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PGE:2 — prostaglandin E2

PGI2 — prostaglandin 12

PLC — fosfolipaza C

RGS - ljestvica izraza lica Stakora (rat grimace scale)

RIA — radio-imuno esej (radioimmunoassay)

SAD - Sjedinjene americke drzave

SEM - standardna pogreska aritmetic¢ke sredine (Sstandard error of the mean)
SNAP25 — protein povezan sa sinaptosomom (synaptosomal-associated protein 25)
SNARE — SNAP receptor

SP —tvar P (substance P)

Sp5C - spinalna kaudalna jezgra trigeminalnog Zivca (spinal trigeminal caudal nucleus)
TMZ — temporomandibularni zglob

TNFa — faktor tumorske nekroze alfa (tumor necrosis factor)

TrkA — tropomiozinska receptorska kinaza A (receptor za NGF)

TRPV — vaniloidni receptori — kanali prolaznog potencijala (transient receptor potential

cation channels - vanilloid)
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Sazetak

Eksperimentalni rinosinusitis u Stakora 1 neurogena upala dure

Uvod. Epidemioloski su podaci pokazali povezanost razli¢itih bolesti i stanja iz podrucja
trigeminalne inervacije i povecane ucestalosti primarnih glavobolja (migrena, tenzijska
glavobolja, klaster glavobolja). Stakorski eksperimentalni modeli upale
temporomandibularnog zgloba, upale misica i potkoznog tkiva lica te neuropatske boli
porijekla iz ogranaka trigeminalnog Zivca pokazali su da odredena bolna stanja u

kraniofacijalnoj regiji mogu biti pracena neurogenom upalom tvrde mozdane ovojnice.

Ciljevi. Cilj je ovoga rada istraziti je li neurogena upala dura povezana i s upalom nosne
Supljine 1 paranazalnih sinusa budu¢i da su upalni (alergijski rinitis, kronicni sinusitis) i
anatomski (septalni izbojak, intranazalne kontaktne tocke) poremecaji epidemioloski povezani

s viSom ucestaloscu primarnih glavobolja.

Materijali i metode. Upala nosne Supljine i sinusa $takora je izazvana intranazalnom
instilacijom formalina (2.5%) ili kapsaicina (0.1%). Upala nosne sluznice i dure mater
kvantificirana je spektrofotometrijskim mjerenjem ekstravazacije kompleksa boje Evans Blue
s proteinima plazme. Bol je mjerena semikvantitativnom analizom facijalne grimase u Stakora
tijekom 40 min od izazivanja upale. Aktivacija neurona kaudalne spinalne trigeminalne jezgre

(Sp5C) je odredena brojenjem imunofluorescencijom obojenih c-Fos (+) neurona.

Rezultati. Kapsaicin i formalin dani u nosnu $upljinu Stakora uzrokuju jacu ekstravazaciju
Evansovog modrila tj. upalu u nosnoj sluznici i duri mater u odnosu na fiziolosku otopinu (p
< 0.05). Postoji korelacija intenziteta upale dure mater s intenzitetom upale nosne sluznicu
(R?=0,2712; p = 0.0155). Aktivacija c-Fos (+) neurona u Sp5C i facijalni izrazaj boli su ve¢i
u zivotinja intranazalno tretiranih formalinom u usporedbi s fizioloskom otopinom (p < 0.01,

odnosno p < 0.05).

Zakljucak. Rezultati pokazuju da i upala nosne Supljine moZe izazvati upalu tvrde mozdane
ovojnice te upucuju da bi upala dure mater mogla biti jedna od patogenetskih podloga

primarnih glavobolja povezanih s bolestima nosa i paranazalnih sinusa.

Kljucéne rije€i: rinosinusitis, neurogena upala dure, primarne glavobolje

Vil



Summary

Rat experimental rhinosinusitis and dural neurogenic inflammation

Introduction. Epidemiologic data shows an association of various diseases and conditions in
the trigeminal innervation area with an increased incidence of primary headaches (migraine,
tension type and cluster headache). Rat experimental models of temporomandibular joint,
facial muscle and facial subcutaneous tissue inflammation, as well as of neuropathic pain
stemming from trigeminal nerve branches, showed that certain painful conditions in
craniofacial region are accompanied by neurogenic dura mater inflammation and that this

phenomenon is specific for the cranial dura, i.e. it is not observed in the spinal dura.

Objectives. Herein it was examined if nasal cavity and paranasal sinus inflammation is
associated with neurogenic dural inflammation, since many inflammatory (allergic rhinitis,
chronic sinusitis) or anatomical (septal spur, intranasal contact points) disorders are associated

with higher primary headache incidence.

Materials and methods. Nasal cavity and paranasal sinus inflammation was induced by
intranasal formalin (2.5%) or capsaicin (0.1%) injection. Nasal mucosa and dural
inflammation was quantified by spectrophotometric measurement of extravasated Evans blue
and plasma protein complex. Pain was measured by rat grimace scale during 40 minutes after
induction of inflammation. Activation of spinal caudal trigeminal nucleus (Sp5C) was

measured by counting immunohistochemically c-Fos (+) neurons.

Results. Capsaicin and formalin administered in rat nasal cavity cause more intense Evans
blue extravasation, i.e. inflammation in the nasal mucosa and dura compared to saline (p <
0.05). There is a correlation between inflammation intensity of the nasal mucosa and dura (R?
=0,2712; p = 0.0155). Activation of c-Fos (+) neuron sin Sp5C and facial pain expression
were higher in group administered formalin compared to saline (p < 0.01 and p < 0.05

respectively).

Conclusion. The results show that nasal cavity inflammation can induce dural inflammation,
and suggest that dural inflammation could be one of the pathogenetic mechanisms of primary

headaches associated with conditions of the nasal cavity and paranasal sinuses.

Keywords: rhinosinusitis, dural neurogenic inflammation, primary headaches
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1 Uvod

Epidemioloske studije su pokazale da su primarne glavobolje povezane sa razlic¢itim
bolestima i poremecajima u podrucju glave kao $to su bolesti temporomandibularnog zgloba,
neuralgije trigeminalnog zivca i bolesti nosne Supljine i paranazalnih sinusa (1-4). Medutim,
patofiziologija te povezanosti nije do kraja razjaSnjena. PredloZzeni mehanizmi ukljucuju
perifernu i centralnu senzitizaciju koja dovodi do preosjetljivosti mozdanih ovojnica na inace
benigne podrazaja kao $to je vazodilatacija meningealnih arterija i jaCeg otpuStanja medijatora
neurogene upale lokalno u mozdanim ovojnicama (5,6). Nedavno je opazen novi fenomen
koji bi mogao biti u podlozi tih glavobolja. Naime, upalni podrazaji potkoznog i misi¢nog
tkiva lica i temporomandibularnog zgloba Stakora, kao 1 neuropatska lezija ogranaka
trigeminalnog Zivaca dovode do neurogene upale kranijalne tvrde mozdane ovojnice (7-9).
Buduc¢i da se primarne glavobolje povezuju i sa upalama nosa i paranazalnih sinusa ovdje smo
istrazili ima li i upala sluznice nosne Supljine moguénost izazivanja neurogene upale tvrde

mozdane ovojnice kao i moguci mehanizmi nastanke te upale.

1.1 Zivotinjski modeli za istrazivanje rinosinusitisa

Postoji nekoliko modela za istrazivanje rinosinusitisa u zivotinja. Razvijeni su radi
razjasnjavanja patogeneze akutnog i kroni¢nog rinosinusitisa, promatranja dugotrajnih
ucinaka upale na nosnu sluznicu i razvijanje potencijalnih terapijskih pristupa. Najrasireniji
modeli su: kuni¢ (10), mi$ (11) te stakor. Stakor je model koji se koristi za istrazivanje
rinosinusitisa vrlo raznolike etiologije: bakterijski, gljivi¢ni, kemijski, alergijski (Tablica 1).
Stakor se uspostavio kao dobar model za istraZivanje rinosinusitisa zbog dobro poznate i
karakterizirane anatomije paranazalnih sinusa i njihove primjerene veli¢ine (12) §to
omogucava pouzdanu inokulaciju upalnih agensa u nos i/ili paranazalne sinuse. Dva su
najrasirenija pristupa uvodenja upalnog agensa u nos Stakora: izravno ukapavanje odredenog
volumena otopine upalnog agensa u nosnu supljinu (13) i uvodenje upalnog agensa u nos na
nekom nosacu, naj¢esce spuzvi (14). Upala nosne sluznice se kvantificira histoloski (15),
imunohistokemijski (13) uz moguce pracenje hematoloskih parametara (broj leukocita) kao

znakova sistemske upale.



