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1. UVOD



1.1. Botulinum toksin

Clostridium botulinum je gram pozitivna sporogena bakterija koja u anaerobnim uvjetima
prelazi u vegetativni oblik, u ¢ijem se citosolu stvara sedam razlicitih serotipova
neurotoksina: tip A, B, CI, D, E, F 1 G. Ovi toksini djeluju specificno na perifernim
kolinergi¢nim ziv¢anim zavrSecima, gdje prijece egzocitozu acetilkolina iz presinaptickog
neurona (1). Trovanje botulinum neurotoksinima uzrokuje botulizam, pri ¢emu se
procjenjuje da je letalna koli¢ina kristalinicnog botulinum toksina tipa A (BT-A) oko 70 pg
kod peroralnog unosenja, 0,09-0,15 pg uslijed intravenske i intramuskularne primjene,
odnosno 0,70-0,90 pg ako se inhalira, $to ga €ini najpotentnijim otrovom u prirodi i zbog
Cega predstavlja prijetnju kao potencijalno bojno oruzje (2). Usprkos tome, u
nanogramskim koli¢inama procis¢eni toksin se klinicki primjenjuje u terapiji razli€itih
stanja karakteriziranih pove¢anom miSi¢nom kontrakcijom, pri ¢emu lokalno injiciranje u
misi¢e dovodi do dugotrajne paralize.

1.1.1. Struktura botulinum toksina tipa A

BT-A se stvara kao kompleks od 900 kDa, a ¢ini ga neurotoksi¢na - bioloski aktivna
komponenta veli¢ine 150 kDa i netoksi¢ni proteini. Netoksicni proteini nisu fizioloski
aktivni, ve¢ se smatra da stite bioloski aktivni dio molekule od proteolize i denaturacije pri
visokoj temperaturi ili kiselom pH, primjerice u probavnom sustavu prilikom peroralnog
trovanja toksinom. Bioloski aktivni dio molekule oblikuju dva lanca povezana disulfidnom
vezom, a ¢ini ga 1296 aminokiselina (1). Dugi lanac, veli¢ine oko 100 kDa, odgovoran je
za vezanje neurotoksina za presinapticke membrane, dok kratki lanac (50 kDa) posjeduje
endopeptidaznu aktivnost i specifi¢no cijepa kljucne proteine u procesu vezanja sinaptickih
mjehuri¢a s membranom (3). Trodimenzionalna struktura pokazuje da se BT-A sastoji od
tri domene, veli¢ine oko 50 kDa, pri ¢emu je jedna odgovorna za vezanje neurotoksina za
membranu, druga omogucuje ulazak toksina u stanicu, dok je treca aktivna i posjeduje
endopeptidaznu aktivnost (4).

1.1.2. Mehanizam djelovanja botulinum toksina tipa A na Zivéano-misi¢noj
spojnici
Intoksikacija s BT-A moze se opisati u nekoliko koraka (Slika 1) (5,6):

(1) Prvi je korak vezanje toksina za akceptore na membranama. Unato¢ brojnim
istrazivanjima potencijalnih veznih mjesta na presinaptickim membranama, ona do danas
nisu identificirana. Predlozen je model dvostrukog receptora, gdje se pretpostavlja da se
dugi lanac sastoji od dvije pod-domene, od kojih se jedna veze za glikoproteine, dok se
druga domena veze za poligangliozide u stani¢noj membrani.

(2) Nakon specificnog vezanja, slijede procesi internalizacije i translokacije toksina u
citosol. Proces translokacije zapoCinje promjenama u strukturi toksina pod utjecajem
kiselog pH, nakon cega slijedi ugradnja toksina u membranu endosoma, translokacija
kratkog lanca s luminalne na citosolnu povr§inu membrane endosoma, redukcija disulfidne
veze, te kona¢no odvajanje kratkog od dugog lanca.

(3) Kratki lanac je specificna, o cinku-ovisna, endoproteaza koja cijepa jedan ili vise
proteina kljuénih u procesu egzocitoze neurotransmitora. SNAP-25 (SyNaptosomal



Associated Protein veli¢ine 25 kDa), sinaptobrevin i sintaksini se zajednickim imenom
zovu SNARE (Soluble N-ethylmaleimid fusion protein Attachement Protein (SNAP)
Receptor) proteinima, a omogucuju fuziju membrana sinaptickog mjehurica i1 presinapticke
membrane neurona (7). lako svi inhibiraju lucenje acetilkolina iz Ziv€anih zavrSetaka,
pojedini serotipovi botulinum neurotoksina razlikuju se po intracelularnim ciljnim
proteinima koje cijepaju, po karakteristikama djelovanja, te prema potentnosti. Osim BT-
A, SNAP-25 cijepaju i BT-C1 1 BT-E, serotipovi B, D, F i G cijepaju sinaptobrevin ili
VAMP (Vesicule-Associated Membrane Protein), a tip C1 cijepa i sintaksine. Djelovanje
BT-A i CI na ziv€ano-miSi¢noj spojnici je najdulje (u ljudi 4-6 mjeseci), a BT-E najkrace
(u ljudi 4-6 tjedana) (8).

kratki lanac
BT-A

mjehuri¢ s
acetilkolinom

SNAP-25

Slika 1. Mehanizam djelovanja botulinum toksina tipa A (modificirano prema ref. 1)
Nakon vezanja za specificne akceptore na membranama neurona, za $to je vjerojatno
odgovoran dugi lanac, slijedi internalizacija i translokacija bioloski aktivnog kratkog
lanca BT-A u citosol, koji cijepa SNAP-25 protein i tako sprjecava egzocitozu acetilkolina.

Uslijed injiciranja malih koli¢ina toksina u misi¢, Ziv€ano-miSi¢na spojnica oko mjesta
injiciranja postaje paralizirana i gubi funkcionalnost. Injicirani mis$i¢ i miSi¢na vlakna
postepeno atrofiraju, dok se motorna ploca povecava. Dolazi do stvaranja novih ogranaka
zivaca koji sadrze proteine ukljuCene u proces neuroegzocitoze, preuzimajuéi funkciju
zahvac¢ene motorne ploc¢e (6). Remodeliranje motorne ploce zapocinje stvaranjem kratkih
ogranaka, i to ve¢ 4 dana nakon intramuskularnog injiciranja BT-A. Ogranci se u sljedeca
4 tjedna postepeno povecavaju, protezu¢i se paralelno s longitudinalnom osi misiénog
vlakna i preuzimaju funkciju egzocitoze acetilkolina. Na postsinaptiCkim membranama
takoder dolazi do reorganizacije nikotinskih receptora, koji su sada smjeSteni nasuprot
novostvorenim funkcionalnim ograncima. Pritom se povecava broj motornih ploca na



jednom miSi¢nom vlaknu, kao 1 broj vlakana inerviranih jednim motornim aksonom (9).
Postepeno vracanje funkcije neuroegzocitoze glavnom ogranku primije¢eno je tek nakon 2
mjeseca od injiciranja BT-A, da bi se potpuno oporavilo nakon sljede¢ih mjesec dana.

O mehanizmima i molekularnim medijatorima sinapticke plasti¢nosti se jos uvijek premalo
zna, a pretpostavlja se da su u regulaciju ukljuceni razli¢iti proteini koji posreduju
unutarstani¢ne interakcije tijekom formiranja, sazrijevanja i odrzavanja ziv€ano-miSi¢ne
spojnice.

Iako postoji viSe pretpostavki, kao Sto su dugotrajno zadrzavanje aktivnih proteolitickih
jedinica BT-A u neuronu (10) ili nefunkcionalnost SNAP-25 fragmenata nastalih
cijepanjem (11), jo§ uvijek nema kona¢nog objasnjenja duljine djelovanja botulinum
toksina, koja je glavni razlog njegove klinicke primjene. Za sada, nije moguce objasniti niti
prestanak djelovanja, tj. sudbinu bioloski aktivnog kratkog lanca BT-A u presinaptickoj
stanici. Moguc¢nosti, kao §to su transport kratkog lanca duz aksona ili njegova moguca
proteoliza u citosolu ili lizosomima, zahtijevaju dodatna istraZivanja.

1.1.3. Klinic¢ka primjena botulinum toksina

Od svih sedam serotipova botulinum toksina, za sada se u terapiji koriste samo dva, i to tip
A (Botox®, Botox® Cosmetic, Allergan, SAD; Dysport®, Ipsen, Velika Britanija; Xeomin®,
Merz, Njemacka), i tip B (Myoblock®, Elan Pharmaceuticals, SAD). Potentnost im je
izrazena u internacionalnim jedinicama (i.j.), pri ¢emu jedna jedinica odgovara koli¢ini
toksina koja nakon intraperitonealne primjene prouzro¢i smrt 50% misSeva (12) (1 1.
Botox"-a odgovara 0,048 ng BT-A).

Razlike izmedu BT-A i1 BT-B postoje u potentnosti, trajanju djelovanja, ucestalosti
nuspojava i antigenosti. Dok djelovanje BT-B (Myoblock™) nastupa prije, ono traje krace,
uz vise zabiljezenih nuspojava, a potrebne su 1 do nekoliko puta vec¢e doze od doza BT-A
(13). Medutim, razlike postoje i izmedu razli¢itih komercijalnih pripravaka BT-A. Tako
jednoj jedinici Botox®-a po potentnosti odgovaraju 3-4 jedinice Dysport*-a. Za razliku od
ova dva komercijalna pripravka koji sadrze BT-A u obliku kompleksa veli¢ine 900 kDa,
najnoviji pripravak Xeomin® sadrzi samo bioloski aktivni dio BT-A veli¢ine 150 kDa.

Terapijska primjena BT-A odobrena je 1989. godine od Ameri¢ke agencije za hranu i
lijekove (FDA - Food and Drug Administration) najprije za lijeCenje strabizma,
blefarospazma 1 hemifacijalnog spazma, da bi se 2000. godine proSirila primjena na
cervikalnu distoniju, te djecju cerebralnu paralizu i1 spasticitet misica razliite etiologije
(12). Stovise, 2002. godine odobrena je primjena toksina u kozmeticke svrhe za tretiranje
bora, ¢ime je botulinum toksin postao poznat i najsiroj javnosti. Danas je primjena BT-A
odobrena i kod poremecaja autonomnog Ziv€anog sustava, i to kod primarne aksilarne
hiperhidroze (12) (Tablica 1).



