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1. UVOD

1.1. Patofiziologija boli

Prema Meunarodnom udru enju za istra ivanje boli (enghternacional Society for
the Study of PainlASP) bol je definirana kao ,neugodno osjetno i empalno iskustvo
povezano sa stvarnim ili mogm oSte enjem tkiva“. Bol je dakle slo eno iskustvo koje se
sastoji od dviju komponenanata — opa anja bolnogra@ja i emocionalne reakcije, tj.
osje aja neugode Kkoji prati Stetni podraaj, dok noci@p uklju uje neurofizioloski
mehanizam opa anja takvog podra aja. Uloga boli,wmozoravanje na stvarnu ili mogu
ozljedu tkiva, ukljuuje i upozoravanje na lokalno ili sustavno narusdmmeostaze pa je
jedna od uloga nocicepcijskog sustava ponovna tepwdomeostaze koja podrazumijeva
aktivaciju endogenih analgetskih putova. Nociceheijse signali, u smislu modulacije i
inhibicije, obrauju na razliitim razinama iv anog sustava. (Demarin i sur., 2011) Bol je
zastitni mehanizam koji se pojavljuje pri bilo kakw oSteenju tkiva te potie reakcije

kojima se uklanja bolni podra aj. (Guyton i HallD@6)

1.1.1. Podjela boli

Bol mo emo Kklasificirati prema razlitim zna ajkama — prema porijeklu, na temelju
trajanja, etiologije ili patofiziologije, prema grzitetu i simptomima. Prema porijekiu bol
mo e biti kutana, miSina, visceralna i dr., a prema trajanju se grubelidpa akutnu i
kroni nu. Prema etiologiji kao najva nije oblike razlikemo nociceptivhu, upalnu i
neuropatsku bol koje se razlikuju u mehanizmu mkstapatofizioloSkim karakteristikama i
trajanju. (Bach-Rojecky, 2006)

Akutna bol nastaje kao posljedica vanjske ili unutarrggede tkiva, mo e se lokalizirati, a
njezin je intenzitet nagsS e u korelaciji s intenzitetom uzneog imbenika te prestaje sa
zavrSetkom procesa cijeljenja. Izrazito je protekbg karaktera, a ukoliko se neadekvatno
lije i, zbog razvoja periferne i centralne senzitizaciprelazi u kroninu bol. (Brinar i sur.,
2009)

Kroni na bol se definira kao bol koja traje 3-6 mjeseciulje, postaje zasebna bolest

neovisna o uzroku i viSe nema protektivan karatdge stoga specifan terapijski problem.



(Brinar i sur., 2009) Odr ana je i nakon procesgelgnja, a rezultat je trajnog patoloSkog
poremeaja. Osobita znajka kronine boli jest preosjetljivost na uobjene bolne podra aje
(fenomen hiperalgezije), ali i osjetljivost na padje koji ne mogu uzrokovati osjet boli

(fenomen alodinije). (Puljak i Sapunar, 2014)

Nociceptivna bol je prilagodbena bol koja nastaje podra ajentirexeptora meharkom
silom, toplinom, hladncom ili kemijskim agensima bez popratnog osétga tkiva. To je
obi no upozoravajua trenutna bol,esto povezana s refleksima izbjegavanja. (Gamugur.j
2011) Djeluje kao rani sustav upozorenja organimaanoguu ozljedu tkiva. Akutni bolni
podra aj aktivira specifine receptore (npr. vaniloidne TRPV1 receptorejpitiske kanale na
perifernim iv anim zavrSetcima C- i Avlakana. Podraaj TRPV1 receptora dovodi do
lokalnog lu enja glutamata iz perifernih okana, a ako je podra aj dovoljnog intenziteta,
lu i se i spori neurotransmitor tvar P te se signekprkralje ni ne mo dine prenosi do viSih

centara u talamus i somatosenzkirkorteks. (Bach-Rojecky, 2006)

Upalna bol je posljedica ozljede tkiva i upala. Po zgu je prilagodbena jer uzrokuje
imobilizaciju oSteenog podruja i tako omoguuje cijeljenje ozljede, tj. smirivanje upale.
Ozljede i upale tkiva uzrokuju zra@ine kemijske promjene u mikrookoliSu nocireceptdza
ozlije enih stanica oslobaju se, meu ostalim, vodikovi i kalijevi ioni te ATP, a upan
stanice oslobaju prostaglandine i leukotriene, histamin, bradiki citokine i kemokine,
imbenike rasta i dr. Razlikujemo aktivatore (npwdikovi ioni, ATP, serotonin) koji, ve u

se za odgovaraje receptore, izravno aktiviraju nocireceptore, tnzsbilizatore (npr.
prostaglandini) koji razlitim mehanizmima smanjuju prag podra ljivosti naieptora.
(Gamulin i sur., 2011) Aktivacijom nocireceptora kmlateralnih iv anih zavrSetaka istog
nocireceptora lue se SP (tvar P) koji dovodi do vazodilatacije 8RP (engl.calcitonin
gene-related peptidgolipeptid kalcitoninskog gena) koji povava kapilarnu permeabilnost.
Pri upali dolazi do aktivacije i tzv. tihih gjlent’) nociceptora (10-20% C-nociceptora u ko i
koji se ne aktiviraju bolnim podra ajima u fiziolkién uvjetima) koji se djelovanjem
medijatora upale senzitiziraju i odgovaraju na pagle niskog i visokog intenziteta termalne,
mehanike i kemijske prirode. Kona&o, upalna bol ima karakteristike senzitizacije,

hiperalgezije i alodinije. (Bach-Rojecky, 2006)

Neuropatska bol nastaje kao posljedica ozljede ili disfunkcperifernog i/ili srediSnjeg
iv anog sustava npr. u dijabetesu, kraom alkoholizmu, HIV-infekciji, ozljedi
kralje ni ne mo dine i sl. Mehanizam nastanka je vrlo slo enyklju uje brojne patoloSke



promjene na periferiji, tj. mjestu ozljede ivc& tha spinalnoj i supraspinalnoj razini. (Bach-
Rojecky, 2006) To je tupa bol koja se Siri u in@ijgkom podruju zahvaenih iv anih
vlakana, a osja se i u odsustvu nocicepcijskog podra aja. (Brirgur., 2009)

1.1.2. Receptori za bol i signalni putovi u prijensu bolnog podra aja

Stetni podra aji ko e i potko nog tkiva, primjericenisi a ili zglobova, pobuuju
nocireceptore, slobodne periferne zavrSetke prithaosjetnih neurona. Postoje tri glavne
vrste nocireceptoraoplinski i mehaniki, polimodalnite tzv. tihi nocireceptori Toplinske
nocireceptore podra uju vrlo visoke ili vrlo niskemperature (>45 ili <5 °C), mehake
nocireceptore podra uje sna an mehdai pritisak, a polimodalne nocireceptore aktiviraju
snani mehaniki, kemijski i toplinski podra aji. Podra aje mehakih i toplinskih
nocireceptora prenose tanka mijelinizirana & ana vlakna brzinom od 5 do 30 m/s, dok
podra aje polimodalnih nocireceptora prenose nelimigrana C-vlakna, brzinom manjom od
1m/s. Ove tri vrste nocireceptora Siroko su ragpsagena u ko i i potko nim tkivima te se
naj eS e aktiviraju istodobno. (Demarin i sur., 2011) Pxk@o je da aktivhost Avlakna
izaziva osjet ostre, dobro lokalizirane boli, ddiienost C-vlakna izaziva tupu, are bol.
(Rang i sur., 2006)

Tijela aferentnih ivaca za prijenos signala belid u ganglijima dorzalnih korjenova, vlakna
ulaze u kralje ninu mo dinu kroz dorzalne korjenove i zavrSavajuiwoptvari kralje ni ne
mo dine. Ve ina nociceptivnih vlakana zavrSava u povrSinskimjesima kralje ni ne
mo dine, C-vlakna i neka Avlakna inerviraju tijela neurona u lamini | i diok druga A-
vlakna prodiru dublje u laminu V. Stanice u lanmval i V daju veinu projekcijskih putova

iz kralje ni ne mo dine za talamusS(ika 1). (Rang i sur., 2006)

Mehanizam bolnog osjeta sastoji se od 4 povezawoaepa: transdukcije, kondukcije,
transmisije i percepcije.Transdukcija je pretvaranje podraaja receptora za bol
(nocireceptora) u akcijski potencijaKondukcija je prijenos akcijskog potencijala od
nocireceptora kroz akson neurona do njegova zaa3etdorzalnim rogovima kralje nne

mo dine. Transmisijaje sinaptiko provo enje akcijskog signala s jednog neurona na drugi i
prate a modulacija osjeta bolPercepcijaje spoznaja boli u somatosenzornoj kori velikog

mozga. (Gamulin i sur., 2011)

Nakon aktivacije meharkim, toplinskim i kemijskim podra ajem nocirecepigprovode
impulse prema kralje nnoj mo dini preko A - i C- vlakana. Bolni se podra aji iz stra njeg
3



roga kralje nine modine prenose u visa podja mozga preko neospinotalamog,
paleospinotalamnog i spinoretikularnog trakteSl(ika 1). Neospinotalamni trakt prenosi
brzu bol A -vlaknima koja zavrSavaju u lamini | stra njih rogote pobuuju neurone drugog
reda. Od tih neurona odlaze vlakna koja prednjommikorom prelaze na suprotnu stranu
kralje ni ne mo dine te se anterolateralnim kolumnama pemgma mozgu. Maniji broj
vlakana zavrSava u retikularnim podima mo danog debla, a vena ih neprekinuta dolazi
do ventrobazalnog kompleksa talamusa ili do steasljupine talamnih jezgara. Signali se
iz tih talaminih podruja prenose u druga bazalna pogaumozga te u somatosenzdu
koru. Spinoretikularni sustavine aksoni neurona slojeva VII i VI, koji zavr&gu u
retikularnoj formaciji i talamusu. Paleospinotalamitrakt prenosi sporu, trajnu bol koja se
uglavnom provodi perifernim C-vlaknima, no mo e positi i neke signale koji dolaze A
vlaknima. Gotovo sva periferna vlakna tog puta avaju u laminama Il i Il stra njih
rogova kralje ni ne mo dine ( elatinozna tvar). Posljednji neuronniz Salju dugake aksone
od kojih se veina zdru uje s vlaknima brzog puta te prelaze pjenn komisurom na
suprotnu stranu kralje nhne mo dine, a onda se anterolateralnim putom ppnguna mozgu.
Manji dio odlazi u talamus, dok vi@ma zavrSava u retikularnim podjuma produljene
mo dine, ponsa i mezencefalona, tekalnom pogrmezencefalona te u sivom podwoko
akvedukta. (Demarin i sur., 2011; Guyton i Hallpgp
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Slika 1: Putovi prijenosa bolnog signala prema mozgu (fimdino prema
https://clinicalgate.com/78-pain)