Tablica 1: stakorski modeli rinosinusitisa

Uzroc¢ni agens Soj stakora Evaluacija upale Referenca
stafilokokni Sprague-Dawley | histologija (15)
enterotoksin B

Aspergillus fumigatus | Wistar histologija, mikoloska kultura, (16)
+/- ciklofosfamid hematologija

Streptococcus Sprague-Dawley | histologija (14)
pneumoniae

senzitizacija brown Norway | histologija, IgE, 17)
ovalbuminom imunohistokemija

faktor aktivacije Sprague-Dawley | histologija, imunohistokemija (13)
trombocita

1.2 Neurogena upala

Neurogena upala je asepticka vrsta upale koju zapoc€inju ili pojacavaju tvari izlucene iz
zavrsetaka aksona. U klasicnom smislu ona je posljedica aksonskog refleksa pa se kao takva
javlja samo lokalno uz okoncine podrazenog aksona. Pretpostavlja se da je uklju¢ena u
etiopatogenezu mnogih stanja: astme, kroni¢ne opstruktivne pluéne bolesti, upalnih bolesti
crijeva, artritisa i, vezano uz temu ovog rada, migrene (18). Buduc¢i da je to relativno nedavno
otkriveni fenomen 1 da je ukljucen u patogenezu brojnih stanja, predmet je brojnih istraZivanja

na zivotinjskim modelima i klinickih eksperimenata.

1.2.1 Molekularni mehanizmi neurogene upale

Pocetkom neurogene upale smatra se otpustanje neuropeptida iz okoncina slabo
mijeliniziranih Ad i nemijeliniziranih C senzornih vlakana (19). Ta vlakna na sebi imaju
TRPV1 i srodne receptore koji sluze za osjet temperature, ali reagiraju i na vaniloide od kojih
je najpoznatiji kapsaicin (20) i protone tj. H*. Ostale tvari koje aktiviraju tu vrstu neurona i
omogucuju oslobadanje neuropeptida su: bradikinin preko svojih receptora te tripsin i triptaza

preko proteinazom aktiviranog receptora (PAR) (18) (Tablica 2).

TRPV1 je neselektivni ionski kanal koji se nakon vezanja liganda otvara i postaje propustan
za mnoge katione (Na*, Ca?") sto dovodi do nakupljanja unutarstani¢nog kalcija i
depolarizacije staniéne membrane. Depolarizacija dovodi do otvaranja voltaznih kalcijevih
kanala i daljnjeg nakupljanja kalcija u stanici. Nakupljanju kalcija u citoplazmi moguce
pridonosi i otvaranje TRPV1 kanala na endoplazmatskom retikulumu (21). Kalcij u

2



citoplazmi dovodi do egzocitoze neuropeptida iz vezikula koje se nalaze u okon¢inama

aksona.

Bradikinin poti¢e neurogenu upalu vezanjem na B2 receptore. B2 receptori su receptori
vezani s G-proteinom Koji aktiviraju fosfolipazu C koja stvara inozitol 1,4,5-trifosfat koji
vezanjem za svoje receptore na endoplazmatskom retikulumu oslobada unutarstani¢ne rezerve
kalcijevih iona (22). Tripsin i triptaza cijepanjem i vezanjem za proteinazom aktivirane
receptore (PAR) takoder povisuju razinu unutarstani¢nog kalcija i poti¢u egzocitozu

neuropeptida (23).

Tablica 2: tvari koje uzrokuju egzocitozu SP i CGRP ili sniZzavaju prag podrazaja za

egzocitozu (senzitiziraju) izravnim djelovanjem na periferne zavrSetke aksona

Tvar Receptor | Drugi glasnik Efekt

kapsaicin TRPV1 Ca?*, depolarizacija egzocitoza

tripsin, triptaza PAR PLC, Ca? egzocitoza

bradikinin B2 PLC, Ca?* egzocitoza, senzitizacija
ATP P2Y PLC, Ca? senzitizacija

PGE2, PGl EP, IP CAMP senzitizacija

1.2.2 Neuropeptidni medijatori neurogene upale

Klasi¢ni medijatori neurogene upale spadaju u skupinu neuropeptida tj. peptidnih
neurotransmitera. Oni ukljuéuju tvar P (SP), neurokinin A (NKA) i peptid povezan s genom
za kalcitonin (CGRP). Ti se peptidi sintetiziraju u tijelima osjetnih neurona, spremaju u
vezikule te tankim vlaknima (A delta, C) anterogradnim transportom putuju do okonc¢ina
aksona (24). 1z perifernih se aksonskih zavrSetaka oslobadaju pod utjecajem prije opisanih
podrazaja. Nakon $to se oslobode oni djeluju parakrino na vise vrsta stanica: mastocite,

endotel, glatke miSice krvnih zila te stvaraju sliku akutne upale.

SP 1 NKA spadaju u grupu tahikinina te se vezu za neurokininske receptore (NK). Ti su
receptori spregnuti s G-proteinima te preko njih aktiviraju fosfolipazu C $to dovodi do
otpustanja kalcija iz endoplazmatskog retikuluma. U kontekstu neurogene upale bitni su NK1
receptori na endotelu krvnih zila, ¢ijom aktivacijom kalcij ulazi u citoplazmu endotela te
dovodi do kontrakcije endotelnih stanica $to povecava propusnost krvnih zila za proteine i

rezultira edemom (25,26).



CGRP se veze za svoj receptor na stanicama glatkog misi¢a krvnih zila. CGRP receptor je
zdruzen s Gs-proteinima i preko njih aktivira adenilil ciklazu §to dovodi do opustanja glatkih
misica i vazodilatacije te ima za posljedicu crvenilo karakteristicnog za upalu (27,28). Treba
napomenuti da i SP i CGRP imaju oba djelovanja (na propusnost i vazodilataciju), ali CGRP
djeluje jace na vazodilataciju dok SP djeluje 10 puta jace na propusnost stjenke krvne zile

(25).

1.2.3 Interakcija A delta i C vlakana s mastocitima i upalnim stanicama

Neuropeptidi ne izazivaju znakove upale djeluju¢i samo na krvne zile, nego aktiviraju i
upalne stanice i mastocite koji lu¢enjem upalnih medijatora pojac¢avaju upalni odgovor tkiva.
Da bi ta interakcija parakrinim putem bila moguca nuzan je bliski smjestaj ziv€anih

zavrSetaka i upalnih stanica sto je pokazano imunohistokemijskim ispitivanjima (29).

Mastociti izrazavaju receptore za tvar P (NK1) (30) te pod njenim utjecajem vrse
degranulaciju (31). Za neke od tvari koje mastociti otpustaju pokazano je da izravno poticu
otpustanje SP 1 CGRP iz Ziv€anih zavrSetaka. Medu njih spada triptaza. Za druge pak je
pokazano da senzitiziraju ziv¢ane zavrsetke za otpusStanje neuropeptida. Medu njih spadaju
ATP, prostaglandini i NGF (30). Mastociti takoder otpustaju i histamin koji takoder izaziva
lokalnu vazodilataciju. Postoji moguénost i da histamin djeluje i na periferne zivéane
zavrsetke preko H1 receptora i tako dodatno pojacava otpustanje SP i CGRP (32). Tako se
preko djelovanja spomenutih parakrinih ¢imbenika stvara pozitivna povratna sprega izmedu

mastocita i perifernih Ziv€anih zavrsSetaka koja pojacava 1 odrzava lokalnu upalnu reakciju.

Neutrofili takoder izrazavaju receptore NK1. Njihova aktivacija dovodi proizvodnje
slobodnih kisikovih radikala, adhezije neutrofila na endotel krvnih zila i kemotaksije na
mjesto aktivacije ziv€anih zavrSetaka (33-35). Neutrofili lu¢enjem enzima (elastaze,

kolagenaze) i proizvodnjom kisikovih radikala pojac¢avaju lokalnu upalnu reakciju.

1.2.4 Promjena osjetljivosti senzornih neurona za izazivanje neurogene upale

Neke tvari ne izazivaju direktno otpustanje neuropeptida iz perifernih ziv€anih zavrSetak nego
neuropeptida, Sto se naziva senzitizacija. Taj se u¢inak postize snizavanjem praga podrazaja
koji je potreban za egzocitozu ili povecavanjem kolic¢ine neuropeptida koji se otpusti prilikom
jednog supraliminalnog (koji je veéi od praga) podrazaja (18). Do sada su poznate mnoge
tvari koje izazivaju perifernu hiperalgeziju povecavanjem osjetljivosti prvih neurona puta za

prijenos osjeta boli. Neke od njih su: kinini, katekolamini, histamin, serotonin, proupalni



citokini (IL1p, IL6, TNFa, IL8), prostaglandini (PGE2, PGI2), ATP i faktori rasta (NGF)
(18,36). Ipak, za samo neke od njih je do sada eksplicitno pokazano da izravno povecavaju
egzocitozu neuropeptidnih medijatora neurogene upale iz perifernih Ziv€anih zavrSetaka. To
su: ATP, PGE, PGlI_, bradikinin (Tablica 2). Za proupalne citokine i NGF je pokazano da
povecéavaju egzocitozu neuropeptida, ali nije jasno je li to njihov izravan u¢inak na Ziv¢ane
zavrSetke ili je posredovan nekim drugim stanicama (37,38). NGF bi mogao djelovati izravno
na periferne zavrsetke buduci da su njegovi receptori (TrkA) dokazani na njima i pokrenuti
signalnu kaskadu (MAPK) $to bi rezultiralo transkripcijom odredenih gena, ali u¢inak preko

upalnih stanica nije iskljucen (39).

