64%, u Europi 5-33%
te na globalnoj razini 2-55%, ovisno o metodama prikupljanja podataka (Ossipov i sur.,
2014.). Osim $to negativno utjeCe na kvalitetu zivota pacijenata i smanjuje radnu
produktivnost, zdravstveni troskovi za lijeCenje godiSnje iznose izmedu 560 i 635 milijardi
americkih dolara (Ossipov i sur., 2014.), a postojece terapijske opcije nisu zadovoljavajuce
zbog nekoliko razloga: varijabilne ucinkovitosti, kratkotrajnog djelovanja te nuspojava
vezanih uz dugotrajnu primjenu, poput gastrotoksi¢nosti nesteroidnih protuupalnih lijekova te
razvoja tolerancije i ovisnosti na opioidne agoniste. Stoga se kroni¢na bol smatra posebno
vaznim javnozdravstvenim problemom, te je uvrStena kao posebna bolest pod nazivom
,kroni¢ni bolni sindrom“ u 10. reviziju medunarodne klasifikacije bolesti (Treede i sur.,
2015.). Postoje znacajne interindividualne razlike u vjerojatnosti nastanka kroni¢ne boli
nakon pocetne ozljede, no ¢ini se da najveci utjecaj imaju psihosocijalni ¢imbenici i1
komorbiditeti s depresijom, anksioznim i sli¢cnim poremecajima (Ossipov i sur., 2014.).
Razumijevanje nastanka i odrzavanja patoloske boli razli¢itog uzroka, traganje za novim
farmakoloskim ,,metama* i unapredenje konvencionalnih analgetika u sredistu je interesa

istrazivanja boli.



1.1.1 Posebnosti nocicepcijskog sustava

Osjet boli dio je skupine somatosenzornih osjeta, uz mehanicki (dodir, tlak, vibracije i
treperenje), toplinski (toplo i hladno), proprioceptivni (osjet polozaja i zglobnih pokreta) i
osjet visceralnog istezanja (Arezzo i sur., 1982.). Navedeni se osjeti registriraju pomocu
pripadajuc¢ih osjetnih receptora u povrSinskim (koza) i dubokim (misSi¢, zglob, kost)
somatskim strukturama i visceralnim organima te prenose informacije u SZS putem
primarnih aferentnih neurona. Pritom se osjet boli razlikuje od ostalih osjetnih modaliteta,
¢ija je uloga primarno informativna i ne zahtijeva reakciju organizma, odnosno organizam se
prilagodava podrazajima iz okoline. Receptori za bol (nociceptori), za razliku od drugih
osjetnih receptora, nemaju svojstvo prilagodbe na podrazaj (desenzitizacije). Stovise, uslijed
ponavljanja podrazaja njihova se osjetljivost povecava, odnosno dolazi do senzitizacije. Osim
toga, u fizioloskim ih uvjetima aktiviraju samo podrazaji dovoljno visokog intenziteta;
primjerice, aktiviraju se tek pri temperaturi koja oSteCuje tkivo (~ 45 °C), za razliku od
termoreceptora koji izvjes¢uju organizam o temperaturi koze.
Nociceptori se nalaze na perifernim zavrSecima mijeliniziranih Ad i nemijeliniziranih C
ziv€anih vlakana (Julius i Basbaum, 2001.). Prema tome ih dijelimo u 2 osnovne skupine:

- Ad-nociceptore, koje podrazuje mehanicka stimulacija (poput ubadanja i gnjecenja),

zbog ¢ega ih nazivamo mehanosenzitivhima
- C-nociceptore, koji reagiraju na mehanicke, kemijske i termalne podrazaje te ih stoga
nazivamo polimodalnima.

Postoje i tzv. tihi nociceptori. Oni se aktiviraju tek u stanju periferne senzitizacije prilikom
ozljede tkiva (vidi: Periferna senzitizacija). Bolni impulsi mogu nastajati i spontano, na
mjestu ozlijedenog aksona, otkuda putuju prema kraljesni¢noj mozdini (Blumberg i Janig,
1984.).

1.1.2 Prijenos bolnog podrazaja

Nociceptori razlicite termalne, mehanicke ili kemijske podrazaje visokog intenziteta prevode
u elektricnu aktivnost (akcijski potencijal). Ovaj proces nazivamo transdukcijom, a
posredovan je specificnim ionskim kanalima smjeStenim na membranama nociceptora, poput
porodice neselektivnih kationskih kanala TRPA (engl. Transient Receptor Potential,
subfamily A), TRPM (engl. Transient Receptor Potential Melastatin) i TRPV (engl.
Transient Receptor Potential Vanilloid), te ASIC (engl. Acid-Sensing lon Channels) kanala,



koji depolariziraju periferni zavrsetak aktivacijom natrijevih ionskih kanala ovisnih o naponu
NaV1.8/1.9 (Woolf i Ma, 2007.).