1.1.3. Neurotransmitori uklju eni u nocicepciju

Neurotransmitor ili kemijski posrednik djeluje npesifi ne receptore u membrani
sljede eg neurona te ga pohwje, inhibira ili na neki drugi nan mijenja njegovu osjetljivost.
(Guyton i Hall, 2006) Glavni ekscitacijski neurotsmnitor svih neurona u nocicepcijskom
putu jest glutamat koji djeluje preko ionotropnilMRA ( -amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazolpropionska kiselina) i NMDA (N-metil-D-ampat) receptora na perifernim
okon inama aferentnih ivaca, neuronima dorzalnog rogdj& ni ne mo dine i neuronima u
talamusu, a u fizioloSkim uvjetima luse na periferiji prilikom aktivacije A i C-vlakana.
Osim postsinaptki, djelovanje glutamata u dorzalnom rogu kraljeme mo dine mo e biti i
na presinaptke NMDA receptore na membranama sredisSnjih graeaeafnog senzornog
vlakna ija je posljedica dodatno powanje luenja neurotransmitora u srediSnje sinapse.

Osim glutamata, iz srediSnjih zavrSetaka primam@érentnih neurona le se i SP (engl.

5



substance R polipeptid kalcitoninskog gena (enghlcitonin gene-related peptid€GRP),
somatostatin, imbenik lu enja kortikortopina (englcorticotropin releasing factqr CRF),
kolecistokinin, galanin i vazoaktivni intestinalpeptid (VIP). Neke od njih, poput SP i
CGRP-a, putuju anterogradnim aksonalnim transportammjesto periferne ozljede te poti
vazodilataciju i luenje tvari iz upalnih stanica koje senzitiziraju cioeptore, poput
bradikinina, histamina i serotonina. (Bach-RojecRp06; Milan 1999) Glutamat djeluje
odmah, a njegov tinak traje samo nekoliko milisekundi, dok se SPlbala mnogo sporije,
tijekom nekoliko sekundi ili ak minuta. Glutamat jest neurotransmitor koji uglaw
sudjeluje u prijenosu brze boli u srediSnjem amom sustavu, a SP je povezana sa sporom,
trajnom boli. (Guyton i Hall, 2006)

Ekscitacijski interneuroni u kralje nnoj mo dini vjerojatno djeluju preko ekscitacijskih
aminokiselina, SP, neurotenzina, VIP-a. Inhibidijskterneuroni poput kolinergnih,
opioidnih i onih koji djeluju preko GABA-e famino maslana kiselina) imaju va nu ulogu u
regulaciji nociceptivne transmisije te mogu izrawjelovati na neurone u dorzalnom rogu
kralje ni ke mo dine (postsinaptki) i/ili na srediSnje aferentne zavrSetke (preptni).
(Bach-Rojecky, 2006) GABA jest glavni inhibicijskieurotransmiror u srediSnjem ignom
sustavu koji se u visokoj koncentraciji nalazi temeuronima lamine | i Il te se pretpostavlja
da ima va nu ulogu u sprjavanju akutne i kronne boli. DuSikov oksid (NO) jest kljmi
neurotransmitor u modelima trajne boli, a prisutr®8BA-e i NO-a u izoliranim stanicama

sugerira njihovu suprotnu ulogu u tim neuronimaerfiarin i sur., 2011)

1.1.4. Kontrola boli putem descedentnih inhibitornh putova

Descedentni, silazni putovine jedan od vratarskih mehanizama kontrole premga
impulsa u kralje ninoj mo dini. Klju ni dio tog analgezijskog sustava je periakveduktaln
siva tvar (engl.periaqueductal grey areaPAG). PAG prima mnoge projekcije iz drugih
dijelova mozga, ukljuwju i hipotalamus, korteks i talamus te se smatra dsdgpavija
mehanizam preko kojega korteks i druge regije mdagatroliraju ,ulazna vrata“ bolnih
signala u kralje ninoj mo dini. Glavni neuronski put koji aktivira poalivanje PAG-a,
prote e se prema podrju produ ene mo dine blizu srediSnje linije, pozoat kao velika
jezgra rafe (lathucleus raphe magnublRM), a odande se prote e k vlaknima smjeStenim u

dorzolateralnim funikulima kralje nnhe mo dine koja ine sinaptike veze s interneuronima



stra njih rogova sive tvari kralje nne mo dine. Glavni neurotransmitor u tim sinapsgma
serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT), a internenradjeluju tako da inhibiraju okidanje
spinotalaminih  neurona preko retikularne paragigantocelulafjeegre (lat. nucleus
reticularis paragigantocellularisNRPG). Mogue jest da ovaj descedentni inhibirotni sustav
ini dio kruga regulacije putem negativne povratpeege, preko kojeg je prijenos signala u
stra njim rogovima sive tvari kralje nine mo dine kontroliran razinom aktivnosti koja dola
do talamusa. Descedentni inhibitorni put je vjetrmpava no mjesto djelovanja opioidnih
analgetika. PAG i elatinozna tvar bogate su anim stanicama koje sadr e enkefalin, a
opioidni antagonisti kao Sto je nalokson, mogu jepti analgeziju izazvanu
elektrostimulacijom PAG-a, Sto upwe na zakljuak da opioidni peptidi djeluju kao
neurotransmitori u tom sustavu. (Rang i sur., 2006)

Podra ivanjem elektrinom strujom periakveduktalne sive tvari ili velijgzgre rafe mogu se
potisnuti jaki bolni signali koji ulaze stra njimpgalnim korjenovima. Potiskivanje boli mo e
se postii i podra ivanjem podruja na joS viSim razinama mozga, koja polju PAG, a to su
periventrikularne jezgre u hipotalamusu koje searaluz trel ventrikul i, u manjoj mjeri,
medijalni snop telencefalona, koji je talew u hipotalamusu. (Guyton i Hall, 2006)

Najva niji neurotransmitori u analgezijskom sustasu enkefalin i serotonin. Vlakna koja
potje u iz PAG-a, paraventrikularnih jezgara te velikege rafe na zavrSetcima B
enkefalin, a na zavrSetcima vlakana u stra njimoroma kralje ni ne mo dine lui se
serotonin koji pak pote lokalne interneurone na knje enkefalina. Enkefalin uzrokuje
presinaptiku i postsinaptiku inhibiciju ulaznih vlakana za bol vrste C i Aa mjestima gdje
ta vlakna u stra njim rogovima tvore sinapse. Pretome zakljuujemo da analgezijski
sustav mo e zaustaviti bolne signale na mjestu avih ulaska u kralje ninu mo dinu.
(Guyton i Hall, 2006) Postoji i noradrenergji put iz LC-a (lat.locus coeruleuskoji ima

sli an inhibitorni uinak na prijenos bolnih signala u stra njim rogo@nsive tvari

kralje ni ne mo dine. (Rang i sur., 2006)



1.2. Uloga hipotalamusa u osjetu boli

Hipotalamus ujedinjuje mnogo funkcija ukljju i endokrinu i autonomnu kontrolu,
termoregulaciju, spavanje, budnost, apetit, emadimn ponaSanje te upravlja bioloSkim
ritmom mnogih tjelesnih funkcija. NeuroloSke stedikod ljudi i animalne studije na
ivotinjama pokazuju da hipotalamus igra vanu wbg nociceptivnom procesuiranju,

posebno kod primarnih glavobolja kao Sto su migtertdusterglavobolja. (Matharu, 2007)

lako ini manje od 1% mo dane mase, jedan je od najvinnijadzornih potova limbkog
sustava koji je bitan za emocionalni do ivljaj hollipotalamus Salje izlazne signale u tri
smjera: 1) prema natrag i dolle u modano deblosgmice u retikularna podrja
mezencefalona, ponsa i produljene mo dine, a zatiperiferne ivce autonomnog hanog
sustava, 2) prema gore u viSa pogaudiencefalona i velikog mozga, posebice u predigi
talamusa te 3) u hipotalami dr ak (infundibulum) za nadzor nad viaom sekrecijskih

funkcija stra njeg i prednjeg re nja hipofize. (Gion i Hall, 2006)

Jaggi i Singh (2011) istra ivali su doprinos ratlh dijelova mozga pa tako i hipotalamusa u
razvoju neuropatske boli uzrokovane ostgem perifernih ivaca. Ozljeda perifernog ivca
dovodi do promjene u ekspresiji neurotransmitorauramodulatora, hormona rasta i
neuroloski aktivnih molekula u primarnim aferentnmeuronima smjeStenim u ganglijima
dorzalnih korjenova kralje nne mo dine. Precizna uloga raztih dijelova mozga u
procesuiranju neuropatske boli joS se treba igtrger mnogi centri u mozgu, ukljwju i
periakveduktalnu sivu tvar i jezgru porsaus coeruleussudjeluju u modulaciji neuropatske
boli. Nadalje, ti centri mogu u kordinaciji jednidsugima potaknuti ili sprijati bol. Opisana

je antinociceptivna uloga posteriornog dijela hgdainusa zbog analgetskih utjecaja oreksina-
A, oksitocina te elektne stimulacije i aktivacije Preceptora u neuropatskim modelima, ali i

pronociceptivna uloga zbog aktivacije mikroglijpromjena u razini SP. (Jaggi i Singh, 2011)

Hipotalamus ima dobro dokumentirane nociceptivrereaftne i eferentne veze s centrima u
mozgu i kralje ninoj mo dini. Opisani su inhibitorni utjecaji hipdeanusa na neurone
dorzalnih rogova i njegovo sudjelovanje u regulacguroendokrinih mehanizama. Studije
koje koriste elektinu stimulaciju navode da su antinociceptivningi, na razini prednjeg
hipotalamusa/preopte regije, posredovani aktivacijom silaznih putda@i i modulacijom

neuralne aktivnosti dorzalnih rogova (Simpson i,2008).