Bradikinin se veZe za svoj receptor B2 i ATP se veze za svoj receptor (purinski P2Y). Oba su
receptora zdruzena s Gq-proteinima i kao takvi aktiviraju fosfolipazu C i preko diacilglicerola
(DAG) protein kinazu C (PKC) (40). PKC zatim fosforilira TRPV1 receptore i time povecava
njihovu vodljivost za ione kad su aktivirani temperaturom ili kapsaicinom (41,42). Zasto ATP
usprkos istom molekularnom mehanizmu djelovanja poput bradikinina i triptaze ne uzrokuje
izravno otpustanje neuropeptida, Nego samo senzitizaciju, jos uvijek nije jasno. Moguce je da
se radi o kvantitativnom fenomenu tj. da je koli¢ina otpustenih neuropeptida pod izravnim

djelovanjem ATP-a ispod razine opaZanja.

Prostaglandini PGE2 i PGl se vezu za svoje receptore (EP i IP receptore) koji spadaju u
skupinu receptora zdruZzenih s Gs-proteinima. Oni aktiviraju adenilil ciklazu koja sintezom
cAMP aktivira protein kinazu A (PKA) (43). PKA zatim fosforilira neke od kanala za Na* i
Ca?" ¢ime povedava njihovu vodljivost, a time i ulazak Ca2+ u citoplazmu te egzocitozu

neuropeptida (42).

1.2.5 Alodinija i hiperalgezija

Alodinija je osjet boli izazvan podraZajem koji uobi€ajeno ne izaziva bol. Povezuje s pojmom
hiperalgezija koja oznacava osjet boli koji je prejak u odnosu na podrazaj (44). Alodinija se
dijeli s obzirom na modalitet osjeta kojim je izazvana (mehanicka i temperaturna) i s obzirom

na mjesto nastanka (periferna i centralna). Alodinija nastaje procesom senzitizacija u kojem

Periferna alodinija nastaje senzitizacijom prvih neurona puta boli. To se dogada pod utjecajem
lokalnih kemijskih tvari koje se oslobadaju u tkivo u stanjima oSte¢enja ili upale. Primjeri
takvih tvari su: bradikinin, PGE>, PGl,, faktor aktivacije trombocita, dusi¢ni monoksid,

histamin, serotonin, neki leukotrieni, NGF, proupalni citokini (45). Oni se vezu na svoje



receptore na zivéanim zavrsecima i poti¢u unutarstani¢ne signalne procese koji povecavaju
propusnost ionskih kanala za natrij i kalcij ili povec¢avaju osjetljivost receptora za algogene

tvari te time povecavaju podraZljivost neurona (36).

Centralna alodinija nastaje senzitizacijom neurona kraljezni¢ne mozdine ili visih razina puta
boli. Nastaje posredovanjem brojnih mehanizama. Aktivacija neurona na periferiji dovodi do
otpustanja CGRP i tvari P u kraljeZzni¢ku mozdinu i time dovodi do senzitizacije drugog
neurona puta boli (46). Mikroglija potaknuta ozljedom Zivca moze otpustati faktor rasta
izveden iz mozga (BDNF) i tako dovesti do senzitizacije neurona straznjih rogova
kraljezni¢ke mozdine (47). Takoder, centralna alodinija moze nastati preko dezinhibicije
spinotalamic¢kog puta. Postoje dokazi da pretjerana aktivacija TRPV1 receptora na
inhibitornim GABAergic¢kim interneuronima dovodi do njihove dugotrajne depresije ¢ime

nestaje inhibicija spinotalamic¢kog puta i nastaje alodinija i hiperalgezija (48).

Na povezanost neurogene upale i alodinije upucuje ¢injenica da mnoge tvari koje uzrokuju ili
pojacavaju neurogenu upalu djeluju kao senzitizatori perifernih neurona (npr. bradikinin,
PGE;, PGIy) i tako uzrokuju alodiniju. Takoder, neurogena upala uzrokuje trajni i jaki bolni
podrazaj ¢ime se stvara podloga za centralnu senzitizaciju. To potkrepljuje i €injenica da se u

podrucju kapsaicinom izazvane neurogene upale javlja i hiperalgezija (49-51).

1.2.6 Fenomen udaljene neurogene upale

U prethodnim dijelovima ovog teksta govorilo se o klasicnom poimanju neurogene upale. To
znaci da neurogena upala nastaje lokalno tj. u okolini podraZenih Ziv€anih zavrSetaka Ad i1 C
vlakana. Ta se pojava objasnjava aksonskim refleksom. Medutim, postoje eksperimentalni

dokazi da se neurogena upala moze izazvati i na mjestima udaljenima od mjesta podrazaja.

Fenomenom neurogene upale pokusSala su se objasniti stanja: respiratorne, zglobne ili
migrenske manifestacije nutritivnih alergija, anafilaksija te zglobne i probavne manifestacije
reakcija na iritanse diSnog sustava (52). Pretpostavka je da podrazaji izazvani medijatorima
alergijske reakcije ili iritansima aktiviraju Zivce na nekom mjestu u tijelu te se prekapcanjem
u srediSnjem ziv€anom sustavu nekim drugim Zivcem podrazaj prenese u udaljeni organ 1
tamo izazove neurogenu upalu. Taj bi se fenomen nazivao zivéano prekapcanje (neurogenic
switching). Eksperimentalni modeli koji potkrepljuju ovu teoriju su: smanjenje smrtnosti
Stakora od anafilaksije nakon vagotomije (53) i smanjenje lu¢enja mastocitnih upalnih
medijatora u plu¢ima domaceg zamorcica (Cavia porcellus) nakon stimulacije prednjeg

hipotalamusa elektrodama (54). Ipak takvo se tumacenje nije odrzalo te je prevladalo



humoralno obja$njenje tih fenomena prema kojem medijatori upale putuju krvotokom i

izazivaju upalu na udaljenim mjestima.

Drugi fenomen koji upucuje na mogucnost razvitka neurogene upale na udaljenom mjestu od
inicijalnog podrazaja je eksperimentalno opazanje na Stakorima da upala izazvana u podrucju

inervacije trigeminalnog (petog mozdanog) Zivca izaziva upalu dure.

1.3 Neurogena upala dure mater izazvana upalom u trigeminalnom podrucju

Krvne zile tvrde mozdane ovojnice (dura mater, u daljnjem tekstu dura) su inervirane
simpaticki iz cervikalnog ganglija, parasimpaticki iz otickog ganglija i, najbitnije, osjetno Ad
i C vlaknima iz trigeminalnog ganglija i mnogo manje iz prvog cervikalnog spinalnog
ganglija (55,56). Da se neurogena upala pojavljuje u duri pokazano je pokusima na $takorima
u kojima je intravenski dan kapsaicin izazvao ekstravazaciju proteina plazme u duri. Da je taj
proces ovisan o Ad i C vlaknima osjetljivim na kapsaicin pokazuje rezultat da je ta
ekstravazacija mnogo manja kod Zivotinja koje su u neonatalno doba bile tretirane
kapsaicinom i tako su im ta vlakna uniStena (57). Takoder, ekstravazacija u duri (i u podrucju
lica) Stakora javlja se nakon elektri¢ne stimulacije trigeminalnog ganglija. Tada je

ekstravazacija istostrana primijenjenom podrazaju (57).

Fenomen udaljene neurogene upale primijecen je u eksperimentima u kojima je upala
izazvana u obrazu, temporomandibularnom zglobu i nosu Stakora izaziva upalu dure (Tablica
3). Sva navedena podrucja su u inervirana trigeminalnim zivcem. Takoder, operativna
konstrikcija (podvezivanje) infraorbitalnog ili velikog okcipitalnog zivca Stakora takoder

dovodi do upale dure.

Tablica 3: nacini izazivanja upale dure postupcima u podrucju trigeminalne inervacije.
RIA — radio-imuno esej; CFA — kompletni Freundov adjuvans; *neobjavljeni rezultati

prikazani u odlomku Rezultati

Mijesto izazvane Upalni agens Metoda evaluacije duralne upale | Referenca
upale
obraz formalin ekstravazacija Evansovog (7)
plavila
temporomandibularni | CFA ekstravazacija Evansovog (8)
zglob plavila, histologija, RIA na
CGRP u duri




infraorbitalni zivac konstrikcija zivca ekstravazacija Evansovog (7,9

plavila, histologija

veliki okcipitalni konstrikcija zivca ekstravazacija Evansovog 9

zivac plavila

nos formalin, kapsaicin | ekstravazacija Evansovog *
plavila

1.3.1 Specificnost kranijalne dure

Taj se fenomen pokazao specifi¢nim za kranijalnu duru. Naime, konstrikcija ili ozljeda
ishijadi¢nog Zivca Stakora, provedena na isti nacin kao i konstrikcija infraorbitalnog Zivca, ne
dovodi do upale lumbalne ni kranijalne dure (9). Upala je u tom pokusa mjerena preko
ekstravazacije Evansovog plavila i histoloskim brojenjem i karakteriziranjem upalnih stanica.
Uzrok te specifi¢nosti kranijalne dure mozda je opazanje da lumbalna dura Stakora ima
mnogo manje ziv€anih zavrSetaka pozitivnih na tvar P i CGRP i manje mastocita nego Sto je

slucaj s kranijalnom durom (58).