Zivéani impulsi nastali aktivacijom nociceptora putuju primarnim aferentnim neuronima
prema dorzalnom rogu kraljesniéne mozdine, odnosno za podrucje glave i vrata prema
trigeminalnoj kaudalnoj jezgri (engl. Trigeminal Nucleus Caudalis, TNC). Tijela ovih
pseudounipolarnih neurona smjestena su U ganglijima dorzalnih korjenova kralje$ni¢ne
mozdine (engl. Dorsal Root Ganglion, DRG), odnosno u trigeminalnom gangliju (TG).
Proces provodenja bolnog podrazaja primarnim aferentnim neuronom nazivamo
kondukcijom. Kako je prethodno navedeno, dvije su vrste vlakana kojima se provodi bolna
informacija (Slika 1a): Ad i C. Kutana C vlakna su nemijelinizirana i male brzine provodenja
(0,5-1,2 m/s), dok Ad mijelinizirana vlakna provode akcijske potencijale veCom brzinom
(12-36 m/s). Stoga je kutana bol karakterizirana s dvije faze: brzom, ¢iji je prijenos

posredovan Ad vlaknima te sporom, Ciji je prijenos posredovan C vlaknima (Julius i

Basbaum, 2001.) (Slika 1b).

A B

Primarni aferentni aksoni:

Ad c

A
Prag termalnog podrazaja

Mapon

-Mijelinizirana
- Weliki promjer

- Propriocendia, lagani dodir !

@; I N — o
Vrijeme

- Mijelinizirana i

- Srednjeveliki promjer ~B3 *CTip|

-NDciceEci'a 43 +C Tinll Prva bol
- - [}
(mehanicka, termalna, kemijska) .

('4: Druga bol

-Memiielinizirana
- Mali promjer
- Me-bolnatemperatura, svrbez - 43 oC . \
- Nocicepciia L \
(mehanicka, termalna, kemijska) - .

Slika 1 A) Svojstva primarnih aferentnih vlakana i B) brzine provodenja u odnosu na promjer vlakna:
Aa vlakna su mijelinizirana vlakna velike brzine provodenja impulsa. Sudjeluju u brzom prijenosu informacija
izmedu misica i kraljesni¢ne mozdine. Primarna A vlakna su mijelinizirana vlakna velikog promjera, a njihova
stimulacija u kozi, misi¢ima ili zglobovima ne uzrokuje bol. Dva su tipa Ad vlakana. Tip I As-vlakana odgovara
na jaki termalni podrazaj (~ 52 °C) i nije osjetljiv na kapsaicin, dok tip I Ad vlakana, kao i C vlakna, reagiraju
na srednje jaki termalni podrazaj (~ 45 °C) i kapsaicin. C) Prikaz 2 faze kutane boli kao posljedice razli¢ite

brzine provodenja Ad i C vlakana (Julius i Basbaum, 2001.)



U prijenosu bolnog podrazaja iz visceralnih organa sudjeluju primarno C vlakna (Robinson i
Gebhart, 2008.), dok se podrazaji iz miSi¢a prenose mijeliniziranim vlaknima skupine III (po
karakteristikama odgovaraju kutanim Ad vlaknima) i nemijeliniziranim vlaknima skupine IV
(po karakteristikama odgovaraju kutanim C vlaknima) (Radhakrishnan i sur., 2003.). Postoje
dva tipa Ad vlakana; oba odgovaraju na intenzivan mehanicki podrazaj, no tip I Ad-vlakana
odgovara na jaki termalni podrazaj (~ 52 °C), dok tip II Ao vlakana reagira na srednje jaki
termalni podrazaj (~ 45 °C) (Slika 1a). U nocicepciji sudjeluju i Ap-mehanoreceptorska
vlakna koja ina¢e prenose mehani¢ke podrazaje niskog intenziteta (npr. dodir). Njihova je
zadaca vrlo vazna u ,,nadzoru® boli na spinalnoj razini i nastanku bolne preosjetljivosti u
fizioloskim i patoloskim uvjetima, §to ¢e biti opisano kasnije u tekstu. Aa vlakna su, sli¢no
AP vlaknima, mijelinizirana vlakna velike brzine provodenja impulsa, no nemaju ulogu u
nocicepciji. Sudjeluju u brzom prijenosu informacija izmedu misica i kraljeSni¢ne mozdine.
Dorzalni rog kraljesni¢ne mozdine srediSnje je mjesto na kojemu se odvija prijenos
(transmisija) bolne informacije u SZS te je podlozno razvoju razli¢itih patoloskih promjena.
To je 1 glavno je mjesto na kojem se bolna informacija moze modulirati. Proces transmisije
odvija se

u sinapsama putem razli¢itih kemijskih posrednika: neurotransmitora i neuropeptida. Ovaj
prijenos moze biti monosinapti¢ki (izravan, ukljuCuje prijenos informacije s perifernog
neurona na drugi neuron u osjetnom putu), ili moZe biti polisinapti¢ki (u prijenos bolne
informacije ukljuceni su interneuroni).