Tablica 1. Terapijska primjena BT-A (odobrena i u fazi ispitivanja) u poremecaja
karakteriziranih povecanom misicnom kontrakcijom i poremecaja autonomnog zivéanog

sustava

Odobrena Ref.

Fokalne distonije: blefarospazam 14

cervikalna distonija 15

Hemifacijalni spazam 16

Strabizam 17

Kozmeticka primjena — bore 18

Djecja cerebralna paraliza 19

Autonomni poremecaji: primarna aksilarna hiperhidroza 20

U fazi ispitivanja

Ostale fokalne distonije: laringealna 21

profesionalne 22

Esencijalni tremor ruku i glave 23

Multipla skleroza 24

Autonomni poremecaji: fokalna hiperhidroza 25

hipersalivacija 26

hiperlakrimacija 27

Freyev sindrom 28

Gastrointestinalni poremecaji: ahalazija 29

analne fisure 30

disinergija misica zdjelice 31

Uroloski poremecaji: neurogena hiperreaktivnost mjehura 32

benigna hiperplazija prostate 33

Tijekom posljednjih godina, povecava se broj nalaza o povoljnom djelovanju BT-A kod
razli¢itih bolnih stanja koja prate spasticitet, ali 1 u boli koje nisu pracene povecanom
miSi¢nom kontrakcijom.



1.2. Patofiziologija boli

Bol je ,,...neugodno senzorno i emocionalno iskustvo povezano sa stvarnom ili moguc¢om
ozljedom tkiva...”“ (IASP - International Association for Study of Pain), koja ne ukljucuje
samo prijenos razli¢itih nociceptivnih (bolnih) informacija, ve¢ i njihovu emocionalnu i
kognitivnu obradu u mozgu.

Za razliku od drugih somatosenzornih modaliteta koji se adaptiraju i slabe uslijed
ponavljanja podrazaja, osjet boli se pojacava. Bol moze biti rano upozorenje koje Stiti
organizam od moguce ozljede i1 pokrec¢e odredene odgovore, te je kao takva neophodna za
prezivljavanje organizma u okoliSu. Pojacanje boli uslijed ponavljanja predstavlja i
upozorenje o rastu¢oj opasnosti od oStecenja tkiva i organizma.

Bol moze biti i patoloska (na primjer, uslijed ozljede ili disfunkcije zivéanog sustava),
kroni¢nog trajanja te viSe nema funkciju svrsishodnog upozorenja, ve¢ sama moze oStetiti
funkcioniranje, pa i Zivot organizma.

Razli¢iti sloZzeni molekularni i1 staniéni mehanizmi unutar perifernog i/ili srediSnjeg
zivéanog sustava (SZS-a) pridonose nastanku i trajanju boli. Usprkos intenzivnim
istrazivanjima neurobiologije 1 patofiziologije boli, za neka bolna stanja jo$ uvijek nisu
poznati mehanizmi nastanka.

Svi postojeci lijekovi koji se koriste u lije¢enju boli djeluju kratkotrajno i, unato€ razli¢itim
terapijskim pristupima, teSko mogu patnju bolesnika ukloniti jednoliko i tijekom duljeg
vremena.

1.2.1. Osjetni receptori

Somatosenzori¢ki sustav prenosi informacije iz osjetnih receptorskih organa u kozi,
misi¢ima, zglobovima i unutarnjim organima u SZS putem primarnih aferentnih neurona.
Medu osjetne informacije koje prenosi somatosenzoricki sustav, ubrajaju se: mehanicki
osjeti, poput dodira i tlaka, treperenja i vibracije; toplinski osjeti (toplo 1 hladno); osjet
boli; osjet polozaja i zglobnih pokreta (propriocepcija) i osjet visceralnog istezanja
(Tablica 2).

Mehanoreceptori reagiraju na mehanicke podrazaje, poput gladenja ili udubljivanja koze,
pritiska, pokreta, treperenja, a mogu se adaptirati sporo (Merkelovi i Ruffinijevi zavrSeci)
ili brzo (Meissnerova 1 Pacinijeva tjeleSca). Veéinu aksona koji opskrbljuju
mehanoreceptore ¢ine mijelinizirana Af-vlakna velike brzine provodenja podrazaja
(Tablica 2).

Termoreceptori za hladno i toplo adaptiraju se sporo, a izvjeS¢uju o temperaturi koze.
Receptori za toplo ne mogu izvjestavati o boli uzrokovanoj toplinom, budu¢i da prestaju
prenositi podrazaje (izbijati) kada temperatura prijede granicu ostec¢enja tkiva (~ 45 °C).
Vec¢inu receptora za hladno opskrbljuju mijelinizirana Ad-vlakna koja brzo provode

podrazaje, a receptore za toplo nemijelinizirana C-vlakna male brzine provodenja (Tablica
2).

Nociceptori su prisutni u vecini tkiva, ukljucujuéi kozu, misic¢e, unutarnje organe, krvne
zile 1 kosti, a reagiraju na podrazaje koji mogu uzrokovati oste¢enje tkiva (35). Morfoloski,
za razliku od mehanoreceptora, oni su gole zivcane okoncine, tj. nisu obavijeni stani¢nom




kapsulom koja bi ih S$titila od djelovanja razli¢itih kemijskih tvari izlucenih ili
primijenjenih u kozu.

Nociceptori u kozi se, prema vrsti podrazaja na koji reagiraju, dijele u dvije skupine
(Tablica 2):

1. Ad-mehanicke, koji odgovaraju na mehanicke podrazaje jakog intenziteta (ubadanje i
gnjecenje koze) i

2. C-polimodalne, koji reagiraju na razliite vrste Stetnih podrazaja (mehanicke, toplinske,
kemijske).

Ovi se receptori razlikuju od ostalih mehanoreceptora i termoreceptora po visokom pragu
podrazaja. Njih, u fizioloSkim uvjetima, aktiviraju samo podrazaji visokog intenziteta.
Iznimno, u slucaju oste¢enja tkiva ili Zivca, nociceptori se mogu aktivirati podrazajima
nizeg intenziteta i razli¢itim tvarima iz drugih izvora (vidi kasnije).

Tablica 2. Osobine (modalitet, podmodalitet, receptor, tip vlakna, brzina provodenja, vrsta
podrazaja) osjetnih receptora (prema ref. 34 )

Ti Brzina Vrsta
Modalitet Podmodalitet Receptor P provodenja .
vlakna podrazaja
(m/s)
Sporo Merkelovi Pritisak, oblik,
adaptirajuéi tip I | zavrSeci AB 42-72 tekstura
Sporo e ,
adaptirajuci tip Ruff:ml]'ew AB 42-72 Moguce. N
. zavrseci rastezanje koze
Mehanoreceptori | 11
... | Meissnerova Treperenje,
Brzo adaptirajuci felesca AB 42-72 Pokret
Brzo adaptirajuéi Ifac1{11j eva ApB 42-72 Vibracija
tjeleSca
Toplo Ziveani C 0,5-1,2 Toplina
. zavrseci
Termoreceptori > —
Ziv€ani .
Hladno . Ad 12-36 Hladnoc¢a
zavrseci
Mijelinizirana | 21Y¢301 A 12-36 Ostra bol
Nociceptori zva}vrvsec'l .
Nemijelinizirana chva . C 0,5-1,2 Tupa difuzna
zavrseci bol
Zivéani
zavrseci .
Aferentna vlakna | sli¢ni Protektwnra
. o ApB 42-72 uloga protiv
iz zgloba Ruffinijevim . .
. AR hiperekstenzije
1 Pacinijevim
Proprioceptori eleScima
Golgijevi tetivni | Golgijevi | ) 72-120 Tenzija migica
organi zavrseci
Tip 1 Aa 72-120 DuzZina miSic¢a
Misiéna vretena Epﬂl} _ AP 42-72 Duzina miSica
uffinijeva i . .
felesca AB 42-72 Zglobni pokreti




Proprioceptori daju informacije o zglobnim pokretima, duzini i tenziji misica, tj. o polozaju
tijela u prostoru. Tri su podskupine proprioceptora: ziv€ani zavrSeci u zglobovima,
Golgijevi zavrseci u Golgijevim tetivnim tkivima 1 skupine receptora iz miSi¢nog vretena
(34). Sve receptore opskrbljuju debela mijelinizirana vlakna (Ao i AP) velike brzine
provodenja impulsa (Tablica 2).

1.2.2. Primarni aferentni Zivci

Periferna aferentna vlakna iz koze i drugih organa se razlikuju po morfologiji, brzini
provodenja i funkciji njihovih terminalnih receptora (35) (Slika 2).

Tip

viakna Ac AB AS c
=] a
— ~

Promjer (um) 13-20 6-12 1-5 0,2-1,5

Brzina (m/s) 80-120 35-75 5-30 0,5-2

Slika 2. Osobine perifernih aferentnih viakana koja opskrbljuju osjetne receptore
(modificirano prema www.bioon.com/book/biology/whole/html/chapter 12.ht). Aa-viakna
su mijelinizirana viakna velike brzine provodenja impulsa. Ona provode impulse
porijeklom iz misSicnog vretena. Sudjeluju u brzom prijenosu informacija izmedu misic¢a i
kraljesnicne mozdine. Primarna Af-vlakna su mijelinizirana viakna velikog promjera, a
viakana. Tip I Ad-vlakana odgovara na jaki termalni podrazaj (~ 52 C) i nije osjetljiv na
kapsaicin, dok tip Il Ad-viakana, kao i C-viakna, reagiraju na srednje jaki termalni
podrazaj (~ 45 °C) i kapsaicin. Veéina C-viakana su polimodalni receptori osjetljivi na
bolne termalne, mehanicke i kemijske podrazaje.