1.3.2 Upala dure nakon periferne stimulacije trigeminalnog zivca je neurogenog porijekla
Upala dure nastala nakon boli izazvane u podruéju trigeminalne inervacije je neurogenog
porijekla. U prilog tome govori pronalazak da botulinum toksin tip A (BTXA) smanjuje upalu
dure ako aplicira na isto mjesto kao i noksa koja izaziva upalu dure. BTXA je varijanta
neurotoksina bakterije Clostridium botulinum. Djeluje tako da proteoliti¢ki cijepa protein
SNAP25. Taj je protein jedna od kljuénih komponenti sinaptickog SNARE kompleksa koji je
zaduZen za egzocitozu sinaptickih vezikula (59). Time BTXA onemoguéuje oslobadanje
neurotransmitera u sinapsi. Dugo se smatralo da on djeluje samo periferno na mjestu, izvan
sredi$njeg zivéanog sustava. Medutim, zadnji dokazi upucuju i na njegovo djelovanje u

srediSnjem Ziv€anom sustavu kamo dolazi retrogradnim aksonskim transportom (7,8).

Taj je fenomen primijeéen u pokusima s davanjem kompletnog Freundovog adjuvansa u
temporomandibularni zglob pri ¢emu je BTXA smanjio ekstravazaciju Evansovog modrila,
infiltraciju dure upalnim stanicama i sadrzaj CGRP u ekstraktu dure (8). BTXA smanjuje
duralnu ekstravazaciju Evansovog plavila i nakon injiciranja formalina u obraz i nakon
konstrikcije infraorbitalnog zivca (7). Sustavni ucinci su bili iskljuceni pracenjem motoricke
aktivnosti Stakora. Takoder, kolhicin, blokator aksonskog retrogradnog transporta, ponistava
efekt BTXA, §to zna¢i da BTXA smanjuje upalu dure mehanizmom vezanim uz ziv€ana

vlakna (7,8). To govori u prilog neurogenom porijeklu upale dure.



Sumatriptan je spoj koji se koristi u lijeCenju migrene, a djeluje kao serotoninski agonist na 5-
HT1p i 5-HT1s receptorima koji se nalaze . Na migrenu djeluje tako da smanjuje otpustanje
CGRP (60). To je djelovanje ovisno o 5-HT1 receptorima na neuronima (61). Pokazano je da
sumatriptan smanjuje ekstravazaciju u duri nakon izazivanja upale temporomandibularnog
zgloba sa CFA (8). Buduci da sumatriptan djeluje preko neuralnih mehanizama, to govori u
prilog da je upala dure neuralnog porijekla. To je u skladu s opazanjima da sumatriptan
sprecava duralnu ekstravazaciju nakon elektri¢ne stimulacije trigeminalnog ganglija i

intravenskog davanja kapsaicina $takorima (62).

1.3.3 Mehanizam nastanka neurogene upale dure nakon periferne stimulacije trigeminalnog
Ziveca
Tocan put prijenosa signala koji dovode do neurogene upale dure nakon periferne stimulacije
trigeminalnog Zivca nije jasan. Naime, aktivacija ziv¢anih vlakana s periferije se mora nekako
prenijeti na vlakna koja zavrSavaju na duri. Postoji nekoliko mogucih toc¢aka prijenosa. Prva
je da isti aksoni trigeminalnog zivca grananjem inerviraju koZu i vezivo lica kao i duru pa se
aktivnost prenese aksonskim refleksom. Druga je da se aktivnost prenosi s neurona koji
inerviraju lice na one koji inerviraju duru unutar trigeminalnog ganglija. Tre¢a je moguénost

da je ta pojava posljedica prijenosa aktivacije u srediSnjem zivéanom sustavu tj. mozdanom

deblu.

Moguénost da je aksonski refleks taj koji uzrokuje neurogenu upalu je mala buduéi da samo
1% neurona trigeminalnog ganglija koji inerviraju kozu ¢ela Stakora ima kolaterale za duralne
krvne Zile (63,64). To znaci da je neurogena upala dure po mehanizmu nastanka drugacija od
neurogene upale drugdje u tijelu budu¢i da ona na drugim mjestima nastaje aksonskim
refleksom za koji je potrebno da ogranci istog aksona djeluju kao senzori za noksu i inicijatori

neurogene upale lu¢enjem tvari P 1 CGRP.

Ideja da se aktivnost neurona koji inerviraju ekstrakranijalne strukture prenosi na neurone koji
inerviraju duru i njene krvne zile dolazi iz studija koje su pronasle pravilan prostorni raspored
tijela neurona u trigeminalnom (Gasserovom) gangliju. Pokazalo se da oko svakog neurona
koji inervira krvne zile dure postoji nakupina neurona koji inerviraju ekstrakranijalne
strukture. To je posebno izrazeno u dijelu ganglija koji se odnosi na prvu (oftalmicku) granu
trigeminalnog zivca (63). Osim anatomske podloge, postoje i funkcionalni dokazi. Stanice
trigeminalnog ganglija kao odgovor na stimulaciju kapsaicinom mogu lu¢iti CGRP u ganglij i

tako pobuditi susjedne stanice na aktivnost (65).



Najvjerojatnija je ideja da prijenos aktivnosti dogada na razini mozdanog debla. Pokazano je
da aferentna vlakna iz dure i ekstrakranijalnih struktura konvergiraju na iste neurone spinalne
jezgre trigeminalnog Zivca (66,67). Ta je konvergencija pokazana kod $takora i kod ¢ovjeka.
Takoder, pojava obostrane duralne upale nakon jednostrane bolne stimulacije u
trigeminalnom podruéju govori u prilog centralnom prijenosu aktivnosti buduci da se pojava
neurogene upale na drugoj strani ne moze objasniti na razini aksona ili trigeminalnog
ganglija. Taj je fenomen prisutan kod konstrikcije infraorbitalnog zivca, davanja formalina u
obraz i kod upale temporomandibularnog zgloba (7,8). Treba medutim napomenuti da je kod

elektri¢ne stimulacije trigeminalnog ganglija nadena samo istostrana upala dure (57).

1.3.4 Neurogena upala dure kao moguca podloga migrene

Vazodilatacija u sklopu neurogene upale dure bi mogla, prema vaskularnoj teoriji migrene,
izazvati bol duralnog porijekla (68). Takoder, tvari koje lu¢e mastociti (triptaza, ATP,
prostaglandini, histamin) pod utjecajem tvari P uzrokuju depolarizaciju Ad i C Ziv¢anih
vlakana ili ih senzitiziraju i tako stvaraju potencijalnu podlogu za bolne senzacije duralnog
porijekla (69). Nadalje, lijekovi koji su u¢inkoviti u lijeCenju migrene smanjuju i neurogenu
upalu dure u eksperimentalnim modelima. To je pokazano za ergot alkaloide (70) i za triptane
(8,60,62). Klini¢ka opazanja i epidemioloske studije govore o komorbiditetu migrene i stanja
koja bi se mogla povezati sa spomenutim eksperimentalnim modelima (disfunkcija
temporomandibularnog zgloba, sinusitis, vidjeti odlomak 1.4.2). Ti podaci upucuju na

neurogenu upalu kao jedan od mogucih patofizioloskih mehanizama migrene.

1.4 Glavobolja

Prema treCem izdanju Medunarodne klasifikacije glavobolja (ICHD-3) glavobolja se definira
kao bol iznad orbitomeatalne crte tj. crte koja spaja vanjski kut oka i sredinu vanjskog otvora
zvukovoda (71). Dijeli se na primarnu i sekundarnu. Sekundarne imaju neki poznati uzrok
(trauma, vaskularni uzrok, infekcija, tumor, ovisnost, psihijatrijski poremecaj), dok primarne
nemaju. U primarne se glavobolje ubrajaju: tenzijska glavobolja, migrena, trigeminalne
autonomne cefalgije i ostale primarne glavobolje (72). Klasifikacija se temelji na karakteru,

jacini, mjestu 1 trajanju boli te prate¢im simptomima.