U animalnim modelima neuropatske boli, promjene @pa u hipotalamusu koje pridonose
razvoju neuropatske boli ukljuju promjene u razini SP u mozgu Stakora.
Imunohistokemijskim tehnikama pokazano je p@rge ekspresije CD11b (marker aktivacije
mikroglije) u hipotalamusu Stakora koji su podvrgrazljedi ishijadi nog ivca (lat.nervus
ischiadicu3. Nadalje, u istoj studiji pokazano je da primjeanamantina (antagonist NMDA
receptora) smanjuje neuropatsku bol uz normaligd@ncentracije SP i smanjenje aktivacije
mikroglije. (Takeda i sur., 2009)

S druge strane, posteriorni dio hipotalamusa (PHkapuje antinociceptivhe inke u
razli itim eksperimentalnim studijama. U CCI modelu (eng@hronic Constriction Injury
kroni na konstrikcijska ozljeda ivca) neuropatske botimailacija posteriornog dijela
hipotalamusa smanjuje neuropatsku bol. U istojtyelis pokazano da primjena antagonista
receptora za oreksin-A (SB-334867) blokira analgeta inke posredovane posteriornim
hipotalamusom. To dokazuje da su neuroni u posterio hipotalamusu koji sadr e oreksin-
A odgovorni za antinociceptivne imke u neuropatskom modelu boli i modificiraju
nocicepciju u dorzalnom rogu kralje me mo dine. Neurotransmitor oreksin-A je peptid
na en u neuronima hipotalamusa koji pokazujéenke na smanjenje boli u CCl modelu.
(Jeong i Holden, 2009)

Pokazano je da aktivacija;[Peceptora u regiji hipotalamusa All, smjeStenopstgriornom
hipotalamusu, smanjuje aktivnost neuralnih putawgoériakveduktalne sive tvari koji su
uklju eni u razvoj i odr avanje hiperalgezije povezanpesifernom neuropatijom. (Jagii i
Singh, 2011)

Nadalje, Dafny i suradnici (1998) opisali su laterdipotalamus kao supraspinalno mjesto
uklju eno u modulaciju boli. Postavljeno je pet krii@rga definiranje mjesta u srediSnjem
iv_anom sustavu koja sudjeluju u modulaciji boli, &edalni hipotalamus je udovoljio
zahtjevima svih pet kriterija: 81% neurona lateoglhipotalamusa reagira na dolazéolne
podra aje, fokalna elektrha stimulacija udaljenog centra ukl@gnog u modulaciju boli
modulira aktivnost lateralnog hipotalamusa na bgoéra aje, sistemska ili lokalna primjena
morfina modulira aktivnost lateralnog hipotalamusa bolne podra aje, fokalna elektna
stimulacija lateralnog hipotalamusa uzrokuje bibesinu analgeziju proporcionalno
intenzitetu podra aja utvienog testom trzanja repom (engiil flick tes) te lokalna aplikacija

morfina u lateralni hipotalamus uzrokuje analgetsknak. (Dafny i sur., 1998)



Kemijska i elektrina stimulacija lateralnog hipotalamusa mo e uzraktowanalgeziju, a

va nost lateralnog hipotalamusa u modulaciji noptcenog ponaSanja istra ena je u akutnim
modelima boli. Ezzantpanah i sur. (2015) istradli utjecaj direktne kemijske stimulacije
lateralnog hipotalamusa s karbakolom, agonistonn&adi kih receptora, u formalinskom
testu kao modelu dugotrajne upalne boli. Karba&ahjkroinjiciran u lateralni hipotalamus 5
minuta prije formalinskog testa. Otkriveno je daleakol blokira nociceptivhe odgovore u
obje faze formalinom uzrokovane boli Sto sugerira ldteralni hipotalamus modulira

formalinom uzrokovanu bol du spinalnih i suprasgimh podruja. (Ezzatpanah i sur., 2015)

Paraventrikularna jezgra hipotalamusa (laticleus paraventricularis hypothalamPVN)
inhibira spinalnu nocicepciju. Bihevioralni i eleéfizioloSki pristupi pokazali su da je
analgezija inducirana elektnom stimulacijom PVN posredovana otpuStanjem hoamon
oksitocina iz silaznih vlakana jezgre do stra njegga kralje ni ne mo dine. Mjerena je
ekspresija c-Fos (indirektni marker neuralne akisti) nakon elektrine stimulacije PVN, a
rezultati pokazuju povenu ekspresiju c-Fos ne samo u dorzalnom rogu eknalpe
mo dine, ve i u strukturama za koje se smatra da sudjelujahibiciji boli (nucleus raphe
magnus locus coeruleus periakveduktalna siva tvar). Time se mo e zakjuda postoji
funkcionalna interakcija izme ovih struktura kako bi se osigurao mehanizam gede

analgezije. (Condes-Lara i sur., 2015)

Aktivacija hipotalamusa bitna je u patogenehisterglavobolje, primarne glavobolje iz
skupine trigeminalnih autonomnih cefalgija, karaizieane jednostranom, estokom boli u
podruju oka i ela, s tendencijom periodiog ponavljanja nakon remisije. Promatranjem
aktivnosti mozga tijekom glavobolje pomo pozitronske emisijske topografije (PET)
zabilje eno je izbijanje u posteriornom dijelu hipéamusa. Uzrok aktivacije posteriornog
hipotalamusa i Sirenja boli u lice nije poznat. tems pretpostavke da se bol Siri
paroksizomalnim parasimpakim izbijanjem koje se provodi gornjim povrSinskincem i
sfenopalatinalnim ganglijem. (Brinar i sur, 2009)

Aktivnost u ipsilateralnom, posteriornom hipotalsuukao moguem generatoru ove
glavobolje, objasnjava prirodu napadaja koji seapipjiju ritmi no i cirkadijalno u pravilnim
periodima. Smanjena koncentracija testosteronaaznpl musSkaraca za vrijemeustera
tako er upuuje na ulogu hipotalamusa u regulaciji glavobole. to upuuje i injenica da
melatonin, marker regulacije cirkadijalnog ritmdjudi, kao i drugi hormoni hipofize, imaju

promijenjeno 24-satno stvaranje. (May i sur., 1998)
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1.3. Botulinum toksin

Botulinum toksin je potentni neurotoksin kojeg pradi gram-pozitivha, sporogena
bakterijaClostridium botulinunmu anaerobnim uvjetima. Poznato je 7 serotipovalimoim
toksina (A-G), a nedavno je proren osmi, serotip H te je u fazi karakterizacije rd@ i
Arnon, 2014). Sistemska intoksikacija botulinumdislom uzrokuje botulizam, karakteriziran
mlohavom paralizom misa koja je posljedica blokade otpuStanja acetilkolinz
motoneurona u sinapku pukotinu u motornoj pla. (Singh, 2006) Procijenjena letalna doza
za ovjeka je 1 g/kg kod peroralnog unosa,-418 ng/kg uneSenog inhalacijskim putem+e 1
2 ng/kg prilikom intravenske ili intramuskularneirpjene. (Kumar i sur., 2016) Smatra se
jednom od najtokshijih tvari u prirodi, a zbog mogumosti Sirenja zrakom i apsorpcije
inhalacijom predstavlja potencijalno bojno oru fdruge strane, potencijal njegove primjene
u klini koj praksi kontinuirano raste te se pgeni oblik u pikomolarnim dozama koristi u
lije enju razliitih klini kih stanja praenih poveanom kontraktilno& misi a. Vana su i

istra ivanja primjene BT-A u lijeenju boli.

1.3.1. Struktura botulinum toksina tipa A

Bakterija C. botulinumsintetizira BT-A kao kompleks od 900 kDa. Biolo&itivni
dio kompleksa veline je 150 kDa, dok najvedio kompleksa ine neurotoksinu pridru eni
proteini (englneurotoxin-associated proteindAP). Oni nisu fizioloSki aktivni ve se smatra
da utjeu na stabilnost kompleksa i Stite bioloSki aktiwiio molekule od proteolize i
denaturacije pri visokoj temperaturi ili kiselom pkrimjerice prilikom prolaska kroz
probavni sustav. (Gao i Ji, 2013) Bioloski aktivikamponenta graena je od 1296
aminokiselina, a sastoji se od lakog (50 kDa) kégSlanca (100 kDa) koji se postranslacijski
spajaju disulfidnom vezom na polo aju Cys430-Cys4B84rton i sur., 2002), kao Sto
prikazujeSlika 2. Laki lanac posjeduje o cinku ovisnu endopeptidaaktivnostte specifino
cijepa klju ne proteine u procesu vezanja sindgti mjehuri a s membranondok je teski lanac
odgovoran za vezanje neurotoksina za presiraptmembraneTrodimenzionalna kristalna
struktura sadri tri funkcionalne domene vétie ~50kDa: vezujw, translokacijsku te
kataliti ku (Slika 2). One su strukturno razite i usmjerene tako da nema kontakta izme
kataliti ke i vezujue domene. (Turton i sur., 2002)
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Slika 2: Struktura botulinum toksina tipa A: a) shematskkaz dvolanane strukture BT-A;

b) kristalna struktura BT-A (modificirano prema Tam i sur., 2002)

1.3.2. Mehanizam djelovanja botulinum toksina

Botulinum toksin ponaSa se kao metaloproteaza kojgoerifernim iv anim
zavrSetcima cijepa proteine bitne za neuroegzagjtazrokujui dugotrajnu no reverzibilnu
inhibiciju otpusStanja neurotransmitora. (Kukrej@ingh, 2015) lako t@n mehanizam nije u
potpunosti razrijeSen, djelovanje botulinum toksma neuromuskularnoj vezi odvija se u
nekoliko koraka prikazanih n&lici 3. Ovi koraci ukljuuju vezanje neurotoksina za
specifi na akceptorska mjesta na membrani presinaptiiv anih zavrSetaka, internalizaciju
toksina u ivanu stanicu i njegovu translokaciju uzdu endosgrm@almembrane te
intracelularno proteolitko cijepanje proteina vanih za otpuStanje neurgraitora.
(Kukreja i Singh, 2015)
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Slika 3: Mehanizam djelovanja botulinum toksina na neuromlaskoj vezi. A) Normalnc
otpuStanje neurotransmitora; B) Utjecaj botulinuksina na sjije avanje formiranje
SNARE kompleksa te inhibiciju egzocitoze neurotraitera iz presinaptkog neurons