Impulsi se od osjetnih receptora prenose u SZS primarnim aferentnim aksonima (periferna
grana), ¢ija su tijela u ganglijima dorzalnih korjenova. SrediSnja grana primarnih
aferentnih zivaca ulazi u kraljeSni¢nu mozdinu, gdje se aktiviraju naredni neuroni osjetnog
sustava. Morfoloski 1 funkcionalno, dva su glavna tipa senzornih stanica u ganglijima



dorzalnih korjenova: male, promjera 10-30 pum, ¢iji su aksoni nemijelinizirana C-vlakna 1
velike, promjera 40-70 um, ¢iji su aksoni mijelinizirana vlakna velike brzine provodenja
impulsa. Vecina perifernih grana malih stanica su termoreceptori, mehanoreceptori i

nociceptori, dok su grane stanica ve¢eg promjera mehanoreceptori niskog praga podrazaja
(36).

C-nociceptore opskrbljuju nemijelinizirana vlakna male brzine provodenja (0,5-1,2 m/s),
dok Ad-mehanicke nociceptore opskrbljuju fina aferentna mijelinizirana vlakna vece
brzine provodenja akcijskih potencijala (12-36 m/s).

Zbog razlicite brzine provodenja aferentnih vlakana iz koze, kutana bol je karakterizirana
dvjema fazama (Slika 3).

Prva bol
/ D bol
ruga bo
/ g

Intenzitet boli

+ Vrijeme

Bolni podrazaj

Slika 3. Dvije faze kutane boli (modificirano prema ref. 35): prva faza (prva bol) je
posljedica aktivacije mijeliniziranih Ad-vlakan, te nastupa brzo, traje kratko, visokog je
intenziteta (,,o5tra”) i dobro je lokalizirana, druga faza (druga bol) je posljedica aktivacije
nemijeliniziranih C-vlakana, nastupa sporije, traje dulje, slabijeg je intenziteta (,,tupa”) i
lose je lokalizirana.

Vecina C i Ad nociceptora iz unutarnjih organa, za razliku od onih u kozi, neosjetljivi su
na bolne podrazaje u normalnim (fizioloSkim) uvjetima, odnosno u neozlijedenom,
neupaljenom tkivu. Aktiviraju se tek upalnim medijatorima i postaju osjetljivi na
mehanicke podrazaje. Njihova je gustoca, u usporedbi s gustoom nociceptora u kozi,
relativno mala, pa se ¢ini da je to jedan od uzroka difuzne i slabo lokalizirane prirode
visceralne boli (37).

Vecina nociceptivnih vlakana koji inerviraju misi¢ su mala mijelinizirana vlakna grupe III
(odgovaraju kutanim Ad-vlaknima) i1 nemijelinizirana vlakna grupe IV (odgovaraju
kutanim C-vlaknima). Vlakna grupe III odgovaraju na rastezanje i kontrakciju misica, te
pritisak koji nije bolan. Vlakna grupe IV mogu odgovarati na termalni podrazaj, kao i na
ishemiju/hipoksiju 1 lokalizirano poveéanje pritiska na misi¢ (38). Za razliku od boli
porijeklom iz koze, miSi¢na je bol karakterizirana, bez obzira na vremenski tijek, kao tupa i
gréevita.



1.2.3. Neuronalna plasti¢nost

Senzorni se neuroni, pod utjecajem razliitih vanjskih utjecaja, mogu mijenjati
funkcionalno, strukturalno, kemijski (39). Pritom se modificira njihova provodljivost. Na
primjer, stimulacija AB-vlakna nakon ozljede Zivca moZe uzrokovati bol. Osim toga,
neuroni se mogu senzitizirati, pri ¢emu se njihova osjetljivost na razliite podrazaje
znacajno mijenja. U nekim patoloSkim stanjima neuroni mogu stvarati sinapse s neuronima
s kojima u normalnim uvjetima nisu u kontaktu (inervacija neurona u lamini II kralje$ni¢ne
mozdine Ap-vlaknima). Mehanizmi i znacenje ovakvih promjena za patofiziologiju
razli¢itih vrsta boli biti ¢e opisana kasnije u tekstu (vidi kasnije: Senzitizacija i mehanizmi
nastanka).

1.2.4. Neurotransmitori pri nocicepciji

Glutamat je glavni ekscitacijski neurotransmitor u svim neuronima u osjetnom putu.
Djeluje ekscitacijski preko ionotropnih AMPA (AMPA - a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazolpropionska kiselina) i NMDA (NMDA - N-metil-D-aspartat) receptora na
perifernim okoncinama aferentnih Zivaca (40), neuronima dorzalnog roga kraljeSnicne
mozdine i neuronima u talamusu (41). U fizioloskim uvjetima glutamat se luci na periferiji,
prilikom aktivacije nociceptora termalnim podrazajem ili primjenom kapsaicina, te preko
receptora na primarnim aferentnim zavrSecima nemijeliniziranih C-vlakana doprinosi
nocicepciji (42) (v. kasnije: Nociceptivna bol). Pri upali se pojac¢ano izlucuje iz
nociceptora, ali i iz okolnih dermalnih/epidermalnih stanica, makrofaga ili Schwannovih
stanica (40) 1 doprinosi povecanoj podrazljivosti neurona. Pri upali se periferno, osim
glutamata, oslobadaju i neuropeptidi: supstanca P (SP) i peptid srodan genu za kalcitonin
(CGRP) koji imaju vazne autokrine i parakrine ucinke (43,44,45).

Osim postsinapticki, djelovanje glutamata u dorzalnom rogu kraljesni¢ne mozdine moze
biti 1 na presinapticke NMDA receptore na membranama srediSnjih grana aferentnog
senzornog vlakna. Posljedica toga je dodatno povecanje lucenja neurotransmitora u
srediSnje sinapse (41).

Vise neurotransmitora je razliCito kolokalizirano u aferentnim ziv€anim zavrSecima, a
ovisno o porijeklu Ziv€anog zavrSetka (koZa, unutarnji organ, misi¢), tipu nociceptora (C-
vlakna vs. AB-vlakna) i dr. Od vaznosti u transmisiji bolnih impulsa mogu biti: SP i drugi
tahikinini, CGRP, somatostatin, faktor lucenja kortikotropina (CRF), kolecistokinin,
galanin, vazoaktivni intestinalni peptid (VIP). Oni se oslobadaju iz sredi$njih okoncina
aferentnog senzornog vlakna. I mnogi drugi medijatori iz ne-ziv€anih izvora u dorzalnom
rogu kraljesnicne mozdine, poput adenozin tri-fosfata (ATP-a), dusik-2-oksida (NO),
prostaglandina 1 razli¢itth neurotropina, mogu djelovati sinergisticki povecavajuci
transmisiju ili mogu djelovati inhibicijski (41).

Ekscitacijski interneuroni u kraljesni¢noj mozdini vjerojatno djeluju preko ekscitacijskih
aminokiselina, SP, neurotenzina, VIP-a. Inhibicijski interneuroni imaju vaznu ulogu u
regulaciji nociceptivne transmisije. Oni mogu izravno djelovati na neurone u dorzalnom
rogu kraljesniéne mozdine (postsinapticki) i/ili na srediSnje aferentne zavrSetke
(presinapticki). Do danas su prepoznati neurokemijski razliCiti tipovi inhibitornih
interneurona, poput kolinergi¢nih, opioidnih i onih koji djeluju preko y-amino maslacne
kiseline (GABA-e).

Ekscitacijski i inhibicijski interneuroni postoje i u talamusu, gdje sudjeluju u regulaciji
transmisije nociceptivnih signala (41,46).



1.2.5. Modulacija nocicepcije
Prijenos bolnih informacija moze se regulirati i modulirati na razli¢ite nacine:

1. Istovremeni podrazaj ne-nociceptivnih mehanoreceptora (Aa- i AP-vlakna) uzrokuje
aktivaciju inhibicijskih interneurona u dorzalnom rogu kraljesnicne mozdine, koji preko
endorfina ili GABA-e smanjuju transmisiju bolnih informacija. To je tzv. teorija o kontroli
boli vratima (,,gate theory*) (47).

2. Stimulacija sive tvari oko akvedukta u mezencefalonu aktivira raphe magnus jezgre u
kojima su smjesteni serotoninergi¢ni neuroni, ¢iji aksoni silaze u dorzalni rog duz
spinalnog dorzolateralnog funikula (48). Silazni putovi mogu inhibirati ili pojacavati
transmisiju u dorzalnom rogu kraljesnicne mozdine. Inhibicijski silazni putovi imaju
antinociceptivnu zada¢u jer se smanjuje lucCenje ekscitacijskih neurotransmitora iz
srediSnjih zavrSetaka aferentnih neurona. To se postize izravnom inhibicijom sredi$njih
ogranaka ili indirektno - preko inhibicije ekscitacijskih interneurona, odnosno ekscitacije
inhibicijskih interneurona u dorzalnom rogu kraljesnicne mozdine. Ekscitacijsko
djelovanje silaznih putova na transmisiju u dorzalnom rogu ovisi o vrsti neurona na koji
djeluju i podskupinama receptora preko kojih neurotransmitori djeluju. Cini se da u
stanjima kroni¢ne nocicepcije dolazi do aktivacije silaznih inhibicijskih 1 ekscitacijskih
putova (48).

1.2.6. EtioloSka podioba boli

Osim prema porijeklu (kutana, miSiéna, visceralna i dr.), bol je moguce razvrstati na
razli¢ite nadine: na temelju trajanja, etiologije ili patofiziologije, intenziteta, simptoma.
Dok se prema trajanju grubo dijeli na akutnu i kroni¢nu, prema etiologiji je moguce, kao
najvaznije oblike, razlikovati nociceptivnu, upalnu i neuropatsku bol. Ove se vrste
medusobno razlikuju po mehanizmima nastanka, patofizioloskim karakteristikama 1
trajanju (49) (Tablica 3).