Tenzijska glavobolja se javlja u epizodama koje traju 30 minuta do 7 dana. Bol je srednje
jaka, stiscuceg je karaktera, bilateralna, lokalizirana frontalno ili okcipitalno. Moze biti
pracena fotofobijom ili fonofobijom ali nije pra¢ena mucninom ili povracanjem. Ne

pogorsava se fiziCkom aktivnosc¢u (73). Prevalencija u odrasloj populaciji je oko 42% (74).
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Migrena je takoder epizodi¢nog tipa s trajanjem od 4 do 72 sata. Bol je ja¢a nego kod
tenzijske glavobolje, probijajuca i pulsirajuca, jednostrana. Najcesce pocinje oko oka ili
frontotemporalno a kasnije napreduje okcipitalno. Moze biti pracena fotofobijom,
fonofobijom, mu¢ninom i povra¢anjem. Kod nekih joj ljudi prethodi aura u obliku vizualnih,

drugih senzornih ili motori¢kih simptoma. Prevalencija u odrasloj populaciji je oko 11% (74).

Trigeminalne autonomne cefalgije su skupni naziv za vise vrsta glavobolja povezanih s
autonomnim simptomima u podrué¢ju glave. Pojavljuju se mnogo rjede od ostalih primarnih
glavobolje. Bolovi i simptomi autonomnog Ziv¢anog sustava su jednostrani i smjesSteni u
podrucju inervacije trigeminalnog zivca. Dijeli se na klaster glavobolju, paroksizmalnu
hemikraiju, kratkotrajne jednostrane neuralgiformne napade glavobolje i hemikraniju

kontinuu.

e Epizode klaster glavobolje se u nakupinama (klasterima) koji traju izmedu 2 tjedna i 3
mjeseca. Obi¢no se na godinu pojave jedna do dvije nakupine. Bol se naj¢esce javlja u
snu ili rano jutro, vrlo je jaka, probadajuceg karaktera, lokalizirana u blizini ili iza oka
1 temporalno. Pracena je istostranim suzenjem, rinorejom, miozom, edemom kapka ili
znojenjem cela (75).

e Kod paroksizmalne hemikranije, bol se javlja 10 do 20 puta dnevno u epizodama koje
traju 2 do 25 minuta i nisu vezane uz doba dana. Bol je vrlo jaka, probadajuca i
pracena autonomnim simptomima koji su sli¢ni kao kod klaster glavobolje (76).

e Kratkotrajne jednostrani neuralgiformni napadi glavobolje javljaju kao jaka
probadajuca bol u okolici oka. Napadaji traju 5 sekundi do 10 minuta i nisu vezani uz
doba dana i mogu se javiti do 200 puta na dan. Praceni su suzenjem, edemom vjeda,
znojenjem, nazalnom kongestijom ili rinorejom (77,78).

e Hemikrania kontinua je dugotrajna jednoli¢na glavobolja koju prekidaju napadaji
jakog intenziteta koji su praceni istim autonomnim simptomima kao i klaster

glavobolja. Karakteristicno je da se bol vrlo dobro smanjuje na indometacin (79).

1.4.1 Primarna glavobolja i alodinija

Neke su vrste primarne glavobolje pracene alodinijom u podrucju glave. Migrena je u 60% do
80% oboljelih povezana s koznom alodinijom u podrucju lica za vrijeme napada (80,81).
Kozna je alodinija i neovisni rizi¢ni ¢cimbenik za kronifikaciju migrene (81). Takoder je
pokazano da je refleks treptanja specifican za nocicepciju facilitiran kod osoba s migrenom

Sto nije slucaj kod osoba s sinusnom glavoboljom kao oblikom sekundarne glavobolje (82).
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U podlozi alodinije kod migrene stoji proces periferne i centralna senzitizacije. Sto se ti¢e
periferne senzitizacije tj. senzitizacije duralnih aferenta, pokazano je da neuroni koji
inerviraju duru imaju sposobnost senzitizacije nakon primjene upalnih tvari (histamin i sl.) na
duru ili sagitalni sinus. Time ti neuroni postaju osjetljivi na bezazlene podrazaje kao Sto je
malo povecanje intrakranijalnog tlaka. To bi moglo objasniti pojavu da radnje koje
povecéavaju intrakranijalni tlak (saginjanje) pojacavaju bol u migreni (83). Centralna se
senzitizacija dogada na razini mozdanog debla odnosno trigeminalne kaudalne jezgre i
talamusa. U kaudalnoj trigeminalnoj jezgri aksoni primarnih neurona koji dolaze iz dure i iz
lica konvergiraju na iste sekundarne neurone (84). Aktivacija duralnih aferenti upalnim
tvarima moze dovesti do senzitizacije na razini sekundarnih neurona trigeminalne jezgre i
tako smanjiti prag boli u podrucju lica (85). Na razini talamusa se dogada mnogo Sira
senzitizacija. Nakon kemijske stimulacije dure Stakora, dolazi do jaceg okidanja talamickih
neurona kod bolnog podrazaja na dijelovima tijela koji nisu inervirani trigeminalnim zivcem,
kao $to je Sapa, nego kad dura nije kemijski stimulirana (86). Slican je fenomen naden kod
pacijenata s migrenom. Oni nakon podrazaja na dorzumu Sake imaju jacu aktivaciju
posteriornog talamusa (dio talamusa ukljuc¢en u prijenos osjeta boli) mjerenu funkcionalnom
magnetskom rezonancom nego zdrave osobe (86). Molekularni su mehanizmi nastanka
alodinije ukratko opisani u odlomku 1.2.5. Ovi podaci ukazuju da bi patogeneza migrene
zapocinjala u duri. Podrazaji dure dovode do centralne senzitizacije u trigeminalnoj kaudalnoj
jezgri ili talamusu Sto uzrokuje alodiniju 1 hiperalgeziju u podrucju lica. Medutim, postoje
opazanja koja govore u prilog suprotnom procesu, a to je da bi lezije u podrucju
ekstrakranijalne inervacije trigeminalnog Zivaca mogle izazvati centralnu senzitizaciju i tako
stvoriti podlogu za bol duralnog porijekla (odlomak 1.4.2) i da aktivnost neurona u

trigeminalnoj kaudalnoj jezgri vise ovisi o signalima iz lica nego iz dure (87).

Tenzijska je glavobolja takoder povezana s povecanom osjetljivos¢u na bol. Tako bolesnici
koji pate od kroni¢ne tenzijske glavobolje imaju povecanu osjetljivost na pritisak na Zvacne
misice a efekt je jos veci ako je tenzijskoj glavobolji pridruzeni i migrena (88,89). Osim
pojacane osjetljivosti podrucja glave, hiperalgezija se javlja i na drugim dijelovima tijela kao
Sto je potkoljenica (90). U tom su ispitivanju pacijenti koji pate od tenzijske glavobolje imali
nizi prag boli na podrazivanje elektricnom strujom potkoljenice od zdravih osoba. Za razliku
od migrene, kod tenzijske se glavobolje pretpostavlja da ne nastaje zbog senzitizacije nekim
podrazajem, nego da je generalizirana povecana osjetljivost za bol perifernih struktura (fascija

i miSi¢a) koja uzrokuje centralnu senzitizaciju preduvjet za razvoj tenzijske glavobolje (91).
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Klaster glavobolja se takoder povezuje s alodinijom. Alodinija se javlja u podrucju glave, ali
I, U manjem intenzitetu, drugdje na tijelu (92). Javlja se u 35% do 50% pacijenata (93,94).

Studije o tome javlja li se samo u napadima ili i izmedu njih nisu dale konzistentne rezultate.

1.4.2 Povezanost glavobolje s poremecajima u podrucju trigeminalne inervacije

Za nekoliko se tipova glavobolja pokazalo da su povezane bolestima koje se javljaju u
dijelovima glave koje inervira trigeminalni zivac. NajviSe se povezanosti pokazalo za
migrenu, manje za tenzijsku glavobolju, dok su ostale glavobolje rjede te nema dovoljno
podataka. Mnoga od stanja o kojima ¢e se govoriti imaju u ICHD-3 klasifikaciji pridruZzene
sekundarne glavobolje. Na primjer, glavobolja povezana s poremecéajima
temporomandibularnog zgloba ili sinusa mora imati sljedece karakteristike da se klasificira
kao sekundarna tom poremecaju: dokazana organska lezija, viemenska povezanost glavobolje
i organske lezije i ja¢ina glavobolje mora pratiti tezinu organskog oste¢enja (71). Medutim,
ovdje ¢e se govoriti o slu¢ajevima kada se klinicka slika glavobolje u potpunosti uklapa u
neku od primarnih glavobolja te se pojava boli ne moze jednostavno objasniti nadenom

organskom patologijom.

1.4.3 Povezanost primarne glavobolje s poremecéajima temporomandibularnog zgloba (TMZ)
Migrena se povezuje s bolestima TMZ (95). Mnoge epidemioske studije ukazuju na tu
povezanost. Tako je migrena naj¢es¢a primarna glavobolja kod osoba s poremecajima TMZ
(3), sto se razlikuje od opée populacije u kojoj je tenzijska glavobolja najéesca (74). Takoder,
prevalencija nekog od simptoma poremecaja TMZ (bol zgloba ili Zva¢nih misica, krepitacije u
zglobu) je veca kod ljudi s migrenom. Ta je povezanost veca, §to je viSe simptoma izrazeno i

jaca je za migrenu nego za tenzijsku glavobolju (4).