(modificirano prema Rowland, 20(

Prvi korak jest specifno vezanje domene teSkoanca toksina visokim afinitetom |
povrSinske receptore presinagth iv anih zavrSetaka. Predlo en je model dvostru

receptora gdje se vezupi domena teSkog lanca prvo ve e s koreceptorima koje

specifi ni membranski polisijalogangliozidi te naje kompleks koji se pome preme
glikoproteinskom receptoru koji je specdin za odreeni tip neuotoksina, primjerice SV
(engl. synaptic vesicle glycoproteir) za koji e se vezati BT-A(Kukreja i Singh, 201£
Slijedei korak jest internalizacija toina procesom endocitozeZatim slijedi proce:
translokacije koji zapanje promjenama u strukturi toksina pod utjecajaeselog pt unutar
endosomanakon ega slijedi ugradnja toksina u membranu endosoraasiokacija kratko:
lanca s luminalne na citosw povrSinu membrane endosoma, redukcija disulfideee, te
kona no odvajanje kratkog od dugog la. (Simpson, 2004)aki lanac B1-A translocira se u

citosol te djeluje kao metalopr@za koja Kkatalizira cijepanje proteinSNAP-25
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(sinaptosomalni protein velne 25 kDa,engl. synaptosomal associated protein ofkP&).
SNAP-25, sintaksin i sinaptobrevin (membranski kelarni protein, engl. vesicule-
associated membrane proteMAMP) spadaju u porodicu SNARE proteina koji omogju
fuziju membrane sinaptog mjehuria i presinaptike membrane neurona. Botulinum toksini
tipa A i E cijepaju SNAP-25; tipovi B, D, F i G higliziraju sinaptobrevin, a tip C cijepa
SNAP-25 i sintaksin. Uklanjanje/cijepanje bilo kojeomponente SNARE kompleksa
onemoguuje njegovo funkcioniranje u procesu neuroegzoeito@me ne dolazi do fuzije
vezikule koja sadr i neurotransmitor s membranormspraptikog neurona,ime se inhibira
otpuStanje neurotransmitora u sinaki pukotinu te se zaustavlja prijenos signala. {@u
sur., 2002; Kukreja i Singh, 2015)

Djelovanje BT na periferni ivani zavrSetak je reverzibilno i ne dovodi do traptemjene
neuromuskularne veze. Nakon sinakdi blokade kolinergnih iv anih zavrSetaka, neuron
stvara nove ogranke na motornoj plo nove sinapse koje zamjenjuju izvorne, kako &i s
obnovio proces egzocitoze acetilkolina i prijen@mala. Kada se funkcija glavnog neurona

obnovi, novonastali ogranci i sinapse se paxlgDressler i Benecke, 2007)

1.3.3. Klini ka primjena botulinum toksina

Injiciranjem vrlo male koliine proiS enog neurotoksina u odreni misi ili
parasimpatiki inervirani organ posti e se reverzibilna, duggira denervacija koja mo e biti
klini ki vrlo korisna. Terapijska primjena BT-A prvi pjg odobrena 1989. godine od strane
FDA (engl. Food and Drug Administratipnza lije enje strabizma, blefarospazma i
hemifacijalnog spazma. 2000. godine terapijska jetia proSiruje se na cervikalnu distoniju,
te djeju cerebralnu paralizu i spasticitet mairazli ite etiologije. Slijedilo je odobravanje
primjene toksina u kozmeke svrhe za tretiranje boraime je botulinum toksin postao
izrazito popularan u javnosti. (Janko\2004) Od tada do danas BT-A je regj e koristen
terapijski protein, a terapijska primjena prosigkas poremeaja karakteriziranih pretjeranom
misSi nom kontrakcijom na hipersekrecijske poreaje autonomnog ivanog sustava (npr.
primarna aksilarna hiperhidroza) te na poreape karakterizirane bolnom preosjetljivosti
(npr. kroni na migrena). Registrirana su tri pripravka BT-Aabatulinumtoxin A (Botog,
Botox Cosmeti®), abobotulinumtoxin A (Dyspof i incobotulinumtoxin A (Xeomifi).
Osim BT-A, u terapijske se svrhe koristi jo§ BT-Bm@botulinumtoxin B, MyoblocK).
(Drinovac Vlah, 2017)
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1.3.4. Analgetsko djelovanje BT-A

Povoljno djelovanje BT-A na bol najprije je opisamo bolesnika s cervikalnom
distonijom gdje je uaeno da analgetsko djelovanje nastupa prije, traje dja e je izra eno
od miorelaksirajueg djelovanja BT-A. (Jankovii Schwartz, 1990) Razita klini ka
opa anja ukazuju da BT-A djeluje na smanjenje boli u stanjima koja nisu prana
pove anom misinom kontrakcijom poput neuropatske boli, tenzijgavobolje, migrene,
bolova u donjem djelu la itd. (Bach-Rojecky, 2006) Ispitivanja su dovetazaklju ka da je
u inak BT-A na bol neovisan o inku na miSie te da je vjerojatno posljedica izravnog
djelovanja BT-A na senzorne neurone. Do danas jinauiceptivno djelovanje BT-A
istraivano u eksperimentalnim modelima ra#lh vrsta boli prikazanih uTablica 1.
(Drinovac Vlah, 2017)

Prvi dokaz o antinociceptivhom djelovanju BT-A dedm je na formalinskom modelu upalne
boli u Stakora, u kojem su formalin i BT-A injiciiau plantarnu povrSinu Sape, a izveden je u
laboratorijima proizvoa a Botox& (Allergan, SAD). Formalinom uzrokovan model upalne
boli sastoji se od dvije faze, prve koja je posfadzravne stimulacije receptora formalinom
te traje 15 min i druge faze koja je posljedicaaljanja upalnih medijatora i senzitizacije.
BTA inhibira formalinom uzrokovano bolno ponasatijekom druge faze kada se aplicira 5h
do 12 dana prije formalinskog testa. (Cui i surQ0£) Uoeno jest i smanjenje
imunoreaktivnosti c-Fos proteina u dorzalnom rogalj& ni ne mo dine. (Aoki, 2005)
Pretpostavljeno je da antinociceptivno djelovanjekod upalne boli ukljuuje inhibiciju

lu enja glutamata (i/ili neuropeptida) iz perifernifer@ntnih zavrSetaka,jme je smanjena

periferna, a posredno i srediSnja senzitizacijai (Cur, 2004; Aoki 2005)

U modelu kirurski izazvane ozljede ishiadicusgpokazano jest da periferno primjenjen BT-
A zna ajno smanjuje meharku i toplinsku hiperalgeziju. (Bach-Rojecky i su2Q05) Uz to,
periferna primjena BT-A znajno je smanjila ili u potpunosti ponistila pogau osjetljivost
na mehanike i termalne podra aje kod kapsaicinom i karagemamzrokovane upalne boli.
(Bach-Rojecky i Lackovi, 2005) U ovom je istra ivanju smanjenje hiperol§pdsti bilo

zna ajno kada je BT-A primjenjen 6, ali ne i 1 dan @iindukcije boli i upale.

Kao Sto je navedeno, Cui i suradnici pokazali su mkxiferna injekcija BT-A u
eksperimentalnim modelima smanjuje bol te upalu-AJe djelovanjem na inhibiciju

otpuStanja neurotransmitora na perifernim amim zavrsSetcima smanjio bolno ponasanje u
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drugoj, upalnoj fazi formalinskog testa te je sneanjormalinom uzrokovan edem. (Cui i sur,
2004) Me utim, u modelima karagenanom uzrokovanog edema Sabera i kapsaicinom

uzrokovane ekstravazacije proteina plazme, pokagzanda BT-A, u dozama u kojima
smanjuje bolnu preosjetljivost (5 i 10 i.j./kg),ma znaajan uinak na upalu. (Bach-Rojecky
i sur., 2008)

U inkovitost BT-A ispitana je na modelu ,zrcalne” balzrokovane intramuskularnim
injiciranjem kisele fizioloSke otopine pH 4,0. Takbilateralna bol je srediSnjeg porijekla na
koju ne bi trebala utjecati periferna aplikacija -BT Me utim, pokazano je da periferno
primjenjen BT-A smanjuje bol ipsilateralno te kalateralno, Sto ukazuje na njegovo
srediSnje mjesto djelovanja. Uz to, primjena kalm¢ blokatora aksonalnog transpotra,
sprije ila je u inak periferno primjenjenog BT-A na obe strane eddj. Ti su rezultati ukazali
na va nost retrogradnog aksonalnog transporta, aa va nu ulogu srediSnjeg ianog
sustava za antinociceptivno djelovanje BT-A. (B&jecky i Lackovi, 2009) Nadalje, na
modelu dijabetike neuropatske boli doslo je do bilateralnog smgajeboli nakon
unilateralne primjene BT-A Sto taker potvr uje uklju enost srediSnjeg ivanog sustava u
antinociceptivnhom djelovanju BT-A na neuropatskli kBach-Rojecky i sur, 2010)

Antonucci i suradnici (2008) u svojoj su studijigbavili hipotezu o retrogradnom aksonalnom
transportu BT-A putem centralnih neurona i motooearte transcitozi do aferentnih sinapsi
u kojima cijepa SNAP-25. Pocijepani SNAP-25 pratgnona eni su u kontralateralnom
dijelu hipokampusa nakon unilateralne primjene BT¢Antonucci i sur., 2008) Ovi nalazi

prosirili su dotadasnja saznanja o antinociceptivnoinku BT-A.