1. Nociceptivna bol nastaje uslijed djelovanja podrazaja visokog intenziteta na periferne
nociceptore u fizioloskim uvjetima (Tablica 3). Akutni bolni podrazaj termalnog (>47 °C),
mehanickog (pritisak, ubod) ili kemijskog karaktera aktivira specificne receptore (na
primjer, vaniloidne TRPV1 receptore) ili ionske kanale (na primjer, na kiselinu osjetljive
ionske kanale - ASIC) na perifernim ziv€anim zavrSecima C- i Ad-vlakana (49). Podrazaj
TRPV1 receptora dovodi do lokalnog lucenja glutamata iz perifernih okoncina. Glutamat
djeluje preko AMPA, NMDA i kainatnih receptora doprinoseéi nocicepciji. Nastali
akcijski potencijal se prenosi u kraljesni¢énu mozdinu gdje se aktiviraju sljede¢i neuroni u
osjetnom putu. Izluceni glutamat u srediSnjim sinapsama djeluje preko AMPA receptora
koji su odgovorni za brzu sinapti¢ku transmisiju i preko NMDA receptora koji se aktiviraju
uslijed ucestalog ulaza impulsa s periferije. Ako je podrazaj dovoljnog intenziteta, luci se i
spori neurotransmitor SP. Ovaj neuropeptid preko neurokininskih NK1 receptora pojacava
postsinapticku ekscitaciju spinalnih neurona. Aksoni tih neurona uzlaze u vise centre, tj.
talamus na suprotnoj strani (spinotalamicki trakt) i somatosenzorni korteks, odnosno preko
parabrahijalne jezgre mozdanog debla u podruc¢ja koja su uklju¢ena u afektivnu
komponentu boli, kao Sto su ventralna medijalna jezgra hipokampusa i sredi$nja jezgra
amigdale (50). Nociceptivna bol djeluje kao rani sustav upozorenja organizma na moguéu
ozljedu tkiva .
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Tablica 3. Vrste, trajanje, glavne osobine i izvori boli (prema ref. 41)

Vrsta boli Trajanje boli Glavne osobine boli Izvor boli Primjer
Nociceptivna Sekunde Akutna - fazi¢na; Privremena Kontakt s
(odgovor na intenziteta i trajanja aktivacija vru¢om
podrazaj koji koji su ,,proporcionalni | nociceptora ploc¢om
upozorava uzroku*
tijelo na
mogucu
ozljedu tkiva)

Upalna Sati do dani Primarna i sekundarna | Aktivacija Upalni
(odgovor na hiperalgezija, alodinija | nociceptora artritis
ozljedu tkiva i podrazajem ili
prate¢i upalni upalnim
proces) medijatorima na

mjestu ozljede
Neuropatska Mjeseci do Primarna i sekundarna | Razli¢iti periferni | Neuralgije
(uz.rokova.n:a godine hiperalgezija, alodinija | i sred1§n11 . Periferne
ozljedom ili Spontana bol mehanizmi neuropatiie
disfunkcijom p paty
zivéanog Parestezije/distezije, Dijabeticka
sustava) Izrazena afektivna neuropatija

komponenta

2. Upalna bol nastaje kao posljedica upale ili ozljede tkiva. Periferno se, iz stanica oko
nociceptora (na primjer, trombocita, mastocita, leukocita, fibroblasta), luce tvari, poput
razli¢itih kinina, serotonina, eikosanoida, citokina i dr. (Slika 4). Aktivacijom nociceptora
neke se tvari, poput SP i CGRP-a, luCe iz kolateralnih Ziv€anih zavrSetaka istog
nociceptora (aksonski refleks). Zivéani impuls koji je nastao u jednom ogranku aksonom
se prenosi u kraljeSnicnu mozdinu, ali se antidromno rasprostire i u ostale kolateralne
aksonske ogranke. To uzrokuje lucenje neuropeptida u kozi. SP dovodi do vazodilatacije, a
CGRP povecava kapilarnu permeabilnost (43).

Dok neki medijatori upale, kao serotonin, ATP i protoni, djeluju izravno aktivirajucéi
nociceptore, drugi neizravno interferiraju sa signalnim procesima unutar nociceptora (49).
Kao posljedica, smanjuje se prag aktivacije nociceptora, a podrazljivost membrane
aferentnog zavrSetka se povecava. To je stanje periferne senzitizacije (vidi kasnije:
Senzitizacija i mehanizmi nastanka).

Pri upali dolazi do aktivacije i tzv. tihih (,,silent”) nociceptora (10-20% C-nociceptora u
kozi koji se ne aktiviraju bolnim podrazajima u fizioloSkim uvjetima). Oni se, djelovanjem
medijatora upale, senzitiziraju i odgovaraju na podrazaje niskog i visokog intenziteta
termalne, mehanicke i kemijske prirode (41).

Tijekom ucestalog izbijanja primarnih aferentnih neurona, pri upali dolazi i do brojnih
promjena u SZS-u, poput sredi$nje senzitizacije, kao i do promjena fenotipa, tj. promjena u
transkripciji gena za razlic¢ite molekule ukljuc¢ene u proces nocicepcije (Tablica 4). Tako se
neurotropini, poput faktora rasta ziv€anih stanica, oslobodeni iz makrofaga, fibroblasta,
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Schwannovih stanica ili keratinocita na periferiji, retrogradno prenose u stani¢na tijela
perifernih aferentnih C-vlakana u senzornim ganglijima dorzalnih korjenova (51). Tu
modificiraju transkripciju gena i povecavaju stvaranje mnogih molekula, poput SP, CGRP,
NO, ali 1 vaniloidnih receptora, skupine Na' kanala, receptora za SP, CGRP, bradikinin i
sl. (41). Novostvorene molekule mogu anterogradno putovati na periferiju povecavajuci
koli¢inu neurotransmitora, odnosno broj receptora u perifernom aferentnom zavrsetku.

LN
+ SP
N
o primarno aferentno
. ‘ NGF vlakno
Histamin
T ¥ SP

Slika 4. Periferni mehanizmi upalne boli (modificirano prema ref. 35)

Kada akcijski potencijal stigne do perifernih ogranaka senzornih Zivaca, promjene napona
uzrokuju lucenje neuropeptida. Oni djeluju parakrino na susjedne stanice i dovode do
povecanja protoka krvi, vazodilatacije, ekstravazacije proteina plazme, degranulacije
upalnih stanica, povecanja adhezivnosti leukocita za vaskularni endotel.

Tijekom upalnih promjena moze do¢i i do promjena fenotipa u Ap-vlaknima. Ova vlakna
sada poprimaju neke karakteristike C-vlakana, kao §to je ekspresija SP, 1 poCinju prenositi
bolne impulse.

Smatra se da kao posljedica ovakvih promjena nastaju stanja povecane osjetljivosti na
bolne podrazaje (hiperalgezija), ali i na podrazaje koji inace nisu bolni (alodinija), $to ¢e
biti opisano kasnije u tekstu.
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3. Neuropatska bol nastaje kao posljedica ozljede ili disfunkcije perifernog Ziv€anog
sustava i/ili SZS-a npr. u dijabetesu, kroni¢nom alkoholizmu, HIV-infekciji, ozljedi
kraljesni¢ne mozdine i sl. (52,53).

Patofiziologija ove vrste boli je vrlo sloZena, a ukljucuje brojne patoloSke promjene na
periferiji, tj. mjestu ozljede Zivca, kao 1 na spinalnoj te supraspinalnoj razini (54) (Tablica
4).

A. Periferija - Oste¢enje vlakana malog ili velikog promjera dovodi do znacajnih promjena
u njihovoj podrazljivosti i provodenju impulsa. To je vjerojatno posljedica promjena u
gustoéi i funkcionalnosti razli¢itih ionskih kanala, poput N tipa Ca’" kanala, Na" i K~
kanala. Posljedicno, membranska ekscitabilnost na mjestu ozljede se poveca dovoljno da
dovede do spontanih - o podrazaju neovisnih nastajanja akcijskih potencijala i tzv.
spontane - o podrazaju neovisne boli (55).

Na mjestu ozljede i degeneracije neurona dolazi do lu¢enja medijatora upale i upalnog
odgovora koji ukljucuje acidozu i infiltraciju stanicama imunog sustava. Izlu€eni
medijatori (npr. serotonin, ATP, NO, prostaglandini, citokini) mogu djelovati izravno ili
neizravno povecavajuc¢i bol. I neozlijedena vlakna u blizini ozljede mogu sudjelovati u
prijenosu bolnih impulsa (54). Na primjer, ucestalo izbijanje Af-neurona zbog ozljede
moze dovesti do pojave depolarizacije u susjednim C-vlaknima. Drugi primjer
interneuronalnih interakcija je prijelaz napona s mjesta demijelinizacije oSteCenog neurona
na susjedne intaktne neurone (41) (Tablica 4).

Dolazi i do simpaticke inervacije perifernih aferentnih vlakana i senzornih ganglija.
Povecava se i broj funkcionalnih adrenergi¢nih receptora (55).

B. Kraljesnicna mozdina - Kao posljedica hiperaktivnosti nociceptora nakon periferne

ozljede zivca, dolazi do znacajnih promjena u kraljeSnicnoj mozdini, pri ¢emu se

ekscitabilnost neurona u dorzalnom rogu kraljesni¢ne mozdine znacajno povecava, tj.
. v . .. .. , .. . v e +

dolazi do srediSnje senzitizacije. Povecava se ekspresija postsinaptickih Na  kanala, te
. g . . 2+ o . . .. ..

presinapti¢kih N-tipa Ca” kanala, $to sve doprinosi procesu senzitizacije (53).

Neuropatsku bol karakteriziraju 1 srediSnje reorganizacijske (plastiCne) promjene u
sinaptickim kontaktima izmedu neurona niskog praga podrazaja (AP-vlakna) 1
nociceptivnih neurona, koji sada inerviraju i druge lamine dorzalnog roga kraljeSni¢ne
mozdine, kao §to je npr. inervacija lamine II AB-vlaknima.