U dorzalnom rogu se nalaze cetiri vazne neuronalne komponente koje ulaze u slozene
interakcije (Prescott i sur., 2014.). To su:

1. srediSnji zavrSeci primarnih aferentnih neurona, koji ulaze u razli¢ita podrucja

dorzalnog roga (ovisno o vrsti primarnog aferentnog vlakna);

2. intrinzi¢ni neuroni (interneuroni), ¢iji su aksoni kratki, tj. ostaju u kraljesni¢noj

mozdini ili lokalno ili se Sire u druge spinalne segmente;

3. projekcijski neuroni (neuroni drugog reda), ¢iji aksoni prolaze rostralno u podrucje

bijele tvari te uzlaznim putovima dolaze do razli¢itih regija mozga;

4. zavrseci aksona silaznih putova iz nekoliko regija mozga, koji prolaze kaudalno.
Straznji se rog kraljesni¢ne mozdine moze, na osnovu citoloskih svojstava neurona, podijeliti
u 6 slojeva (lamine 1-V1). Kutana primarna aferentna nocicepcijska Ad i C vlakna zavrsavaju
na neuronima smjesStenima u povrSinskim slojevima straZznjeg roga, odnosno marginalnom

sloju (lamina I) i zelatinoznoj tvari (substantia gelatinosa, lamina I1), te u dubljoj lamini V



(Todd, 2002.). U laminama 111 i IV nalaze se neuroni koji stvaraju sinapse s nenocicepcijskim
AP vlaknima (Slika 2).

Projekcijski neuroni u dorzalnom rogu, koji stvaraju sinapse samo s nocicepcijskim Ad i C
vlaknima nazivamo nocicepcijski specificnim neuronima (engl. Nociceptive Specific, NS).
Oni ¢ine samo 5% neurona lamine | (Spike i sur., 2003). Osim NS neurona, nalazimo i manje
specificne neurone Sirokog raspona (engl. Wide Dynamic Range, WDR). Oni su dio
neurona lamina Il i V te primaju i ne-bolne podrazaje koje prenose AP vlakna. Najveéi dio
neurona u laminama I-I11 su interneuroni koji mogu biti ekscitacijski ili inhibicijski, ovisno
0 neurotransmitorima koje Iuce. Ovi interneuroni povecavaju ili smanjuju podrazljivost NS i
WDR neurona, utje¢uci tako na informaciju koja se prenosi u mozak. Nemijelinizirana vlakna
iz unutarnjih organa, zglobova i misi¢a primarno zavr$avaju u lamini I, te laminama V/VI.
Postoji znaCajan stupanj konvergencije izmedu razliCitih tkiva, pa prema tome pojedini
neuroni dorzalnog roga mogu stvarati sinapse s primarnim aferentnim vlaknima iz razli¢itih
izvora, npr. iz miSic¢a i koze ili unutarnjih organa i koze (Millan, 1999.). Somato-visceralna
konvergencija predstavlja anatomsku osnovu za fenomen prenesene (refleksne) boli (Gebhart,
1995.).

Bolna informacija iz kraljesni¢ne mozdine projekcijskim neuronima putuje u mozak koriste¢i
nekoliko razli¢itih uzlaznih putova, sto je eksperimentalno pokazano elektrofizioloskim i
anatomskim tehnikama. Primarni put prijenosa je spinotalamicki put, u kojem neuroni drugog
reda (iz lamine 1 i V) izravno stvaraju sinapse s neuronima tre¢eg reda u talamusu (Millan,
1999.). Talamus je jedna od struktura u mozgu u kojoj zavrSavaju i drugi uzlazni
nocicepcijski putovi te se smatra kljuénom u obradi i integraciji senzorno-diskriminativne
komponente bolne informacije koja dolazi iz razlicitih izvora na periferiji (Bushnell, 1995.).
Medutim, talamus nije krajnja to¢ka prijenosa, nego je povezan s razli¢itim podruéjima
korteksa koja su odgovorna za percepciju pojedinih komponenti boli: senzorno-
diskriminativne, afektivno-motivacijske i kognitivne. To su primarna 1 sekundarna
somatoseznorna kora, prednja cingularna kora, straznja inzularna kora i1 prefrontalna kora
(Tracey i Mantyh, 2007.). Prema tehnikama oslikavanja (PET, fMRI) sva se ova podrucja
aktiviraju prilikom bolne stimulacije kod ljudi (Besson, 1999.). Tako zapravo ne postoji
specifican nocicepcijski put i centar za bol u mozgu, ve¢ je ukljucenost svih spomenutih
regija mozga odgovorna za nastanak visedimenzionalnog iskustva boli.