Biokemijskim i imunohistokemijskim metodama dokamma produkta katalitke aktivnosti
BT-A pocijepanog SNAP-25 proteina, pokazana je oy@g prisutnost i u senzornim
nociceptivnim jezgrama u kralje moj mo dini nakon periferne primjene BT-A,ime se

dodatno potvruju spomenuti prvi dokazi o aksonalnom transpdifatak i sur., 2011)

U svrhu otkrivanja mehanizma srediSnjeg antinodieapg djelovanja BT-A istra ena je
mogu a uklju enost opioidnog i GABA-ergnog sustava. Naltrekson primijenjen sistemski
prije formalinskog testa ponistio je antinociceptwdjelovanje BT-A. Inhibicija unka BT-A

na bol i c-Fos ekspresiju primjenom opioidnih aotagta ukazuje da srediSnje
antinociceptivno djelovanje BT-A mo e biti povezars endogenim opioidnim sustavom
(uklju uju i p-opioidne receptore). (Drinovac i sur., 2013)ienom bikukulina, antagonista

GABA-A receptora, dolazi do inhibicije antinocicaptog u inka BT-A na modelu upalne

16



boli uzrokovane formalinom i modelu alodinije uzoviane transekcijom ishijadiog ivca,

ime se pokazuje da je antinociceptivno djelovanjeBpovezano i s aktivhosti GABA-A

receptora na spinalnoj razini. (Drinovac i sur.124)

Tablica 1: Animalni eksperimetalni modeli boli u kojima BT-An&anjuje spontanu bol ili

preosjetljivost na bolne podra aje (Drinovac VI2017)

Vrsta boli

Eksperimentalni modeli

PODRU JE INERVACIJE N. ISCHIADICUSA

UPALNA BOL
PovrSinska Formalinski test (Sapa)
Injiciranje kapsaicina u Sapu
Injiciranje karagenana u Sapu
Injiciranje alillizotiocijanata u Sapu
Duboka Injiciranje CFA" u koljeni zglob
NEUROPATSKA BOL
Mononeuropatije Parcijalno presijecanje. ischiadicusa

Konstrikcijska ozljedan.ischiadicusgCCl)
Podvezivanje spinalnog ivca
Presijecanje ventralnih korjenova

Polineuropatije

Dijabeti ka polineuropatija uzrokovana
streprozotocinom
Polineuropatija uzrokovana paklitakselom

L
le

OSTALO Postoperativna bol uzrokovana zarezivanjgm
gastrocnemiusa
Kroni na bilateralna miSha hiperalgezije
uzrokovana dvostrukim injiciranjem  kise
fizioloSke otopine um. gastrocnemius
PODRU JE INERVACIJE N. TRIGEMINUSA
UPALNA BOL
PovrsSinska Orofacijalni formalinski test
Injiciranje kapsaicina s.c. u podja brkova
Duboka Injiciranje CFA" u temporomandibularni zglob
NEUROPATSKA BOL Podvezivanje infraorbitalnog ivca
Podvezivanje velikog okcipitalnog ivca
PODRU JE INERVACIJE UNUTARNJIH ORGANA
UPALNA BOL
Visceralna Prostatitis uzrokovan kapsaicinom

Cistitis uzrokovan ciklofosfamidom

Cistitis uzrokovan octenom kiselinom

! kompletni Freundov adjuvaner{gl. Complete Frenund's Adjuvint
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1.4. Neuralni markeri boli: c-Fos i pERK

Bol je tesko izmjeriti i kvantificirati u animalninmodelima. Tu poma u neuralni
markeri boli kao Sto su c-Fos, p-ERK (enghosphorylated extracellular signal-regulated
kinasg, te mjerenja koncentracije neuropeptida poput €@Renglcalcitonin gene-related
peptide,polipeptid kalcitoninskog gena), dinorfina i drugiMajkoristeniji marker je c-Fos, a
ujedno je metoda njegove detekcije jeftina, jedaasia i reproducibilna.

c-Fos, protein protoonkogemafos koristi se kao neuralni marker boli u istra ivama du e

od trideset godina. Hunt i sur. (1987) prvi su jesiili da periferna bolna stimulacija stra nje
Sape Stakora dovodi do zmgne indukcije c-Fos u povrSinskim i dubokim lanmrea
dorzalnih rogova kralje nine mo dine te da sinapka transmisija mo e inducirati brze
promjene u ekspresiji gena u postsinapm neuronima. (Hunt i sur, 1987) Od tada se c-Fos
Siroko koristi kao alat za proavanje nociceptivnih puteva te kao neuralni markar

testiranje uinkovitosti analgetskih spojeva. (Gao i Ji, 2009)

Neposredni rani gerc-fos se brzo i trenutno eksprimira u neuronima kao @dgma
stimulaciju receptora. Aktivacija transkripcije @efavlja se unutar nekoliko minuta nakon
stimulacije, s akumulacijom mRNA koja dose e svopunac nakon pribli no 30-40 minuta.
Gen kodira nuklearni protein c-Foga je razina ekspresije najve pribli no dva sata nakon
indukcije transkripcije gena. c-Fos formira hetenoeini kompleks s drugim proteinom iz
Jun porodice. Fos-Jun kompleks ve e se na AP-1tmP&NA u jezgri i regulira ekspresiju
cilanih gena. Stoga je c-Fos uklgn u kaskadu prijenosa signala koja povezuje
ekstracelularne dogaje s dugoranim unutarstannim adaptacijama. Ekspresija gena se
naj eSe mjeri Nothern blot analizom ilin situ hibridizacijom, a protein se na@se

vizualizira koriStenjem imunohistokemijskih tehnikilarris, 1998)

U neuralnim stanicama c-Fos mo e biti aktiviraniol senzornim stimulacijama ukljuju i
kemijske podra aje (npr. formalin, kapsaicin, kaeagn), mehanku, termalnu i elektrinu
stimulaciju. Od otkria 1987. da periferna bolna stimulacija dovodi dgap® c-Fos
imunoreaktivnosti u neuronima povrsinskih laminazadnih rogova kralje nine mo dine,
mnoge studije koristile su imunohistokemiju kako identificirale c-Fos ekspresiju u
spinalnim neuronima kao odgovor na bolnu stimulacip svaka je studija povrdila
povezanost c-Fos ekpresije i nocicepcije. c-Fosneee koristiti kao indirektni marker za

neuralnu aktivaciju nakon bolnog podra aja u isitvanjima kraniofacijalne, orofacijalne i
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dentalne boli u animalnim modelima. Analiziranjeurana aktiviranih kraniofacijalnom
stimulacijom mo e biti koriSteno za proavanje neuralnih putova putem kojima se prenosi
nociceptivna informacija te kao test zarnkovitost analgetskih svojstva raztih lijekova.

(Supronsinchai i Storer, 2015)

Imunohistokemijska detekcija proteina c-Fos mo e kawistiti kao funkcionalni marker
neurona osjetljivin na promjene krvnog tlaka terniag volumena. Kontrolirano krvarenje ili
infuzija hipotenzivnog spoja nitroprusida ili hitkaina inducira pojavu c-Fos
imunoreaktivnosti u nekoliko grupa centralnih newopiriformni korteks, centralna jezgra
amigdale, parabrahijalna jezgra, supradqatii paraventrikularna jezgrdocus coeruleus
ventrolateralna medula, jezgra solitarnog traktaermediolateralna kolumna u kralje mioj
mo dini. Koriste i c-Fos ekspresiju kao marker, mogu se otkriti noemtralni neuroni koji

mogu biti uklju eni u integrativnu kontrolu kardiovaskularnog suatgDun i sur., 1995)

KoriStenje c-Fos kao markera za neuralnu aktivaesgiion bolne stimulacije i ozljede tkiva
ima mnoge prednosti. Ponajprije, c-Fos ekspresilon bolne stimulacije je brza te relativho
specifina i sha na. c-Fos se eksprimira samo u jezgri @dako c-Fos imunohistokemija
mo e izvesti u kombinaciji s drugim postupcima kako se identificirala svojstva c-Fos
obilje enih neurona. (Jao i Gi, 2009)

U usporedbi s drugim tehnikama, lako je odrediéigoznu lokaciju neurona koji se aktiviraju
nakon razliitih bolnih stimulacija. Nadalje, c-Fos ekspresijio e se lako kvantitativho
analizirati brojanjem neurona koji su imunoreaktivoznaeni. U odnosu na primjerice
elektrofizioloSko praenje aktivacije neurona tijekom bolnog podra ajaunohistokemijska
karakterizacija c-Fos je jednostavna metoda kojazai#tjeva koriStenje anestezije tijekom
bolnog podra aja budu da se ivotinje rtvuju i tkivo skuplja nakon zasenih bihevioralnih
mjerenja. (Harris, 1998)

No, postoje i brojni nedostaci ovog pristupa. Ppngg, indukcija c-Fos ekspresije, nije toliko
dinami na u usporedbi s podacima dobivenih elektrofizikilmSpra enjem. Stimulacija mora
biti prili no jaka i dovoljno dugotrajna kako bi se postigiaima c-Fos ekspresije koja se
mo e kvantificirati, a idealni parametri za otkrive promjena u nocicepciji koriStenjem c-
Fos ekspresije mo da ne biti prihvatljivi za mjerenje boli na bihevioralprazini. Nadalje,
genc-fosse ne eksprimira u svim neuronima niti u dijelovimeurona nakon aktivacije, npr.
stanice ganglija dorzalnih korjenova ne eksprimirgjfos uslijed bolne stimulacije. Zato

izostanak c-Fos ekspresije ne mora nu no #nazostank neuralne aktivnosti. Isto tako,
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postoji rizik od la no pozitivnih rezultata jer jmogu e da se ger-fosi njegov produkt
eksprimiraju u drugim stanjima i procesima neovisrtawlnoj stimulaciji. (Harris, 1998)

c-Fos se ekprimira samo u nekim vrstama neuronamapkriferne stimulacije, pa mo e biti
nepotpuni marker za nociceptivhu aktivnost. Dodatneki neuroni eksprimiraju c-Fos
protein u odsudstvu bolnog podra aja. Stoga ekspamti koji analiziraju c-Fos ekspresiju
trebaju biti pa ljivo izvedeni jer drugi podra ajidubina anestezije mogu utjecati na rezultate.
(Bullitt, 1990)

Drugi esto korisSten marker boli jest kinaza reguliranainstaninim signalom (ERK) koja
spada u porodicu mitogenom-aktiviranih proteinskinaza (MAPK). ERK se aktivira
fosforilacijom s kinazom MEK. ERK aktivacija zahtge signalnu kaskadu koja ukljuje
uzastopnu aktivaciju Ras, Raf i MEK. Nakon aktiy@adosforilirana ERK (pERK) mo e biti
premjeStena u jezgru kako bi aktiviralo nekolikanskripcijskih faktora primjerice CREB
(engl. cAMP-response element binding pro)ekoji je potreban za transkripciju mnogih
neuralnih gena i dugorae sinaptike plastinosti. ERK ima vanu ulogu u reguliranju
mitoze, proliferaciji, diferencijaciji te pre ivljganju stanica sisavaca tijekom razvoja, a novija
istra ivanja pokazuju da je ERK ukljen u neuralnu i sinaptu plasti nost te u modulaciju
boli. (Jao i Gi, 2009) Ji i sur. (1999) su imundbkemijskom metodom pokazali pERK
ekspresiju u spinalnim neuronima kralje ne mo dine nakon periferne stimulacije stra nje
Sape Stakora intraplantarnom injekcijom kapsaigrtRK ekspresija je vrlo brza i speciia

te je prete no inducirana u neuronima dorzalnihona te u medijalnim, povrSinskim
laminama kralje nine mo dine. (Ji i sur. 1999) Stoga se pERK ekspaetko er mo e

koristiti kao marker aktivacije nociceptivnih neaeokralje ni ne mo dine.