Takoder, dolazi i do redukcije inhibicijskih mehanizama uslijed gubitka inhibicijskih
interneurona, kao i do smanjenja sinteze inhibicijskih neurotransmitora GABA-e 1 glicina u
dorzalnom rogu kraljeSnicne mozdine (srediSnja dezinhibicija) (41). Osim toga, novija
saznanja upucuju na to da izlu¢ena GABA ne djeluje inhibicijski, ve¢ da sada pojacava
transmisiju u dorzalnom rogu kraljeSnicne mozdine zbog poremecaja homeostaze
gradijenta aniona u neuronima (redukcija ekspresije molekule transportera K'/CI') (56).

Sredi$njoj povecanoj podrazljivosti mogu doprinijeti i ekscitatorni proupalni citokini, kao i
glutamat, izluCeni iz glija stanica u kraljeSni¢noj mozdini (57).
C. Mozak — Cini se da nakon periferne ozljede Zivca dolazi do senzitizacije neurona u

talamusu 1 somatosenzornom korteksu, pri ¢emu vjerojatno glutamat ima klju¢nu ulogu
(54).
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1.2.7. Senzitizacija i mehanizmi nastanka

Fenomeni senzitizacije, tj. pojacanja osjeta uslijed ponovljenog i ucestalog podrazivanja
nociceptora, svojstveni samo kompleksnom osjetu boli, ostaju djelomi¢no nerazjasnjeni.

Dok kod drugih osjetnih stanica dugotrajniji podrazaji uzrokuju njihovu prilagodbu i
smanjenu podrazljivost, kod senzornih neurona koji prenose bolne impulse to nije slucaj.
Dugotrajnim podrazivanjem nociceptora bol se pojacava i iz akutne prelazi u kroni¢nu.

Periferna i sredi$nja senzitizacija karakteriziraju upalnu i neuropatsku vrstu boli (Tablica
4).

Periferna senzitizacija je stanje povecane podrazljivosti nociceptora. Periferno oslobodeni
medijatori upale, poput bradikinina i prostaglandina, vezu se za metabotropne receptore
spregnute s G-proteinima na membranama perifernih aferentnih zavrsetaka. Oni dovode do
aktivacije protein kinaza A i1 C koje fosforiliraju ionske kanale i receptore (39,49). Kao
rezultat toga, smanjuju se pragovi aktivacije receptora i ionskih kanala, npr. TRPV1I
receptora na termalni podrazaj, ASIC ionskih kanala na protone i dr. Podrazljivost
membrane nociceptora se povecava.

Sredi$nja senzitizacija, tj. povecana podrazljivost neurona drugog reda u dorzalnom rogu
kraljesni¢ne mozdine, ukljucuje razli¢ite 1 vrlo kompleksne promjene u kraljesnicnoj
mozdini, a nastaje kao posljedica periferne sensitizacije 1 ucestalog ulaza informacija s
periferije. SrediSnja sensitizacija moze biti a) brza i b) odgodena (39).

a) Brza senzitizacija nastaje uslijed luenja glutamata i neuropeptida iz srediSnjih aksona
primarnog neurona. Uloga glutamata u procesu srediSnje senzitizacije je posebno vazna i
vrlo kompleksna (58). Dok akutna stimulacija nociceptora rezultira srediSnjim lucenjem
glutamata koji djeluje preko AMPA receptora, tijekom pojacanog ulaza informacija s
periferije dolazi do aktivacije NMDA receptora. Posljedicno, povecava se koncentracija
Ca** postsinapticki, Sto uzrokuje aktivaciju neuronalne NO sintetaze koja katalizira
stvaranje NO iz L-arginina. NO difundira kroz membranu u presinapticku stanicu, gdje se
aktivira kaskada NO-ciklicki gvanozin monofosfat, te se povecava lucenje ekscitacijskih
aminokiselina i SP u sredi$nje sinapse (58,59). Osim postsinapticki, SP moze djelovati i
preko autoreceptora na presinaptickim srediSnjim okoncinama aferentnih vlakana
pojacavajuéi lucenje glutamata.

Ca®", SP i drugi kinini, koji djeluju preko metabotropnih receptora na srediinjim
neuronima, aktiviraju protein kinaze A i C. Posljedi¢no, dolazi do fosforilacija receptora ili
ionskih kanala i povecanja njihove podrazljivosti (59). Povecava se i broj NMDA
receptora.

Glija stanice dorzalnog roga kraljeSni¢ne mozZdine takoder mogu biti vazne u procesu
srediSnje senzitizacije. Mogu se aktivirati glutamatom, SP, NO i prostaglandinima.
Aktivirane glija stanice luCe proupale citokine, poput faktora tumorskog rasta 1
interleukina, te ATP, NO i dr. Time se dodatno povecava luCenje ekscitacijskih
aminokiselina i SP iz presinaptickih okoncina (60).

b) Odgodena srediSnja senzitizacija nastaje kao posljedica transkripcijskih promjena u
neuronima dorzalnog roga kraljeSnicne mozdine. Zbog oslobadanja 1 aktivacije razli¢itih
transkripcijskih faktora, poput citokina iz glija stanica, dolazi do poveéane ekspresije gena,
poput onih. za c-fos 1 ciklooksigenazu, (COX,). Posljedica je povecana sinteza
prostaglandina koji djeluju postsinapticki i presinapticki poveéavajuéi ekscitatornu ili
reducirajué¢i inhibitornu transmisiju (49). Povecava se i ekspresija gena za prodinorfin,
neurokinin i za razli¢ite receptore. Cini se da posebnu ulogu u procesu sredi$nje
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senzitizacije 1 transkripcijskim promjenama moZze imati 1 kinaza aktivirana mitogenom
(MAP kinaza) (59,61). Medutim, mehanizmi transkripcijske regulacije u senzornim
ganglijima dorzalnih korjenova 1 u neuronima u dorzalnom rogu kraljesni¢ne mozdine jo$
uvijek su u velikoj mjeri nerazjasnjeni.

Tablica 4. Osnovni periferni i sredisnji mehanizmi upalne i neuropatske boli (prema ref.

41)
Upalna bol Neuropatska bol
Periferni mehanizmi
- izravna aktivacija nociceptora upalnim - aktivacija oStecenih i neoStecenih perifernih
medijatorima aferentnih ziv¢anih vlakana medijatorima

- periferno luc¢enje neuropeptida iz upale

eferentnih zavrSetaka - senzitizacija nociceptora i pojava spontane

. e ekscitabilnosti na mjestu ozljede vlakana
- reciproc¢ne interakcije izmedu

nociceptora i okolnih stanica, npr. imunog | - ne-sinapticke interakcije neurona u

sustava u modulaciji transmisije ganglijima dorzalnih korjenova

- senzitizacija nociceptora preko - povecéana simpaticka inervacija senzornih
aktivacije protein kinaza ganglija i povecéanje lu¢enja drugih medijatora
- promjena ekspresije gena u tijelima - promjena ekspresije gena u tijelima
perifernih C-vlakana oste¢enih C-vlakana ili AB-vlakana

- promjena u funkcionalnim svojstvima i
mogucénostima regeneracije oStecenih
perifernih zavrSetaka

Sredisnji mehanizmi

- senzitizacija neurona dorzalnog roga - senzitizacija neurona dorzalnog roga
kraljesni¢ne mozdine kraljesnicke mozdine

- funkcionalna redukcija silaznih - reorijentacija AB-vlakana iz lamina III/IV u
inhibicijskih mehanizama, pojacanje druge lamine dorzalnog roga kraljesni¢ne
funkcije silaznih ekscitacijskih putova mozdine (IT); C-vlakna i silazni neuroni

-adaptivne promjene u talamusu, korteksu takoder mogu inervirati druge lamine

i drugim centrima - funkcionalna redukcija aktivnosti
inhibitornih interneurona, pojacanje funkcije
silaznih ekscitacijskih putova

- adaptivne promjene u talamusu, korteksu i
drugim centrima

Sve navedene promjene, do kojih dolazi na periferiji i/ili sredi$nje, doprinose povecanoj
podrazljivosti neurona u osjetnom putu, kao i poja¢anju odgovora na bolne podrazaje.
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1.2.8. Hiperalgezija i alodinija

Hiperalgezija i1 alodinija karakteriziraju razlicita klinicka bolna stanja, npr. neuropatsku bol
(53), a javljaju se kao dominantni simptomi u razli¢itim eksperimentalnim modelima boli.

Hiperalgezija oznaCava povecanu osjetljivost na bolne podrazaje. Moze biti a) primarna -
na mjestu ozljede tkiva/zivca i b) sekundarna - nastaje izvan mjesta ozljede.

Alodinija oznacava povecanu osjetljivost na podrazaje koji nisu bolni, poput dodira (41)
(Tablica 5).

Tablica 5. Mjesto nastanka, tip podrazaja, uzrok i pretpostavijeni mehanizmi nastanka
hiperalgezije (primarne i sekundarne) i alodinije

Stanje Tip podrazaja Uzrok Mehanizam
HIPERALGEZIJA
Primarna - na Termalni, Ozljeda tkiva, Promjena fizioloskih i
mjestu ozljede mehanicki, upalni medijatori farmakoloskih osobina
tkiva kemijski i/ili dugotrajan perifernih C i Ad-vlakana

bolni podrazaj

Sekundarna - izvan | Mehanicki Ozljeda tkiva, Povecana podrazljivost

mjesta ozljede tkiva ozljeda zivaca sredis$njih neurona,
djelomi¢no neovisne o
ulazu preko C i Ad-

vlakana s periferije

ALODINIJA Mehanicki, npr. | Ozljeda Zivcanog Aktivacija Ap-vlakana,
dodir sustava srediSnja senzitizacija,
reorganizacija neurona
dorzalnog roga
kraljesni¢ne mozdine

Hladnoca Ozljeda ziv€anog Aktivacija senzitiziranih
sustava neurona u dorzalnom
rogu kraljeSni¢ne
mozdine s C-vlaknima
osjetljivim na kapsaicin

Mehanizmi nastanka primarne hiperalgezije su donekle jasni: njenom nastanku najvise
doprinose dogadaji na razini nociceptora, poput periferne senzitizacije (62). Mehanizmi
nastanka sekundarne hiperalgezije 1 alodinije su dosta kompleksni 1 joS uvijek
nerazja$njeni. Cini se da su zbivanja na periferiji (uslijed ozljede tkiva ili Zivaca)
odgovorna za njihov nastanak, a da jednom nastala preosjetljivost viSe nije ovisna o
dolaznim informacijama s periferije (41). Na to upucuju razli¢iti eksperimentalni dokazi.
Jedan od dokaza je odrzanost sekundarne mehanicke hiperalgezije 1 nakon blokiranja
perifernog ulaza lokalnim anestetikom lidokainom ili nakon presijecanja dorzalnih
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senzornih korjenova (63). Cini se da su srediSnja senzitizacija i povecana podrazljivost
neurona dorzalnog roga kraljesnicne mozdine, zatim reorganizacija neurona i aktivacija
Ap-vlakana, odgovorne za odrzavanje nastale mehanicke preosjetljivosti.