1.4.4 Povezanost primarne glavobolje s poremecajima nosa i sinusa

Brojna patoloska stanja nosne Supljine i sinusa su epidemioloski povezana s primarnim
glavoboljama, poglavito migrenom. To je pokazano za neka upalna stanja (kronic¢ni sinusitis,
alergijski rinitis) 1 anatomske abnormalnosti (septalni izbojak, intranazalne kontaktne tocke)
(1,2,96-103), ali patofizioloska osnova te povezanosti nije do sada istrazivana niti su razvijeni

zivotinjski modeli za proucavanje te povezanosti.
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2 Hipoteza

Pretpostavljamo da je upalna bol izazvana u nosnoj Supljini pra¢ena upalom tvrde mozdane
ovojnice (dura mater) i aktivacijom neurona u kaudalnoj jezgri trigeminalnog Zivca te da je

bol pracena promjenom ponaSanja eksperimentalnih zivotinja.

3 Ciljevi rada

Cilj je ovog rada se razviti eksperimentalni model za istrazivanje upale nosne Supljine
(rinosinusitis) 1 posljedi¢ne upalne boli. Bol ¢e se mjeriti ponaSanjem eksperimentalnih
zivotinja i aktivacijom neurona kaudalne jezgre trigeminalnog zivca. Daljnji je cilj ispitati je li
eksperimentalni rinosinusitis povezan s upalom dure kao mogué¢om etiopatogenetskom

podlogom migrene.
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4 Materijali i metode

4.1 Eksperimentalne Zivotinje

Za sve su pokuse koriSteni muzjaci Wistar soja Stakora stari Cetiri do pet mjeseci. Okoceni su i
uzgajani na Zavodu za farmakologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. U
dizajniranju i provodenju pokusa postovala su se nacela humanog postupanja sa zivotinjama:
zamjena, smanjivanje i poboljSanje, odredbe Zakona o dobrobiti zivotinja (Narodne novine
19/1999) i Medunarodnog udruZenja za proucavanje boli (104), a pokus je odobrilo Eti¢ko
povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (dozvola broj 07-76/2005-43). U
pokusima u kojima su davanje intravenske injekcije i prilikom Zrtvovanja zivotinje su bile u

dubokoj anesteziji izofluranom ili ketamin/ksilazinom.

U pokusima kod kojih je odredivana duralna upala i promatrano ponasanje Zivotinja svaka
eksperimentalna skupina sadrzavala je 6 do 8 Zivotinja, dok su skupine u pokusima s

imunohistokemijskim bojanjem i odredivanjem biheviora bile veli¢ine 3 do 5 zivotinja.

4.2 Ispitivane tvari

4.2.1 Kapsaicin

U pokusima je koristen kapsaicin otopljen u metanolu do masenog udjela 20% s daljnjim
razrjedivanjem u fizioloskoj otopini. Instiliran je u dozi od 10 pL. masenog udjela 0.1% u
nosnu $upljinu u podruéje gdje se maksilarni sinus otvara nosni hodnik. Volumen od 10 uL
odreden je prema veli¢ini nosnih Supljina i paranazalnih sinusa (12). Instiliranje se provodilo
iglom (Hamilton 705 LT 50ul, Hamilton Company, Reno, Nevada, SAD) stakorima

anesteziranim izofluranom ili pipetom kod budnih Zivotinja.

4.2.2 Formalin

U pokusima je koristen formalin (formaldehid masene koncentracije 36%) (T.T.T., Sveta
Nedjelja, Hrvatska) razrijeden fizioloskom otopinom (otopina natrijevog klorida masene
koncentracije 0.9%). Instiliran je u dozi 10 puL. volumnog udjela 2.5% u nosnu Supljinu u
podrucje gdje se maksilarni sinus otvara nosni hodnik. Instiliranje se provodilo iglom
(Hamilton 705 LT 50ul, Hamilton Company, Reno, Nevada, SAD) stakorima anesteziranim

izofluranom ili pipetom kod budnih Zivotinja.
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4.3 KoriStene tvari (reagensi, kemikalije i otapala)

Zivotinjama su injicirane slijedeée tvari u otopinama: Evansovo modrilo (Merck KGaA,
Darmstadt, Njemacka), ketamin (Richter Pharma AG, Wels, Austrija), ksilazin (Alfasan,

Woerder, Nizozemska), fizioloska otopina.
Za inhalacije su koristene slijedece tvari: izofluran (Forane, Baxter, Deerfield IL, SAD).

Za obradu tkiva koristene su slijedece tvari: saharoza, fosfatom puferirana otopina (PBS),
formalin (Formaldehid 36%, T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska), fizioloska otopina, formamid
(Formamide, Honeywell, Muskegon, Michigan SAD: zec¢ja primarna protutijela na c-Fos (sc-
52, Santa Cruz, Dallas, TX, USA), sekundarna fluorescentno obiljezena protutijela koze
protiv ze¢jih Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), normalni kozji serum (NGS)
(Monosan, Uden, Holland), Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), sredstvo za
uklapanje uzoraka za rezanje na kriostatu (Tissue-Tek O.C.T. Compound, Sakura Finetek,
Japan), sredstvo za lijepljenje pokrovnica (FluoroGel, Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, PA, USA).

4.4 Odredivanje upale tvrde mozdane ovojnice i nosne sluznice

Buduc¢i da svaku upalu prati ekstravazacija proteina plazme, intenzitet upale dure i sluznice
nosa odredivan je neizravnim mjerenjem te ekstravazacije. Za to je koriSten Milesov esej. U
njemu se koristi boja Evansovo modrilo koja se veze za proteine plazme, najviSe albumin, te
zajedno s njima izlazi iz krvnih zila u tkivo u uvjetima povecane propusnosti krvnih zila (105)
kao §to je slucaj u upali (106). Ova je metoda i prije uspjesno koriStena za kvantifikaciju upale

dure (7-9) i nosne sluznice (107).

4.4.1 Eksperimentalne skupine i tretiranje Zivotinja

Pokus je obuhvacao 21 Zivotinje koje su podijeljene u tri skupine: skupina tretirana
kapsaicinom (7 zivotinja), skupina tretirana formalinom (8 Zivotinja) i kontrolna skupina
tretirana fiziolo§kom otopinom (6 Zivotinja). Zivotinjama anesteziranim izofluranom je u
lateralnu repnu venu injicirana otopina Evansovog modrila u dozi 40 mg/kg tjelesne mase u
volumenu od 1 mL. Prije injiciranja rep Stakora je zagrijan u toploj vodi i korijen repa je
lagano pritisnut da se repne vene napune i tako olaksa injiciranje. Nakon oporavka od
anestezije (30 min) zivotinje su ponovno anestezirane izofluranom te su intranazalno tretirane

fizioloskom otopinom, kapsaicinom ili formalinom kao $to je opisano u odlomku 4.2.
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4.4.2 Priprema tkiva

Nakon 45 minuta zivotinje su anestezirane ketamin/ksilazinom, torakotomirane i
transkardijalno perfundirane sa 500 mL fizioloSke otopine da se ispere krv i Evansovo
modrilo koje nije u tkivu. Dura je izvadena nakon kraniotomije i vadenja mozga. Prikupljana
je dura iz prednje i srednje lubanjske jame i kalote lubanje jer su ta podruéja inervirana
ograncima trigeminalnog zivca (108). Bududéi da su Zivotinje tretirane u desnu nosnicu,
Sluznica je izvadena iz donjeg desnog nosnog hodnika nakon §to je lubanja uzduzno

prepolovljena i izvaden nosni septum.

4.4.3 Kvantifikacija upale

Prikupljeno tkivo je izvagano i ostavljeno u 2 mL otopine formamida na temperaturi od 37°C
kroz 48 sati da se Evansovo modrilo ekstrahira iz tkiva u otopinu (105). Otopina se zatim
dekantira u epruvete te joj se mjeri apsorbancija spektrofotometrom (Iskra, Ljubljana,
Slovenija) na valnoj duljini 620 nm (109). 1z dobivenih se apsorbancija, prema bazdarnoj
krivulji dobivenoj za to mjerenje, izra¢una koli¢ina Evansovog modrila u otopini. Dobivena
sa vrijednost podijeli s masom tkiva dure odnosno nosne sluznice i tako se dobije maseni udio

Evansovog modrila (ng Evansovog modrila / mg tkiva).

4.5 Odredivanje aktivacije neurona kaudalne jezgre trigeminalnog zivca

Neuroni koji inerviraju podrucje nosne Supljine i duru mater prednje i srednje lubanjske jame
se prekapcaju u kaudalnoj jezgri trigeminalnog zivca (Sp5C) (110-112). Stoga je mjerenje
aktivnost neurona u Sp5C dobar pokazatelj postojanja i jacine boli u podrucju trigeminalne
inervacije te korelira s bihevioralnim testovima za bol (113). Mjerenje aktivnosti se provodi
imunohistokemijskim bojanjem prereza Sp5C na c-Fos koji je marker rane aktivacije neurona

na bolni podrazaj dok se na lagani podrazaj on ne eksprimira (114).