Zaklju no, oba opisana markera imaju odree slinosti i razlike. Primjerice, nakon bolnog
podra aja (npr. injekcija kapsaicina) ili ozljedava, c-Fos se inducira nakon 30-60 minuta, a
pPERK mo e biti induciran unutar jedne minute; c-Hesesto induciran u jezgrama neurona,
dok pERK moe biti induciran u razlitim strukturama neurona kao Sto su jezgra,
citoplazma, aksoni i dendriti te sak mo e inducirati u mikrogliji i astrocitima krajni ne
mo dine nakon ozljede ivca. c-Fos i pERK mogu seriktiti kao markeri za neuralnu
aktivaciju nakon bolne stimulacije ili ozljede tkivno pERK ekspresija je dinamija i ini

se kao bolji marker za centralnu senzitizaciju.q®ai, 2009)
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2. OBRAZLO ENJE TEME

Utjecaj BT-A na bol te njegovo antinociceptivno ldjganje prouavano je u mnogim
pretklini kim i klini kim studijama. Klinika opaanja ukazuju na dugotrajano
(viSemjeseno) smanjenje boli uz minimalne nuspojave nakomg&datne lokalne primjene
malih doza BT-A. Analgetik takvih karakteristikaogao bi biti od posebne va nosti za
farmakoterapiju boli.

BT-A u nanomolarnim kolinama smanjuje patoloSku bolnu preosjetljivost (dpaou bol,
hiperalgeziju i alodiniju) razlitih uzroka (akutnu i neuropatsku), no nema ut@ceg akutne
pragove boli. U perifernoj boli (podrje inervacijen. ischiadicusa BT-A pokazuje bre
djelovanje u niim dozama nakon primjene u spindanal (intratekalno, i.t.) u odnosu na
perifernu subkutanu primjenu. (Bach-Rojecky, 20@8&idu i da BT-A ne prolazi krvno-
mo danu barijeru te dosada nije pokazan njegovspart putem neurona s periferije do
supraspinalnih regija, pretpostavka jest da je ayjeg djelovanje na perifernu bol

segmentalno, tj. da ne ukluje viSe supraspinalne regije.

Za razliku od periferne i intratekalne primjenetrasvanjima na modelima visceralne
(Drinovac i sur., 2014b) i karagenanom uzrokovarelne boli (Drinovac i sur., 2016) u
kojima je BT-A apliciran supraspinalno u cisternuagnu, uoen je izostanak
antinociceptivnog unka. Rezultati brojnih istraivanja ukazuju na dignje mjesto

djelovanja, najvjerojatnije na razini dorzalnog aogralje ni ne mo dine gdje periferno
primijenjen BT-A dolazi retrogradnim aksonalnim rtsportom. Meutim, srediSnji

mehanizam kojim BT-A utjee na nocicepciju joS uvijek nije dovoljno poznattepotrebna

daljna istra ivanja.

Cilj ovog rada je istraiti antinociceptivni inak BT-A nakon njegove primjene u mo dane
komore (intracerebroventrikularno, i.c.v.) na dobrstraenom modelu upalne boli
uzrokovane primjenom formalina u Sapu Stakora, pitosyui aktivaciju c-Fos proteina
hipotalamusu. Ovo istraivanje dio je \ag projekta iji je cilj razjaSnjenje ukljuenosti

razli itih supraspinalnih struktura u mjesto i mehaniajatovanja BT-A na bol.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Tkivo ivotinje

U ovom diplomskom radu analizirani su uzorci popik prereza mozga mu jaka
Stakora soja Wistar u dobi od 3 do 4 mjeseca, €300 do 400 g, uzgajanih na Zavodu za
farmakologiju Medicinskog fakulteta SvaliSta u Zagrebu. Uzorci su pripremljeni nakon
provedenih bihevioralnih mjerenja, odnosno testgva enja bolnog ponaSanja, koje su
provele osobe osposobljene za rad s pokusnim njatia.

Prilikom izvo enja pokusa na laboratorijskim ivotinjama slijedie Zakon o zastiti ivotinja
(NN 125/13) i smjernice Maunarodne udruge za istra ivanje badlinternational Association
for Study of PainlASP). Za obavljanje pokusa na projektima, k@glovaj diplomski rad dio,

dobivena je dozvola nadle nog Etiog povjerenstva.

3.2. Ispitivana tvar - botulinum toksin tipa A

U pokusu je kori$ten botulinum toksin tipa A (Botoxllergan, SAD). Svaka bica
Botox® sadri 100 i.j. (~4,8ng) pra$ enog Clostridium botulinum toksina tipa A u obliku
liofilizata. Jedna internacionalna jedinica odgavé&oli ini toksina koja nakon i.p. primjene
uzrokuje smrt 50% miSeva (LD50 = 0,048 ng = 1.i$adr aj toksina u baci je otopljen u
fizioloSkoj otopini tako da se dobije potrebna dozal i.j./kg. U ovom eksperimentu BT-A je
jednoj  skupini  pokusnih  ivotinja injiciran u lat@ine modane komore
(intracerebroventrikularno, i.c.v.) u dozi od 1./kg i ukupnom volumenu od 5 ul

(podijeljeno u dvije komore) 5 dana prije izwmja formalinskog test&(ika 4).
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Slika 4. Shematski prikaz mjesta injiciranja u lateralne dane komor

(prilago eno premahttps://www.jove.com/files/ftp_upload/54164/541@#arge.jpi)

3.3. Metoda uzrokovanja eksperimentalne upalne balformalinski test

Kako bi se uzrokovala bol,a Stakorima je provedeiormalinski test tako da im |
supkutanau plantarnu povrSindesne stra nje Sape (intraplantarno, i.pijicirano 50 L 5%-
tne otopine formalina. &kon injiciranja Stakori su vrani u prozirni kavez na pmatranje
tjekom sat vrerana. Kao pokazatelj bolnog ponaSanja ivotinje pn je broj lizanja
trzanja Sapdretirane formalinor. Vrijeme promatranja podijeljeno je u dvije fazeutla
faza | (045 min) u kojoj je odgovouzrokovan izravnom stimulacijom perifernih i&nih
vlakana formalinom i upalna faza Il (60 min) koja je uzrokovana perifernc
senzitizacijom kao posljedicom up te oslobaanja upalnih medijato. (Bach Rojecky,
2006)

3.4. Eksperimentalni protokol

U eksperimentu su koriStene dvije skupine ivotin@rva, kojoj je 5 dana prije
formalinskog tesm i.c.v. injiciran B™-A i druga — kontrolna kojoj je i.c.v. injiciran
odgovarajui volumen fizioloSke otopir. U svakoj su skupini bila po 3 StakoDva sata
nakon i.pl. formalinske injekcije Stakori su dubakestezirani kloralhidratom (3t mg/kg) te
podvrgnuti transkardijalnoj perfuziji s paraformaldehidom radiimanja tkivamozga za

pripremu uzoraka potrebnih za imunhohistokemijshkaliau
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3.4.1. Priprema uzoraka za imunohistokemijsku anaiu

Mozak rtvovanih ivotinja najprije je uvan na temperaturi od 4 °C preko na
10%-tnoj otopini sukroze u paraformaldehidu. iddan uzorci su stavljeni nauvanje u
30%-tnu otopinu sukroze u fosfathom puferu (epglosphate-buffered salin®BS), nakon
ega su smrznuti na -80 °C do uporabe. Smrznutizguci izrezani na kriostatu (Leica,
Germany) na prereze debljine 36. Dio diencefalona koji obuhva hipotalamus podvrgnut

je imunohistokemijskoj analizi.

3.4.2. Kemikalije

Za imunohistokemijsku analizu koriStene su slj@edd&emikalije: paraformaldehid
(Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, SAD), Triton X-100 ig#na-Aldrich, St.Louis, MO, SAD),
kozji serum (Vector, Inc., Burlingame, CA, SAD),Fos zeje primarno poliklonsko
protutijelo (Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, 3A sekundarno zge protutijelo Alexa
Fluor-448 (Invitrogen, 3 Carlsbad, CA, SAD) i meda ouvanje fluorescencije Fluorogel
(Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, SAD).