1.2.9. LijeCenje boli

Dvije su osnovne skupine lijekova s analgetskim djelovanjem koji se razlikuju po mjestu 1
mehanizmu djelovanja u procesu nocicepcije, po jacini djelovanja i nuspojavama (Slika 5).

To su:

1. nesteroidni anti-inflamatorni lijekovi (NSAIL) koji smanjuju sintezu prostaglandina
blokiraju¢i enzim ciklooksigenazu na periferiji i u kraljeSni¢noj mozdini, a djelotvorni su u
boli blagog do srednje jakog intenziteta;

2. opioidni agonisti koji, djelujuéi u mozgu, pojacavaju silaznu inhibiciju, dok u
kraljesnicnoj mozdini smanjuju lucenje ekscitacijskih neurotransmitora i podrazljivost
neurona dorzalnog roga kraljeSni¢ne mozdine. Djelotvorni su u boli jakog intenziteta.

Medutim, u lije¢enju razlicitih bolnih stanja kroni¢nog trajanja, a pogotovo u slucaju
neuropatske boli s vrlo kompleksnom patofiziologijom, klasi¢ni analgetici nisu djelotvorni,
pa se koriste

3. lijekovi koji primarno nisu analgetici, poput lokalnih anestetika, antiepileptika,
antiaritmika. Ovi lijekovi svojim mehanizmima djelovanja, kao Sto je blokiranje N-tipa
Ca”" kanala (gabapentin) i Na' kanala (lidokain), utje¢u na nastanak i/ili provodenje bolnih
impulsa na periferiji i/ili u SZS-u i tako stabiliziraju ili moduliraju funkciju nociceptora i
drugih neurona u osjetnom putu (64).

Dodatne terapijske moguénosti ukljucuju:

4. primjenu kombinacije viSe tvari s razli¢itim mehanizmima i mjestima djelovanja kako bi
se postigao bolji 1 sigurniji analgetski ucinak, a uz manje nuspojava (npr. kombinacija
neopioidnih i opioidnih analgetika) i

5. novije lijekove, od kojih su neki u fazama ispitivanja, poput agonista TRPV1 receptora,

antagonista purinergi¢nih, serotoninergi¢nih 5-HTs 1 glutamatnih NMDA receptora, ali i
tvari poput kanabinoida.
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Slika 5. Mjesta djelovanja razliCitih skupina lijekova u osjetnom putu (prilagodeno
prema ref. 64). Na svakom mjestu u osjetnom putu moguce je interferirati s prijenosom
bolnih impulsa. Dok neki lijekovi djeluju periferno utjecuci na senzitizaciju nociceptora
(NSAIL), drugi djeluju na provodenje impulsa duz primarnog aferentnog vlakna
(anestetici), a treci djeluju u sredisnjim sinapsama (kanabinoidi, opioidi i dr.) djelujuci
dodatno i na afektivnu komponentu boli. (GDK - ganglij dorzalnog korijena; Glut-

glutamatni)

Ovi lijekovi djeluju kratkotrajno, zbog Cega lijeCenje kroni¢ne boli zahtijeva njihovu

dugotrajnu i1 u€estalu primjenu.

Za sada, nema lijeka koji bi dugotrajno smanjio ili uklonio bol nakon jednokratne

primjene.
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1.3. Botulinum toksin tipa A i bol

1.3.1. Klini¢ka ispitivanja antinociceptivnog djelovanja botulinum toksina
tipa A

Povoljno djelovanje BT-A na bol prve su pokazale studije u bolesnika s cervikalnom
distonijom. OlakSanje boli nastupilo je prije, trajalo je dulje i bilo je jeCe izraZeno od
miorelaksiraju¢eg ucinka BT-A (65).

Razli¢iti klinicki nalazi do danas, koji uglavnom proizlaze iz pojedina¢nih opazanja na
malom broju pacijenata, ukazuju na moguce analgetsko djelovanje BT-A 1 u stanjima koja
nisu pracena poveéanom misi¢cnom kontrakcijom. Tako postoje nalazi o povoljnom
djelovanju BT-A u neuropatske boli (66), kroni¢ne dnevne glavobolje (67), kronicne
tenzione glavobolje (68), migrene (69) (Tablica 6).

Medutim, rezultati takvih klinickih opazanja su dosta Cesto 1 kontradiktorni. Razlog tome
moze biti nedostatak smjernica za primjenu BT-A u bolnim stanjima, pa je doziranje i
injiciranje toksina, kao i vrednovanje boli u pacijenata vrlo razlicito.

Klinicka opazanja ukazuju na dugotrajano (viSemjese¢no) smanjenje boli nakon
jednokratne lokalne primjene malih doza BT-A. Analgetik takvih osobina bi za
farmakoterapiju boli mogao biti od posebne vaznosti. Medutim, realna je potreba za
pravim kontroliranim dvostruko—slijepim pokusima na ve¢em broju pacijenata, kako bi se
dobili odgovori na klju¢na pitanja o:

1. indikacijama za primjenu BT-A;
2. mjestima 1 nacinu injiciranja BT-A;

3. djelotvornim dozama BT-A (raspon doza, da li se poveCanjem doza pojaCava i
produljuje djelovanje);

4. trajanju djelovanja BT-A u pojedinim indikacijama.
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Tablica 6. Rezultati klinickih studija primjene BT-A u lijeCenju razlicitih bolnih stanja
(kraniocervikalna distonija, piriformis sindrom, miofascijalni bolni sindrom, bol donjeg dijela leda,
kronicna orofacijalna bol, postoperacijska bol, kronicna tenziona glavobolja, migrena, neuropatska

bol, intersticijski cistitis)

o e Doza BT-A /nacin .
Indikacija primjene Rezultat terapije Ref.
Kraniocervikalna distonija 100 i.j./ i.m. Poboljsanje stanja uz znac¢ajno 70
olaksSanje boli vrata poCinje 1
tjedan nakon injiciranja i traje 11
tjedana
Piriformis sindrom 100 i,j. / i.m. Znacajno smanjenje boli kod 71
pacijenata
Miofascijalni bolni sindrom 80-150 i.j./ i.m. Znacajna redukcija boli i 60 dana 72,
nakon injiciranja 73
Vs. Vs.
50-2501.j./ im. na BT-A nije znacajnije utjecao na 74
5 mjesta bolnost kod bolesnika
Bol donjeg dijela leda 5x401j./1im. Olaksanje boli i povratak funkcije 75
paravertebralno u trajanju od 8 tjedana
Kroni¢na orofacijalna bol 2x251j.+2x%x50 BT-A nije znac¢ajno utjecao na 76
1j./im. bol; dosta je pacijenata ispalo iz
studija zbog bolnosti injekcija i
nuspojava
Postoperacijska bol 81.j./kg/i.m. 5-10 Znacajno smanjenje 77
dana prije operacija postoperacijske boli za ¢ak 74% i
smanjenje potrebe za
analgeticima za 50%
Kroni¢na tenziona glavobolja 45-901i.j.u Znacajno smanjenje boli ili 78
perikranijalne izostanak glavobolje, te
miSice smanjenje frekvencije glavobolja
u trajanju od 18 mjeseci
Vs. VS.
11ij./kg/im. BT-A nije pokazao analgetski 79
ucinak
do 5001i.j. BT-A*u BT-A nije utjecao na intenzitet i 80
perikranijalne frekvenciju glavobolja
miSice
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Migrena 25-751j./im.u preventivno se smanjuje intenzitet | 81
vise «trigger» i frekvencija napada migrene u
mjesta trajanju oko 3 mjeseca
VS. VS.
16 i.j. u. frontalne BT-A nije utjecao na frekvencijui | 82,
ili 100 1i,j. u intenzitet migrene niti je utjecao 83
frontalne i vratne na broj dana bez napadaja
miSice
Neuropatska | Trigeminalna 161.j./im. ZnaCajno smanjenje boli u | 84
bol neuralgija trajanju od 90 dana
Postherpeticka | 20 i.j/intradermalno 7 dana nakon injiciranja | 85
neuralgija primjeceno je olakSanje boli koje
je trajalo 4 mjeseca
Periferna 20 i.j/intradermalno Unutar 3 dana smanjenje boli u| 85
neuropatija trajanju od 6 tjedana
Intersticijski cistitis 100-200 i.j. na 20- Smanjenje boli za 79%, nokturije | 86
30 mjesta za 45% u trajanju od nekoliko
submukozno u mjeseci
mjehur

., % BT-A — komercijalni pripravak Dysport® (Ellan, Velika Britanija); u ostalim studijama BT-A —
Botox® (Allergan, SAD); ,,+* pozitivan rezultat (poboljSanje stanja); ,,-* negativan rezultat

1.3.2. Pretklinicka ispitivanja antinociceptivnog djelovanja botulinum
toksina tipa A

Pretklinicka ispitivanja djelovanja BT-A na bol do danas su ograni¢ena na nekoliko
eksperimenata.

Prvi dokaz o antinociceptivnom djelovanju BT-A dobiven je na formalinskom modelu
upalne boli u §takora, a izveden je u laboratorijima proizvoda¢a Botoxa® (Allergan, SAD)
(87,88). U posljednje vrijeme, objavljeno je nekoliko ispitivanja utjecaja BT-A na
eksperimentalnu upalnu bol mjehura (89-94).