4.5.1 Eksperimentalne skupine i tretiranje Zivotinja

Pokus je obuhvacao 8 Zivotinja koje podijeljene u dvije skupine: skupina tretirana formalinom
i kontrolna skupina tretirana fizioloskom otopinom. Stakori su bez anestezije tretirani
formalinom i fizioloSkom otopinom kao $to je opisano u odlomku 4.2 Ispitivane tvari.

Zivotinje su potom promatrane 40 minuta.

4.5.2 Priprema tkiva
Nakon toga zivotinje su anestezirane ketamin/ksilazinom, torakotomirane i transkardijalno

perfundirane sa 500mL fizioloske otopine da se ispere krv i 250mL fiksativa (4% formaldehid
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u PBS) kako prilikom vadenja tkiva za analizu ne bi doslo do oste¢enja. Nakon kraniotomije,
mozdana su debla izvadena te su ostavljena u 15% otopini saharoze u fiksativu na 4°C dok
tkivo ne potone, a potom su premjestena u 30% otopinu saharoze u PBS kroz 24 sata na 4°C.
Tkivo je potom smrznuto na -80°C uklopljeno u Tissue-Tek i rezano na kriotomu na debljinu
od 30um. Rezovi regija od interesa (Sp5C) su stavljeni u jazice s 0.25%vol otopinom
deterdzenta Triton X-100 u PBS (u daljnjem tekstu PBST).

4.5.3 Imunohistokemijsko bojanje

U imunohistokemijskom bojanju kori$teno je primarno protutijelo na C-Fos i sekundarno
fluorescentno obiljeZeno protutijelo. Reprezentativni prerezi su izabrani i stavljeni u jazice, tri
puta isprani u 500mL PBST po 5 minuta uz njihanje. Nakon ispiranja, u svrhu blokiranja
nespecifiéne imunoreaktivnosti, uzorci su inkubirani u 500mL 10%vol NGS kroz 60 minuta i
potom se postupak od tri ispiranja u PBST ponovio. Zatim je dodano 200mL otopine
primarnog protutijela na c-Fos u razrjedenju 1:500 u PBST i ostavljeno na inkubaciju 24 sata.
Potom je ponovljen postupak ispiranja 3 puta sa PBST te je dodano fluorescentno obiljezeno
sekundarno protutijelo za inkubaciju 2 sata u mraku. Nakon ispiranja 3 puta sa PBST, prerezi
su posloZeni na stakalca i nakon suSenja pokriveni sredstvom za lijepljenje pokrovnica 1

pokrovnim stakalcima.

4.5.4 Kvantifikacija ekspresije c-Fos

Stakalca s prerezima su promatrana pod fluorescentnim mikroskopom (Olympus BX-51,
Olympus, Tokyo, Japan), odabrana su 3 ili 4 prereza svake zivotinje u razini Sp5C te je cijela
povrsina Sp5C fotografirana u 3 dijela digitalnom kamerom (Olympus DP-70, Olympus,
Tokyo, Japan). Za brojenje stanica pozitivnih na c-Fos koristen je ra¢unalni program (cellSens
Dimension, Olympus, Tokyo, Japan). Ru¢no je na svakoj fotografiji odredeno podrucje na
kojem se broje signali da se izbjegne dvostruko prebrojavanje zbog preklapanja fotografija.

Broj signala je zbrojen za svaku Zivotinju, posebno za lijevu i desnu stranu.

4.6 Bihevioralni testovi za mjerenje boli

Za mjerenje boli na osnovu ponaSanja Stakora koriStena je ljestvica izraza lica Stakora (rat
grimace scale — RGS) (115). To je semikvantitativna metoda procjene stupnja boli Stakora na
osnovu 4 parametra: stisnutost kapaka, zaravnavanje nosa i obraza, promjene usiju i promjene
brkova. Svakoj od tih kategorija daje se vrijednost od 0 do 2 boda u odnosu na poznate
standarde. Izracuna se zbroj vrijednosti pojedinih parametara te se dobije vrijednost za svaku

Zivotinju.
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4.6.1 Eksperimentalne skupine i tretiranje zivotinja

U pokus je ukljuc¢eno 12 Stakora (8 onih koji su koristeni za odredivanje c-Fos u Sp5C i 4
dodatna) koji su podijeljeni u 3 eksperimentalne skupine: skupina koja nije ni¢im tretirana (3
zivotinje), skupina tretirana fizioloSkom otopinom (4 Zivotinje), skupina tretirana formalinom
(5 Zivotinja). Stakori su bez anestezije tretirani formalinom i fizioloskom otopinom kao §to je
opisano u odlomku 4.2 Ispitivane tvari. Pristup bez anestezije je koristen jer se pokazalo da

anestezija izofluranom utjece na ponasanje zivotinja i smanjuje bihevioralno izrazavanje boli.

4.6.2 Mjerenje ponasanja zivotinja prema RGS

Zivotinje su potom promatrane 40 minuta te su fotografirane digitalnom kamerom u
intervalima od 3 minute. Od 4 moguca parametra u ovom su pokusu koristena tri dok
zaravnavanje nosa i obraza nije jer Zivotinje nisu pokazivale nikakvu promjenu u tom

parametru. Fotografije su bile obiljeZene na nacin nevidljiv ocjenjivacu.

4.7 Statisticka obrada rezultata

Za statisticku obradu rezultata koristen je program GaphPad Prism v.5.00 (GraphPad
Software, San Diego, California, SAD). Nakon analize varijance statisticka znacajnost je
provjerena s Newman-Keuls post hoc testom. Za analizu povezanosti varijabli koristeni su
Pearsonov koeficijent korelacije (r) i linearna regresija. Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ke
sredine i standardne pogreske aritmeticke sredine (SEM). Statisti¢ki znac¢ajnom se smatrala

vrijednost p manja od 0.05 (p < 0.05).
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5 Rezultati

5.1 Odnos upale nosne suznice i upale dure.

Kao sto je 1 o¢ekivano, kapsaicin 1 formalin dovode upale nosne sluznice Sto se vidi
povec¢anom ekstravazacijom Evansovog modrila u nosnoj sluznici zivotinja koje su tretirane
kapsaicinom ili formalinom u odnosu na zivotinje tretirane fizioloskom otopinom (Slika 1) sto
znaci da je upala u nosu zivotinja uspjesno izazvana. Upala je bila lokalizirana najvise oko
mjesta instiliranja formalina ili kapsaicina (ulaz u maksilarni sinus) $to je primije¢eno

prilikom vadenja nosne sluznice.

Kapsaicin i formalin dani intranazalno takoder dovode do pojacane ekstravazacije Evansovog
modrila u duri §to se moze pripisati upali dure (Slika 2). Korelacija izmedu ekstravazacije
Evansovog modrila nosne sluznice i dure je prisutna $to znaci da §to je jaca upala nosne

sluznice to je i upala dure jaceg intenziteta (Slika 3).
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Slika 1: Davanje kapsaicina (0.1%) ili formalina (2.5%) u nos Stakora pra¢eno je upalom
nosne sluznice i posljedicnom ekstravazacijom Evansovog modrila u sluznicu nosne Supljine
(izraZeno u nanogramu Evansovog modrila po miligramu tkiva). *p < 0.05 u odnosu na

kontrolnu skupinu tretiranu fizioloskom otopinom
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Slika 2: Davanje kapsaicina (0.1%) ili formalina (2.5%) u nos §takora praceno je
ekstravazacijom Evansovog modrila u tkivo dure (izrazeno u nanogramu Evansovog modrila

po miligramu tkiva). *p < 0.05 u odnosu na kontrolnu skupinu tretiranu fiziolosSkom otopinom
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Slika 3: Pravac linearne regresije izmedu upale nosne sluznice i upale dure. Prikaz za sve
eksperimentalne skupine zajedno: krug — fizioloska, trokut — formalin, kvadrat — kapsaicin.
(R?=0,2712; p = 0.0155)

5.2 Bihevioralne promjene

PonasSanje Zivotinja mjereno preko promjene izraza lica se mijenja pod utjecajem
intranazalnog davanja formalina (Slika 4). Zivotinje kojima je dan formalin imaju ve¢e RGS
bodove u odnosu na skupinu tretiranu fizioloSkom otopinom ili skupinu bez intranazalnog

tretmana (Slika 5). Takoder postoji mala, ali znacajna korelacija izmedu promjene ponasanja
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zivotinja pod utjecajem boli mjerene RGS metodom i broja c-Fos pozitivnih stanica po

prerezu Sp5C (Slika 6) Sto pokazuje da je aktivnost SpSC zadovoljavajuéa posredna mjera

boli u ovom modelu.