3.4.3. Imunohistokemija

Uzorci su stavljeni u jaice s PBS-om te su ispirdrputa po 5 minuta u 0,25%-tnoj
otopini PBS — TritonX100 (PBS-T). Nespeciip vezanje blokirano je 10%-tnim kozjim
serumom tijekom 60 min i potom su uzorci inkubira@ zejim anti-c-Fos primarnim
protutijelom (1:500), razrijeenim u 1%-tnom kozjem serumu, tijekom naa sobnoj
temperaturi. Sljede dan isprani su 3 puta po 5 minuta PBS-T-om. Zatiminkubirani s
fluorescentnim sekundarnim misjim protutijelom Ade¥luor-448 (1:400), razrijenim u
1%-tnom kozjem serumu, 2 h, u tami, na sobnoj teatpg. Uzorci su ponovo isprani 3 puta
po 5 minuta PBS-T-om i potom naneseni na predmstakalca za mikroskopiranje. Prije
stavljanja pokrovnog stakalca, na uzorke je stavljpedij za ouvanje fluorescencije
Fluorogef. Prerezi su vizualizirani fluorescentnim mikroskap (Olympus BX51, Olympus,
Tokyo, Japan) spojenim na digitalnu kameru (Olympus70, Olympus, Tokyo, Japan) i

fotografirani koristei 10x i 40x poveanje.
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3.5. Analiza rezultata

Na dobivenim sufotografiama analizirani i kvantificirani-Fos pozitivni neuroni
Slike su obraene u programMicrosoft Paint U svakoj su skupini, ispitivana i kontrolr
bile po tri ivotinje i za svaku od njih analiziransu tri nasumna prereza hipotalamus
Brojani su cFos pozitivni neuroni na prerezima, a zatim je ¥aks ivotinju izra unata
srednja vrijednostte je na raju od srednjih vrijednosti za sve tri ivotinje iskupine
izra unata srednja vrijednojpojedine skupineZa analizu jednog prereza nga ivotinje
koji obuhvaa hipotalamus, brojani st-Fos pozitivni neuroni saetiri slike, na nain da se
najprije u programuMicrosoft Pain oznai koji se dijelovi slika preklapaju, a zatim
napravi ,mre a“ i u svakoj dobivenoj regiji brojees-Fos mzitivni neuroni, kako bi analiz

imunoreaktivnosti bila Sto reproducibilnija i kotapija. (Slika 5)

Slika 5. Prikaz prereza mozga (ispitivana skupina) kogastoji od etiri slike. Svaka sliki

podijeljena je u manje regije te je svaka regijalizirane
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3.6. Statisti ka obrada podataka

Rezultati pokusa prikazani su kao aritmlesi sredina + standardna pogreska (engl.
standard error of meanSEM) i prikazani u obliku grafa sa stupcima. Razlikarijanci
analizirana je jednosmjernom analizoengl. One-way ANOVA Tukey HSD testom. Kao

statisti ki zna ajna vrijednost uzeta je p< 0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom diplomskom radu proavan je utjecaj BT-A na aktivaciju neurona u
hipotalamusu, regiji mozga koja ima va nu uloguacicepciji, promatraju ekspresiju c-Fos
proteina kao markera aktivacije neurona. Metodomuniomistokemije ispitana je
imunoreaktivnost u podrju hipotalamusa i to u dorzomedijalnoj hipotalanuj jezgri,
dorzalnom hipotalamnom podruju, perifornikalnom dijelu lateralnog hipotalambg
podru ja, pedunkularnom dijelu lateralnog hipotalssa, forniksu, arkuatnoj hipotalamoj
jezgri, ventromedijalnoj hipotalarmoj jezgri (centralni, ventrolateralni, dorzomethjadio)

te tubelarnom dijelu lateralnog hipotalamuSéka 6).

Slika 6. Shematski prikaz popreog prereza mozga Stakora koji obutevaipotalamus
(Pakison i Watson, 2004) Kratice: DMD=dorzomedigahipotalamina jezgra, dorzalni dio;
DA=dorzalno hipotalamno podruje; PeFLH=perifornikalni dio lateralnog hipotalanais
PLH=pedunkularni dio lateralnog hipotalamusa; fafks; Arc=arkuatna hipotalamma
jezgra; VMH=ventromedijalna hipotalanma jezgra; TULH=tubelarni dio lateralnog

hipotalamusa
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Analiziran je broj c-Fos pozitivnih neurona naddabrana presjeka mozga koji obuhaja
hipotalamus za svaku od dvije skupine ivotinjapiizvane skupine kojoj je, prije
formalinskog testa, u lateralne mo dane komore\(i)anjiciran BT-A te kontrolne skupine
kojoj je i.c.v. injicirana fizioloSka otopin&(ika 7).

Slika 7. Prikaz imunoreaktivnosti c-Fos pozitivnih neuranpoprenom presjeku mozga koji

obuhvaa hipotalamus u A) kontrolnoj i B) ispitivanoj skop Mjerilo: 50 m
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Provedena je kvantitativha analiza c-Fos pozitivndgurona na fotografijama prereza pri

pove anju 20X. Od svake ivotinje analizirana su 3 peehipotalamusa te je za svaku

ivotinju izra unata srednja vrijednost. Od srednjih vrijednositin griju ivotinja iz skupine

izra unata je srednja vrijednost pojedine skupine, kidné te ispitivane. Dobivene srednje

vrijednosti pojedine skupine, strandardna devigaCiSEM prikazani su u tabliciT@blica 2)

te grafi ki na slici Slika 8).

Tablica 2. Prikaz rezultata kvantitativne analize c-Fos eésjpe izra enih kao srednja

vrijednost + SEM. Utjecaj BT-A na aktivaciju neuson hipotalamusu promatran je kao broj

c-Fos pozitivnih neurona.

A) Kontrolna skupina

B) Ispitivana skupina

Skupina (FizioloSka otopina i.c.v. (BT-Ai.c.v.
+ formalin) + formalin)
Srednja vrijednost
592 578,8333
Standardna devijacija (SD) 21,48902 53,92665
SEM 12,40669 31,13456
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Slika 8. Grafi ki prikaz rezultata c-Fos ekspresije. Utjecaj Bhé\aktivaciju neurona u
hipotalamusu promatran je kao broj c-Fos pozitivmelirona. Rezultati su prikazani kao

srednja vrijednost c-Fos pozitivnih neurona u haggrnusu = SEM.

Zbog specifinih karakteristika i moguwnosti terapijske primjene BT-A u boli, analgetsko
djelovanje BT-A (v. Uvod) predmet je brojnih istneanja s ciljem otkrivanja mehanizma
djelovanja. Nasuprot opprihvaenoj teoriji o djelovanju BT-A na inhibiciju egzitaze
neurotransmitora na perifernim zavrSecima osjetndurona, brojna novija istra ivanja
ukazuju da je antinociceptivnho djelovanje BT-A npalnu i neuropatsku bol srediSnjeg
porijekla. No, joS uvijek se ne zna dovoljno o meizmu djelovanja BT-A u S S-u. Ovim
radom, koji je dio veeg eksperimentalnog projekta, istraeno je pota@htg mjesto
srediSnjeg djelovanja BT-A injiciranjem toksina sagpinalno (i.c.v.) na modelu formalinom
uzrokovane upalne boli, promatrajuekspresiju c-Fos proteina kao markera aktivacije
neurona. Sukladno brojnim istraivanjima, pretpegt jest da BT-A u S S djeluje
segmentalno na razini kralje me modine te da srediSnji mak ne ostvaruje na

supraspinalnoj razini.

Prvi eksperimentalni dokazi koji su ukazali na gep mjesto antinociceptivnog djelovanja

BT-A bili su u inkovitost nekoliko puta nie doze BT-A te brz nagtdjelovanja nakon
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srediSnje primjene, u usporedbi s perifernom. Rniog, u modelu formalinom uzrokovane
upalne boli pokazano je da BT-A nakon intratekadnejene djeluje ve u dozi od 0,5 i.j./kg
Sto je 7 puta manja doza od najmanje djelotvormiggpee, te da unak BT-A nastupa 24 sata
nakon intratekalne primjene, dok periferno primganj BT-A uinak posti e nakon 5 dana
(Bach-Rojecky, 2006). Taker, u modelu dijabetke neuropatije uzrokovane
streptozotocinom intratekalno primijenjen BT-A snanje mehaniku i termalnu
hiperalgeziju u ni oj dozi u odnosu na perifernangenom (1 i.j./kg u odnosu na 3,5 i.j./kg),
u inak je nastupio unutar 24 h te trajao du e (BadjeRky i sur., 2010). Time se ukazuje da
bi dorzalni rog kralje nine mo dine mogao biti primarno mjesto njegovog aoticeptivnog

djelovanja.

U eksperimentalnim modelima visceralne boli (peritis uzrokovan octenom kiselinom te
kolitis uzrokovan kapsaicinom) pokazano jest dangna BT-A (2 i.j./kg) u spinalni kanal
smanjuje broj abdominalnih ggva, a smanjenje boli pokazano je i imunohistoksknij
promatrajui spinalnu c-Fos ekspresiju. Za razliku od intralek primjene, BT-A apliciran u
istoj dozi u cisternu magnu (i.c.) nije ostvaridiaaciceptivni uinak, Sto takoer ukazuje da

se djelovanje BT-A primarno odvija na razini kratje ne mo dine. (Drinovac i sur., 2014b)

U modelu karagenanom uzrokovane bileteralne bpitaa je antinociceptivni unak BT-A,
injiciranog periferno (intraplantarno, i.pl.) u daesi u lijevu Sapu, spinalno (intratekalno, i.t.) i
supraspinalno (intracisternalno, i.c.). Periferpsilateralna (strana na kojoj je izazvana bol)
primjena BT-A u dozi od 5 i.j./kg rezultirala je amjenjem boli na obje strane nakon 5 dana,
dok primjenjen kontralateralno nije djelovao. Imélealno primjenjen BT-A djelovao je na
bilateralno smanjenje boli 1 dan nakon primjene BT+ spinalni kanal. Nasuprot tome,
primjena BT-A u cisternu magnu nije rezultirala inaticeptivnim uinkom, ime se
zaklju uje da BT-A vjerojatno ne djeluje na supraspinalregini (Drinovac Vlah i sur.,
2016). U istoj je studiji pokazano da i.t. primjenapioidnog antagonista naloksonazina i
GABA-A antagonista bikukulina poniStava antinocitepo djelovanje periferno
(ipsilateralno, i.pl.) primjenjenog BT-A , no supmnalna primjena bikukulina u cisternu
magnu (i.c.) te naloksonazina u modane komore.\ic nijje imala utjecaja na
antinociceptivni uinak BT-A. Uz to, imunohistokemijskom analizom &#&na je
lokalizacija cISNAP-25 proteina, produkta enzimskdivnosti BT-A. Primjenom BT-A u
mo dane komore pocijepani SNAP-25 proea je u talamusu, hipokampusu,
periakveduktalnoj sivoj tvarilocus coeruleusua nakon primjene u cisternu magriBNAP-

25 imunoreaktivnost najven je dijelom prisutna u produ enoj mo dini. Time pokazano da
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BT-A nakon i.c.v. i i.c. primjene putuje do dubbksupraspinalnih regija ukljenih u
nocicepciju, no ne djeluje na osjet bolime se potvruje hipoteza o segmentalnom
antinociceptivnhom djelovanju BT-A na razini kralfg ne mo dine. (Drinovac Vlah i sur.,
2016)