Formalinski model upalne boli karakteriziran je dvjema fazama. Nakon injiciranja otopine
formalina u plantarnu povrSinu straznje Sape Zivotinja, dolazi do pojave spontanih bolnih
odgovora, poput trzanja 1 lizanja Sape. Prva faza nastupa odmah nakon injiciranja upalne
tvari, a traje 15 minuta. Ona je posljedica izravne stimulacije nociceptora formalinom.
Druga faza je posljedica djelovanja oslobodenih upalnih medijatora i senzitizacije (87).

Periferno primijenjen BT-A u plantarnu povrSinu Sape Stakora inhibirao je neke od
neurofizioloSkih 1 neurokemijskih ucinaka formalina, kao S§to su periferno lucenje
glutamata, ekspresija c-fos proteina u kraljeSnicnoj mozdini i aktivacija neurona u
dorzalnim rogovima kraljeSni¢ne mozdine Stakora (Tablica 7).

U ovim ispitivanjima BT-A nije utjecao na prvu fazu formalinskog testa, niti je mijenjao
prag osjetljivosti na termalni podrazaj.
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Tablica 7. Ucinci BT-A na promjene ponasanja, lokalnu upalu, lokalno lucenje glutamata,
aktivnost neurona straznjeg roga kraljesnicne mozdine i broj fos-slicnih proteina u
kraljesnicnoj mozdini u formalinskom modelu upalne boli u Stakora (87,88)

Vrsta mjerenja Skupina
FORMALIN BT-A+FORMALIN Ref.

1. promjena ponasanja | - injiciranje formalina | - pred-tretman s BT-A je 87
- vrijeme lizanja Sape uzrokuje dvo-fazi¢ni smanjio bolne odgovore

odgovor; kao samo u drugoj fazi

pokazatelj boli mjerilo | formalinskog testa ovisno o

se vrijeme koje Stakor | dozi (3,5-301i.j./kg, s.c.)

lize injiciranu Sapu
2. lokalna upala — - injiciranje formalina | - pred-tretman s BT-A, u 87
debljina Sape uzrokuje edem pri dozi od 7 i.j./kg, smanjio je

¢emu se debljina Sape | edem Sape za oko 50%, a nije

poveca za oko 35% djelovao u dozi 3,5 i.j./kg
3. lokalno lucenje - u dijalizatu tkiva Sape | - pred-tretman s BT-A, 87
glutamata nakon nakon formalina neovisno o dozi (3,5; 71 15
injiciranja formalina izmjereno je 220%-tno | i.j./kg), smanjio je

povecanje formalinom-uzrokovano

koncentracije lucenje glutamata za oko 35-

glutamata 45%
4. elektrofizioloska - formalin uzrokuje - BT-A je ,,ovisno o dozi” (7, 88
mjerenja aktivnosti dvo-fazicno povecanje | 151 30 i.j./kg) smanjio
neurona straznjeg roga | aktivnosti neurona formalinom-uzrokovanu
kralje$ni¢ne mozdine ekscitaciju neurona samo u

drugoj fazi testa

5. imunohistokemijsko | - povecan ukupan broj | - pred-tretman s BT-A (151 88
odredivanje fos-sli¢nih | fos pozitivnih neurona | 30 i.j./kg) je ,,ovisno o dozi”,
proteina u kralje$ni¢noj | 2 sata nakon formalina | smanjio ukupan broj fos
mozdini u laminama I/Il 1 V/VI | pozitivnih stanica

Pretpostavljeno je, na osnovu prikazanih rezultata formalinskog testa, da antinociceptivno
djelovanje BT-A kod upalne boli ukljucuje perifernu inhibiciju luenja glutamata, ¢ime je
smanjena periferna, a indirektno 1 sredi$nja senzitizacija.

Eksperimentalni modeli kroni¢nog cistitisa karakterizirani su akutnom ili kroni¢nom
hiperaktivnos¢u mjehura (smanjenje intervala izmedu kontrakcija). Tijekom upalnog
procesa uzrokovanog kemijskim tvarima, poput octene kiseline, ciklofosfamida ili zbog
ozljede kraljesnicne mozdine, u stjenci mokraénog mjehura dolazi do aktivacije ziv€anih
vlakana, te epitelnih i paraepitelnih stanica, $to vjerojatno doprinosi nastanku i intenzitetu
boli. Interval izmedu kontrakcija mjehura bio je pokazatelj intenziteta boli, odnosno
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antinociceptivnog djelovanja BT-A. Sto je interkontrakcijski interval manji, to je intenzitet
boli veci (Tablica 8).

Tablica 8. Rezultati ispitivanja djelovanja BT-A na eksperimentalnu upalu bol mjehura
uzrokovanu octenom kiselinom, ciklofosfamidom, ATP-om i kapsaicinom, te na bol
uzrokovanu transekcijom kraljesnicne mozdine

Pokus Nacin primjene Rezultat Ref
BT-A

Utjecaj BT-Ana | 25ij./1mLu - BT-A je povecao interkontrakcijski 89
upalnu bol mjehur 3 i1 7 dana interval za 60% i imunoreaktivnost
mjehura prije uzrokovanja CGRP-a u aferentnim zavrSecima 7, ali
uzrokovanu upale ne 3 dana nakon primjene
octenom
kiselinom (0,3%)
Utjecaj BT-Ana | 201ij./1 mLu - BT-A je smanjio fos- pozitivne stanice | 90
kroni¢nu upalui | mjehur 10 dana za oko 50% u kralje$ni¢noj mozdini;
bol mjehura prije uzrokovanja reducirao je frekvencije kontrakcija
uzrokovanu upale mjehura u bazalnim i upalnim uvjetima
ciklofosfamidom

201j./1 mlu - BT-A je smanjio stimulacijom - 91
(3 x kroz 10 . . - D .
dana, i.p.) mjehur Stakora uzrokovano lucenje ATP-a iz ziv€anih

zavrsetaka epitelnih stanica mjehura za
69%, te frekvencije kontrakcija mjehura
1 aktivnost C-aferentnih vlakana

Upala i bol 0,511 1. injicirano | - BT-A je smanjio frekvenciju i 92
mjehura u mjehur amplitudu kontrakcija mjehura nakon
uzrokovana ATP-a, dok nije znacajnije utjecao na
infuzijom ATP-a ucinke kapsaicina (?)
i kapsaicina u
mjehur
Hiperaktivnost 20 ij./lmLu - BT-A je smanjio (za 53%) stimulirano | 93
mjehura kao mjehur 5 dana prije | lucenje ATP-a iz epitelnih stanica
pokazatelj boli mjerenja mjehura, a time 1 aferentnu aktivaciju u
nakon transekcije patoloskim uvjetima, kao S$to je ozljeda
kralje$ni¢ne kralje$ni¢ne mozdine
mozdine
201.j./IlmL u - smanjenje refleksnih kontrakcija 94
mjehur 5 dana prije | mjehura za 71% 48 sati nakon BT-A, a
mjerenja bez utjecaja na amplitude kontrakcija

Pretpostavljeno je da povoljno djelovanje BT-A u ovim stanjima eksperimentalne upalne
boli mjehura moze biti posljedica smanjenja senzitizacije perifernih aferentnih vlakana,
vjerojatno uslijed inhibicije lokalnog lucenja acetilkolina, ATP-a i SP, te redukcije
ekspresije receptora za kapsaicin i ATP (95).
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1.3.3. Mehanizam antinociceptivnog djelovanja botulinum toksina tipa A

Najjednostavnije objaSnjenje mehanizma djelovanja BT-A u stanjima karakteriziranim
pove¢anom misi¢énom kontrakcijom ili stanjima povecane aktivnosti autonomnog Zivéanog
sustava je lokalna inhibicija lucenja acetilkolina na motornoj plo¢i, odnosno okon¢inama
parasimpatickih Zivaca, a do koje dolazi zbog cijepanja SNAP-25 - jednog od tri kljucna
proteina u procesu neuroegzocitoze.

Za razliku od ziv€ano-miSi¢ne spojnice, gdje su mehanizmi i karakteristike djelovanja BT-
A dosta istrazivani u in vitro 1 in vivo pokusima, mehanizmi i karakteristike moguceg
djelovanja na senzorne neurone su u velikoj mjeri neistrazeni. Tako je djelomi¢no nejasno
na koji nacin toksin ulazi u stanice i da li je to ovisno o aktivnosti neurona. Na osnovu in
vitro pokusa, €ini se da razli¢iti podtipovi neurotoksina imaju drugacija vezna mjesta na
membranama neurona, te da njihov ulazak u stanice moze biti ovisan o tipu neurona
(motoneuron vs. senzorni neuroni) (96).

Pokusi na kulturama stanica pokazali su da BT-A moZze inhibirati lu¢enje ne samo
acetilkolina, ve¢ 1 drugih neurotransmitora, pa tako i onih koji su ukljuceni u proces
nocicepcije (Tablica 9). Sredinom osamdesetih godina proslog stolje¢a jedno je
istrazivanje ukazalo na moguce postojanje akceptora za botulinum toksine u perifernom
zivéanom sustavu, ali i u SZS-u (97). Time je sugerirana moguénost ulaska BT-A u druge
vrste stanica, izuzev motoneurona, kao i mogucnost inhibicije neuroegzocitoze.