Slika 4: Reprezentativne fotografije izraza lica zivotinja nakon davanja fizioloske otopine
(slika a, bez boli) ili formalina (slike b i c, srednja odnosno jaka bol) u nos. Vide se promjene

u poloZaju brkova, stisnutosti ocnih kapaka te poloZaju i1 obliku uski.

ukupni
RGS bodovi
S

: : .
kontrola fizioloska formalin

Slika 5: RGS bodovi skupljeni tijekom promatranja zivotinja kroz 39 minuta nakon
intranazalnog davanja formalina ili fizioloske otopine u odnosu na skupinu Zivotinja koja nije
tretirana intranazalno. *p < 0.05 u odnosu na skupinu tretiranu fizioloSkom otopinom i

kontrolnu skupinu.
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Slika 6: Korelacija izmedu ukupnih RGS bodova tijekom 40 minuta promatranja Zivotinja
(vodoravna 0s) i broja c-Fos pozitivnih stanica po prerezu Sp5C ipsilateralne tretiranoj
nosnici ili prosjeka obje Sp5C ukoliko se radi o Zivotinjama bez tretmana (okomita 0s) za sve
eksperimentalne skupine zajedno: krug — bez tretmana, kvadrat — fiziolo$ka otopina, trokut —
formalin. (R? = 0,6948; p = 0.0027)

5.3 Aktivacija neurona kaudalne spinalne trigeminalne jezgre

Prema ocekivanjima, upala 1 bol izazvana instiliranjem formalina izaziva aktivaciju Sp5C §to
se moze pratiti imunohistokemijskim mjerenjem ekspresije gena ranog odgovora c-Fos.
Zivotinje tretirane formalinom imaju visi izrazaj c-Fos u Sp5C u odnosu na Zivotinje tretirane
fizioloskom otopinom $§to se vidi promatranjem prereza na fluorescentnom mikroskopu (Slika
7) i nakon kvantifikacije fluorescentnog signala (Slika 8). Takoder, jezgra koja je na istoj
strani (ipsilateralna) kao i nosnica u koju je formalin instiliran pokazuje jacu aktivaciju od one

na suprotnoj strani (kontralateralna).
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Slika 7: Fluorescentna mikroskopska fotografija Sp5C Stakora kojima je dan formalin (2.5%)
u jednu nosnicu obojane monoklonskim protutijelima na c-Fos koji je marker rane aktivacije
neurona puta boli. a) Jezgra na istoj strani kao i davanje formalina. b) Jezgra na suprotnoj

strani od davanja formalina. ¢) Jezgra Zivotinje kojoj je dana fizioloSka otopina.

o)
g

% + EZE fizioloska kotralateralno
—_— EZ3 fizioloska ipsilateralno
BE3 formalin kontralateralno
@™ formalin ipsilateralno

*

N
e

broj stanica pozitivnih na
c-Fos po prerezu Sp5C

Slika 8: Broj imunohistokemijski pozitivnih stanica na c-Fos po jednom prerezu Sp5C jedne
strane. Termini ipsilateralno i1 kontralateralno oznacavaju stranu na kojoj je analiziran broj c-
Fos — pozitivnih stanica u Sp5C u odnosu na stranu intranazalnog tretmana (fizioloska

otopina ili 2.5% formalin). * p < 0.001 u odnosu na fizioloSka kontralateralno i ipsilateralno.

+ p < 0.01 u odnosu na formalin kontralateralno.
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6 Rasprava

6.1 Upala nosne sluznice povezana je s upalom tvrde mozdane ovojnice

Od prije je poznato da eksperimentalna upala u podrucju trigeminalne inervacije izaziva
neurogenu upalu dure (Tablica 3). Do sada je istrazivana upala u potkoznom i mi§i¢nom
tkivu lica (7) i u temporomandibularnom zglobu (8). Obje strukture spadaju u mezenhimska
vezivna ili miSi¢na tkiva. Rezultati prikazani ovdje pokazuju da i djelovanje upale izazvane
kemijskim sredstvima na epitelnom tkivu kao §to je sluznica nosa mogu izazvati upalu dure
(Slika 2). Ovdje je mjerena samo jedna komponenta upale dure: povecana propusnost krvnih
zila preko ekstravazacije Evansovog modrila. Medutim, ve¢ je pokazano da je propusnost
krvnih zila dure pra¢ena i drugim komponentama upale kao $to je infiltracija upalnim
stanicama kad je upala dure izazvana manipulacijom grana trigeminalnog zivca (9). Odnos
izmedu intenziteta upale nosne sluznice 1 dure je proporcionalan $to znaci da je jaca upala
nosne sluznice povezana s jacom upalom dure (Slika 3). Takav kvantitativan odnos nije u
tolikoj mjeri prisutan kod upale dure izazvane upalom u potkoznom i misi¢énom tkivu lica ili

TMZ (7.,8).

Epidemioloske i klinicke studije su pokazale povezanost razli¢itih patoloskih stanja nosne
Supljine i sinusa s migrenom. Studija koja je istrazivala povezanost Sirokog spektra
respiratornih simptoma od kojih neki nisu primarno patologija nosa (astma, kroni¢ni
bronhitis, peludna groznica) s migrenom, pokazala je da migrena 1.5 puta ¢esSc¢a kod bolesnika
s tim poremecajima nego u op¢oj populaciji (116). Studije koje su istrazivale koliko dio
glavobolja koje su pripisivane bilo kojoj patologiji sinusa odgovara klini¢koj slici migrene
pokazale su da viSe od 86% tih pacijenata ispunjava kriterije za migrenu ili vjerojatnu
migrenu (96,97). Alergijski rinitis povezan je s migrenom (2), a mogao bi biti jedan od
uzro¢nih ¢imbenika bududi da je kohortna studija na djeci pokazala relativni rizik
obolijevanja od migrene 3.2 ako dijete boluje od alergijskog rinitisa (98). Takoder,
frekvencija epizoda migrene je veca kod pacijenata koji boluju od mijesanog rinitisa (99).
Kroni¢ni sinusitis je takoder povezan s migrenom, ali je povezanost jos jaca kod trigeminalne

autonomne cefalgije (100).

Osim upalnih bolesti nosa i sinusa, i anatomske su abnormalnosti povezane s migrenom. Ipak,
treba re¢i da dokazi u ovom polju jos nisu toliko opsezni. Anatomske varijante koje se
povezuju s migrenom su: septalni izbojak, bulozna srednja nosna $koljka, sinusne patologija i
intranazalne kontaktne tocke (1). Intranazalne kontaktne tocke (mjesta gdje se sluznica nosa
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dodiruje, a ne bi trebala biti u kontaktu) i septalni izbojak (koStana izraslina septuma koja
moze vrsiti kontakt s srednjom nosnom $koljkom) su najvise proucavani. Pacijenti koji imaju
migrenu ¢eS¢e imaju intranazalne kontaktne tocke (102), a njihovo operativno uklanjanje
moze kod nekih pacijenata dovesti do pobolj$anja migrene (101). Takoder, operativno

uklanjanje septalnog izbojka moze dovesti do olakSavanja migrene (103).

Ovdje pokazana povezanost upale nosne sluznice i upale dure bi mogla biti jedna od
patofizioloskih podloga epidemioloske veze izmedu patologije nosne Supljine i primarne

glavobolje.

6.2 Aktivacija neurona Sp5C i bihevioralne promjene

Formalinom izazvana upala i posljedi¢na bol uzrokuje aktivaciju neurona Sp5SC mjerenu
ekspresijom markera rane aktivacije c-Fos (Slika 8) i promjenu ponasanja zZivotinja mjerenu
preko izraza lica (Slika 5). Praéenje tih parametara bi mogla biti dobra mjera u budu¢im
ispitivanjima analgetskog uc¢inka nekih tvari na bol porijekla nosne Supljine ili sinusa. Naime,
te bi tvari ako imaju analgetski uéinak trebale smanjiti ekspresiju c-Fos u Sp5C i promjenu
ponasanja kao Sto je pokazano u sluc¢aju davanja formalina u obraz Stakora i koriStenja
botulinum toksina kao analgetika (113). Takoder bi bilo zanimljivo istraziti ovisi li promjena

ponasSanja zivotinja viSe o intenzitetu upale nosne sluznice ili dure.

Alodinija i hiperalgezija izazvana perifernom ili centralnom senzitizacijom trigeminalnog
puta boli (odlomci 1.2.5i 1.4.1) bi takoder mogle biti patofiziolo§ka podloga veze poremecaja
nosne Supljine i sinusa sa primarnim glavoboljama budu¢i da smo ovdje pokazali da upala
nosne Supljine izaziva aktivaciju stanica Sp5C (Slika 8). Buduci da prvi neuroni puta boli iz
nosne Supljine i dure konvergiraju na iste sekundarne neurone u Sp5C (67), njihova aktivacija
bolnim podrazajem iz nosa moze ih senzitizirati te oni postanu osjetljivi na inace neSkodljive

podrazaje dure §to se manifestira kao glavobolja.
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