U inak BT-A u modelu formalinom uzrokovane boli igpit je nakon dvije vrste
supraspinalne primjene, jednoj skupini BT-A je gemen i.c., a drugoj i.c.v. te je
bihevioralnim testiranjima pokazano da BT-A ne sjugn bolno ponaSanje tj. nema
analgetski uinak (neobjavljeni rezultati). Eksperiment ovogldipskog rada nastavak je tih
bihevioralnih testiranja, te je, u skladu s timuleatima, pokazano da BT-A primijenjen u
mo dane komore (i.c.v.) ne smanjuje formalinom wxeanu bol. Pritom je promatrana
ekspresija imunofluorescentno obilje enog c-Fost@ra (tokasta zelena imunoreaktivnost)
u hipotalamusu, regiji mozga koja sudjeluje u madiil boli antinociceptivnim i

pronociceptivnim uincima (v. Uvod). Rezultati kvantitativne analiz&kspresije c-Fos
proteina, koji se ve du e vrijeme Kkoristi kao neuralni marker boli, ekivano pokazuju

aktivaciju ove regije nakon uzrokovanja upalne bpérifernom injekcijom formalina.
Me utim, u inak BT-A nakon primjene u mo dane komore (i.c.je)izostao, Sto se duje

podjednakim brojem aktiviranih neurona kod ispitivai kontrolnih uzoraka tkiva. Time se
ponovo doslo do zakljka da se srediSnje antinociceptivno djelovanje B@e&ija na razini

kralje ni ne mo dine te da ne ukljuje viSe supraspinalne regije bitne za nocicepciju.

32



5. ZAKLJU AK

U ovom diplomskom radu istraen je antinociceptivnitiecaj supraspinalno
primijenjenog BT-A (u mo dane komore, intracerebeotrikularno, i.c.v) u modelu upalne
boli uzrokovane perifernim injiciranjem formalina &apu (podrye inervacije n.
ischiadicusy. Metodom imunohistokemije promatrana je ekspaesifFos pozitivnih neurona
na poprenim prerezima tkiva mozga Stakora koji obuhaja hipotalamus, supraspinalno
mjesto ukljueno u modulaciju boli. Rezultati kvantitativne amalc-Fos imunoreaktivnosti u
hipotalamusu pokazali su da periferno injicirargarialina dovodi do aktivacije neurona u toj
regiji mozga, Sto se ekivalo s obzirom na rezultate ranijih ispitivanil-A primijenjen u
mo dane komore nije ostvario antinociceptivninak, tj. nije primjeen smanjen broj c-Fos
pozitivnih neurona u odnosu na kontrolnu skupinjokje i.c.v. injicirana fizioloSka otopina.
Ovi rezultati u skladu su s hipotezom o srediSnjsagmentalnom antinociceptivhom
djelovanju BT-A na spinalnoj razini, tj. razini keani ne mo dine na bol perifernog

porijekla te iskljuuju antinociceptivno djelovanje BT-A na supraspiglrazini.
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7. SAETAK

Botulinum toksin tipa A (BT-A) je neurotoksin kojggoizvodi anaerobna bakterija
Clostridium botulinum Smatra se jednim od najpotentnijin bioloSkih toks no prois eni
farmakoloSki pripravak u pikomolarnim dozama karsst lije enju razliitih klini kih stanja
pra enih poveanom kontraktiinodu miSi a. Dugotrajno djelovanje nakon jednokratne
primjene koje traje do nekoliko mjeseci daje mudpest nad poznatim analgeticima te se
sve viSe koristi u lijeenju odreenih tipova kronine boli, primjerice migrene. Brojna
istra ivanja bave se njegovim antinociceptivnimldj@njem s ciljem otkrivanja mehanizma,

kako bi se Sto bolje iskoristio u terapijske svrhe.

Nasuprot opeprihva enoj teoriji o djelovanju BT-A na inhibiciju egztaze
neurotransmitora na perifernim zavrSecima osjetmelrona, rezultati brojnih istra ivanja
ukazuju na sredisSnje mjesto djelovanja, najvjergj@tna razini dorzalnog roga kralje me

mo dine gdje periferno primijenjen BT-A dolazi resradnim aksonalnim transportom.

Ovim radom istra eno je potencijalno mjesto sreg@gndjelovanja BT-A injiciranjem toksina
u mo dane komore (intracerebroventrikularno, i)r.ma modelu formalinom uzrokovane
periferne upalne boli, promatrajuekspresiju c-Fos proteina kao markera aktivacgarona.
Ispitivanja su provedena na tkivu mozga mu jak&data soja Wistar. BT-A je primijenjen
i.c.v. u dozi od 1 ij/kg, a kontrolnoj je skupinic.v. injicirana fizioloSka otopina u
odgovarajuem volumenu. Imunohistokemijskom metodom analizrge ekspresija c-Fos
proteina u hipotalamusu, regiji mozga koja sudgelwmodulaciji boli. Rezultati kvantitativne
analize ekspresije c-Fos proteinakivano pokazuju aktivaciju ove regije nakon uznkga
upalne boli perifernom injekcijom formalina. Matim, uinak BT-A nakon primjene u
mo dane komore (i.c.v.) je izostao, Sto setuje podjednakim brojem aktiviranih neurona

kod ispitivanih i kontrolnih uzoraka tkiva.

Ovi rezultati u skladu su s hipotezom o srediSnjsagmentalnom antinociceptivhom
djelovanju BT-A na spinalnoj razini, tj. razini keani ne mo dine na bol perifernog
porijekla te iskljuuju antinociceptivno djelovanje BT-A na supraspi@glrazini. Me utim,

potrebna su daljna istra ivanja kako bi se otkplimarno mjesto srediSnjeg djelovanja BT-A.
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SUMMARY

Botulinum toxin type A (BTX-A) is a neurotoxin praded by anaerobic bacteria
Clostridium botulinum It is considered as one of the most potent biolgtoxins, but
purified pharmacological preparation in picomolarsés is used to treat various clinical
conditions followed by increased muscular conthi&gtiLong-term duration of effects after
its single administration represents a speciaiadinvalue among known analgesics, so it is
widely used in the treatment of certain types ainer pain, such as migraine. Numerous
researches are based on its antinociceptive atdidfind out the mechanism and improve its

clinical use.

In contrast to generally accepted theory of BTX-@d\aty on inhibition of neurotransmitters
release on peripheral endings of sensory neurbasesults of numerous researches point to
its central site of action, most likely at the ddrspinal cord level where peripherally applied

BTX-A occurs by retrograde axonal transport.

This study investigated the potentially centrale saf BTX-A action after supraspinal
administration (intracerebroventricular, i.c.v.) inflammatory pain model induced by
formalin injection, by observing c-Fos protein eeggion as a marker of neuronal activation.
Experiment was performed on brain tissue of malstalirats. BTX-A was injected into the
lateral cerebral ventricles (i.c.v.) in a dose dfi/kg. Control animals received 0,9% saline in
the appropriate volumes. c-Fos expression was imatachemically examined in
hypothalamus, a brain region involved in pain matah. The results of the quantitative
analysis of c-Fos protein expression show actimatibthis region because of inflammatory
pain induced by peripheal formalin injection. Howev BTX-A application into lateral
cerebral ventricles failed to affect pain inducgdféwrmalin injection which is manifested by

an equal number of activated neurons in the exairane control tissue samples.

These results are following the hypothesis of thietal segmental antinociceptive action of
BTX-A at spinal level, i.e. spinal cord level onetlpain of peripheal origin and exclude
antinociceptive action of BTX-A on supraspinal leMdowever, further research is needed to

investigate the primary location of BT-A's centaativity.
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SUMMARY

Botulinum toxin type A (BTX-A) is a neurotoxin praded by anaerobic bacter@ostridium botulinum It is
considered as one of the most potent biologicdhtbut purified pharmacological preparation ingenolar doses is
used to treat various clinical conditions followley increased muscular contractility. Long-term diora of effects
after its single administration represents a spetigical value among known analgesics, so it idely used in the
treatment of certain types of cronic pain, suchmégraine. Numerous researches are based on itsoaitptive
action to find out the mechanism and improve itsichl use. In contrast to generally accepted thedrBTX-A
activity on inhibition of neurotransmitters releas® peripheral endings of sensory neurons, thdtsesfinumerous
researches point to its central site of action,trfiksly at the dorsal spinal cord level where phagrally applied BTX-
A occurs by retrograde axonal transport. This stiumhestigated the potentially central site of BT Xa&tion after
supraspinal administration (intracerebroventriguiarv.) in inflammatory pain model induced by rfmlin injection,
by observing c-Fos protein expression as a markaeoronal activation. Experiment was performedboain tissue
of male Wistar rats. BTX-A was injected into theelal cerebral ventricles (i.c.v.) in a dose of &dJ Control
animals received 0,9% saline in the appropriateimels. C-Fos expression was imunohistochemicallynéed in
hypothalamus, a brain region involved in pain matah. The results of the quantitative analysis-#fos protein
expression show activation of this region becauseftammatory pain induced by peripheal formalimeiction.
However, BTX-A application into lateral cerebralntecles failed to affect pain induced by formailirection which
is manifested by an equal number of activated meuno the examined and control tissue samples.€eTteslts are
following the hypothesis of the central segmentdireciceptive action of BTX-A at spinal level, .igpinal cord level
on the pain of peripheal origin and exclude anticetive action of BTX-A on supraspinal level. Howee, further
research is needed to investigate the primaryilmcaif BT-A's central activity.

The thesis is deposited in the Central Libraryhef t/niversity of Zagreb Faculty of Pharmacy andcBamistry.
Thesis includes: 40 pages, 8 figures, 2 tablessan@ferences. Original is in Croatian language.

Keywords: botulinum toxin type A (BTX-A), pain, hgphalamus, c-Fos, immunohistochemistry, formalst,te
antinociceptive action of BTX-A

Mentor: Lidija Bach-Rojecky, Ph.D. Associate Professolniversity of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry

Reviewers: Lidija Bach-Rojecky, Ph.D. Associate Professolniversity of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry
Visnja Drinovac Vlah, Ph.D. Senior AssistantUniversity of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry
Renata JuriSi Grubesi , Ph.D. Full Professor,University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry

The thesis was accepted: May 2018.