Osim uzlaznih putova koji zavr$avaju u talamusu, vazni su i putovi koji, preko parabrahijalne

jezgre (PB), zavrSavaju u amigdali i ventralnoj medijalnoj jezgri hipotalamusa (Millan,



1999.) te posreduju emocionalno-afektivnu komponentu boli, ali i silaznu modulaciju bolne
informacije na spinalnoj razini (Slika 2).
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Slika 2 Prijenos bolnog podrazaja od nociceptora do nocicepcijskih regija u mozgu (D'Mello i Dickenson,
2008.) Primarna aferentna vlakna (AP, Ad i C vlakna) prenose podrazaje s periferije kroz ganglije dorzalnih
korjenova (DRG) u dorzalni rog kralje$niéne mozdine. Nocicepcijski specifi¢ni (NS) neuroni ve¢inom se nalaze
u povrsinskim laminama (I i IT), dok je ve¢ina neurona §irokog raspona (WDR) smjestena u lamini V.
Projekcijski neuroni iz lamine I inerviraju parabrahijalnu (PB) jezgru, odakle se impulsi prenose u limbicka
podrucja mozga. Limbicki sustav je u vezi sa sivom tvari oko akvedukta (PAG), od kuda polaze silazni putovi,
preko rostralne ventromedijalne medule (RVM), koji moduliraju prijenos bolne informacije u dorzalnom rogu
(Zute linije). Neuroni iz lamine V veéinom se projiciraju u talamus (spinotalamicki trakt), odakle se aktiviraju
razli¢ite kortikalne regije (primarna i sekundarna somatoseznorna, inzularna, prednja cingularna i prefrontalna
kora), koje zajedno nazivamo “bolnim matriksom* (engl. ,,pain matrix®).

1.1.2.1 Transmisija bolnog podraZaja: neurotransmitori pri nocicepciji

Glavni ekscitacijski neurotransmitor svih neurona u nocicepcijskom putu je glutamat, koji
djeluje preko ionotropnih AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionska
kiselina), NMDA (N-metil-D-aspartat) i kainatnih te metabotropnih mGlu receptora na

perifernim i sredi$njim zavrSecima primarnih aferentnih neurona te neurona drugog (Carlton,



2001.) i treceg reda (Millan, 1999.). Prijenos brze nocicepcijske boli ostvaruje se vezanjem
glutamata za AMPA i kainatne, dok u uvjetima ucestalog ulaza impulsa s periferije i za
NMDA receptore (vidi: SrediSnja senzitizacija).

Osim glutamata, iz sredi$njih zavrSetaka primarnih aferentnih neurona luce se i tvar P (engl.
Substance P, SP), polipeptid kalcitoninskog gena (engl. Calcitonin Gene-Related Peptide,
CGRP), somatostatin, ¢imbenik luc¢enja kortikortopina (engl. Corticotropin Releasing
Factor, CRF), kolecistokinin, galanin i vazoaktivni intestinalni peptid (VIP). Neke od njih,
poput SP i CGRP-a, putuju anterogradnim aksonalnim transportom na mjesto periferne
ozljede te poticu vazodilataciju i lucCenje tvari iz upalnih stanica koje senzitiziraju
nociceptore, poput bradikinina, histamina i serotonina. U upalnoj su boli upalne stanice na
mjestu ozljede izvor i endogenih opioidnih peptida s inhibicijskim u¢inkom na nocicepciju
(Hua i Cabot, 2010.).

U dorzalnom rogu kraljesni¢ne mozdine aktivirane glija stanice lu¢e tvari poput adenozin-
trifosfata (ATP), dusikovog oksida (NO), prostaglandina, neurotrofnog ¢imbenika porijeklom
iz mozga (engl. Brain-Derived Neurotrophic Factor, BDNF), ¢imbenika rasta neurona (engl.
Nerve Growth Factor, NGF) i citokina/kemokina, koje mogu djelovati