Tablica 9. Ucinci BT-A na lucenje neurotransmitora iz SZS-a (tkiva mozga i kraljesnicne

mozdine)
Tkivo Inhibitorno djelovanje BT-A na lucenje: Ref

- acetilkolina kod velike koncentracije K in vitro; smanjena je i 98
produkcija acetilkolina uslijed smanjenog unosa kolina u stanice
in vitro
- acetilkolina, dopamina, noradrenalina, GABA-¢ iz ovisno o 99
temperaturi, vremenu i Ca®" in vitro
- glutamata, ovisno o kalcijevim ionima in vitro 100

Mozak . . . . . .o .
- serotonina u bazalnim uvjetima i uslijed povisene 101
koncentracije kalijevih iona in vitro
- dopamina, spontano i uzrokovano, iz somatodendriti¢nih i 102
terminalnih Ziv€anih zavrSetaka nakon in vivo injiciranja BT-A
(1000 1.j.) u supstanciju nigru i striatum Stakora
- CGRP iz stanica trigeminalnog ganglija $takora in vitro 103
- ne-kolinergi¢nih neurotransmitora ukljuc¢enih u inhibicijsku i 104
ekscitacijsku transmisiju u pikomolarnim koncentracijama, dok
u manjim dozama pokazuje selektivni u¢inak za motorne

Kraljesni¢na neurone in vitro

mozdina - glicina i glutamata in vitro 105
- SP ovisno o kalciju i u povi$enoj koncentraciji K in vitro 106
- SP i glutamata, pri visokoj koncentraciji K" in vitro 107
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Budu¢i da su u in vivo pokusima Cui i sur. na modelu upalne boli u Stakora izmyjerili
smanjenje lucenja glutamata iz perifernih okoncina aferentnih Zivaca (87), pretpostavljeno
je da BT-A 1 u in vivo uvjetima ulazi u senzorne neurone gdje cijepa SNAP-25 protein.
Posljedi¢no, BT-A bi inhibirao lucenje ne samo glutamata, ve¢ i razli¢itih neuropeptida iz
perifernih aferentnih zavrSetaka. Time bi se smanjila periferna senzitizacija kod upalne
boli. Na sli¢an nac¢in pokusalo se objasniti i djelovanje toksina na visceralnu bol mjehura.

Medutim, nedavnim je pokusom pokazano da vecéina nemijeliniziranih perifernih 1
srediSnjih zavrSetaka senzornih zivaca koji lue glutamat imaju smanjenu ekspresiju
SNAP-25 proteina (108). Postoje i nalazi da se egzocitoza neuropeptida iz senzornih
neurona odvija neovisno od SNARE proteina (109,110). Ovi pokusi dovode u pitanje
ulogu SNAP-25 proteina u procesu neuroegzocitoze iz senzornih nociceptivnih neurona.

Nekoliko pretklinickih in vivo nalaza s kraja 70-tih godina proSlog stolje¢a, unatoc
eksperimentalnim ogranienjima (nemogucénost utvrdivanja porijekla detektirane
radioaktivnosti), ukazalo je na moguc¢nost dolaska toksina u srediSnje strukture nakon
njegove periferne primjene. Nakon i.m. injiciranja radioaktivno jodiranog BT-A,
radioaktivnost je detektirana najprije u n. ishiadicusu, a zatim i u kraljesni¢noj mozdini
(111,112).

Suprotno spomenutim eksperimentima, koji su velikim dijelom pali u zaborav, nedavnim
je istrazivanjem difuzije radiojodiranog BT-A s mjesta primjene pokazano da veéina
radioaktivnosti ipak ostaje lokalizirana na mjestu injiciranja toksina (113).
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2. HIPOTEZA I CILJEVI RADA



Temeljem klini¢kih opazanja i malog broja pretklinickih ispitivanja, pretpostavlja se da
BT-A ima antinociceptivno djelovanje koje nije iskljuivo povezano s uklanjanjem
(bolne) spasti¢nosti miSi¢a 1 ucinkom na kolinergi¢ni sustav. Kao mehanizam
antinociceptivnog djelovanja BT-A, prema analogiji s djelovanjem na neuromuskularnu
vezu, predloZena je inhibicija lucenja neurotransmitora ukljucenih u proces nocicepcije iz
perifernih okonc¢ina senzornih neurona (aksonski refleks). To sprjecavanje lucenja
neurotransmitora BT-A bi polucivao cijepanjem SNAP-25 proteina, klju¢nog za proces
egzocitoze.

Smatramo da predloZena hipoteza nije dovoljno uvjerljiva jer postoje nalazi da SNAP-25
nije prisutan u senzornim neuronima. Tom hipotezom nije moguce objasniti niti
dugotrajni u¢inak BT-A, opaZen u razli¢itim klinickim bolnim stanjima.

Hipoteza ove disertacije polazi od toga da BT-A ima antinociceptivno djelovanje koje ne
ukljucuje samo periferne, ve¢ i ,,gornje” dijelove nociceptivnog neurona, gdje toksin
dolazi retrogradnim transportom nakon periferne primjene. BT-A bi tu mogao interferirati
s procesima srediSnje senzitizacije.

Osim provjere hipoteze, dodatni ciljevi disertacije, buduci da to do sada nije istraZeno, su:

1. ispitati djelovanje BT-A na patofizioloski razli¢ite vrste boli (nociceptivna, upalna,
neuropatska) koriste¢i odgovarajuce eksperimentalne modele 1

2. provjeriti protuupalno djelovanje BT-A na eksperimentalnim modelima upale.
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3. MATERIJALI I METODE



3.1. Zivotinje

Za istrazivanja antinociceptivnog djelovanja BT-A koriSteni su muzjaci Stakora soja
Wistar, stari 2-3 mjeseca, uzgajani na Zavodu za farmakologiju Medicinskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu. Slijedio se Zakon o dobrobiti Zivotinja (Narodne novine 19/1999),
te smjernice Internacionalne asocijacije za ispitivanje boli (International Association for
Study of Pain, IASP). Za obavljanje pokusa na projektima, ¢ijih je ova disertacija dio,
dobivena je dozvola Eti¢kog povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu
(br. 07-76/2005-439).U eksperimentima koji zahtijevaju odredeni kirurski zahvat Zivotinje
su bile anestezirane kloralhidratom u dozi 300 mg/kg (i.p.). Zrtvovanje Zivotinja za potrebe
uzimanja uzoraka tkiva obavljalo se cervikalnom dislokacijom.

3.2. Ispitivana supstancija — botulinum toksin tipa A

U pokusima je koristen BT-A (Botox®, Allergan, SAD; bogica sadrzi 100 internacionalnih
jedinica (i.J.) procis¢enog Clostridium botulinum toksina tipa A u obliku liofilizata). Jedna
jedinica odgovara koli€ini toksina koja nakon i.p. primjene uzrokuje smrt 50% miSeva
(LDsp = 0,048 ng = 1 1.j.). Sadrzaj toksina u bocici otopljen je u fizioloskoj otopini, kako
bi se dobile potrebne doze.

Koristene doze BT-A bile su, ovisno o pokusu, izmedu 2 i 10 i.j./kg kod periferne
primjene, izmedu 0,25 1 2 1.j./kg kod srediSnje primjene, a za injiciranje u zivac koriStena je
doza od 0,5 i.j./kg.

3.2.1. Primjena botulinum toksina tipa A

U pokusima ove disertacije BT-A je primijenjen na tri nac¢ina: periferno (s.c. u plantarnu
stranu straznje Sape Stakora), srediSnje (intratekalno) 1 intraneuronalno (u n. ishiadicus).

3.2.1.1. Periferna primjena

Nakon §to je namjeStena u odgovarajuci polozaj, u plantarnu povrsinu straznje desne Sape
Stakora s.c. je injicirano (Tuberculin syringe 27, Becton Dickinson, SAD) 20 uL otopine
BT-A u odgovaraju¢im dozama. Ispravnost injiciranja provjerena je opipavanjem
injiciranog mjesta (mjehuri¢ na mjestu injiciranja).

3.2.1.2. Intratekalna primjena

Zivotinje su anestezirane kloralhidratom, a s ledne strane im je zarezana koZa i potkoZje
duzinom od oko 2 cm iznad lumbalnog segmenta kraljesnice. Izmedu Cetvrtog i petog
lumbalnog kraljeska injicirano je (Tuberculin syringe 27, Becton Dickinson, SAD) 20 uL
otopine BT-A. Ispravnost injiciranja potvrdena je pomakom repa Zivotinje. Zivotinjama su
rezovi saSiveni, nakon ¢ega su vracene u kaveze. Prva mjerenja ucinjena su barem 24 sata
nakon injiciranja BT-A.

3.2.1.3. Intraneuronalna primjena

Zivotinje su anestezirane kloralhidratom, te im je s desne strane, uz bedrenu kost,
napravljen rez duzine 2 cm kako bi se izolirao n. ishiadicus. Ispod izoliranog zivca stavljen
je komadi¢ parafilma kako bi se sprijeCio gubitak BT-A uslijed moguéeg nepravilnog
injiciranja. U n. ishiadicus je zatim pazljivo injicirano (Hamilton syringe, Hamilton,
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Svicarska) 2 pL otopine BT-A. Parafilm je uklonjen jednu minutu nakon injiciranja,
provjereno je da li je suh (ispravno injiciranje), te je rez saSiven. Prva mjerenja ucinjena su
nakon 8 sati.

3.3. Koristene kemikalije, reagensi i antitijela

Za pripremu otopina koriStenih u ispitivanjima antinociceptivnog 1 protuupalnog
djelovanja na eksperimentalnim modelima, upotrebljene su sljedece krute supstancije:
kloralhidrat (Chloral hydrate, Merck KGaA, Njemacka), karagenan (A-carrageenan,
Sigma, SAD), kapsaicin (Capsaicin, 8-Methyl-N-vanilyl-trans-6-nonenamide, Sigma,
SAD), aloksan (A/loxan monohydrate, Sigma, SAD), streptozotocin (Streptozocin, Sigma,
SAD), Evansovo modrilo (Evan's blue, Merck KGaA, Njemacka), kolhicin (Colchicine,
Sigma, SAD). Sve su supstancije, osim kapsaicina, otopljene u odgovaraju¢em volumenu
fizioloske otopine, kako bi se dobile potrebne doze. Kapsaicin je otopljen u fizioloskoj
otopini kojoj je dodano 10% etanola (96%) 1 10% Tween 80. Od tekuéih supstancija
koristeni su: formaldehid, 35% (Kemika, Hrvatska), etanol 96% (Kemika, Hrvatska),
formamid (Kemika, Hrvatska), Tween 80 (Sigma, SAD).

Za izradu gela i pufera u postupcima elektroforeze i Western blota, te za izradu pufera
u postupku imunohistokemije, koristene su sljedece kemikalije: akrilamid (Acrylamide,
Sigma, SAD), bisakrilamid (Bis-N,N-methylen-bis-acrylamide, Sigma, SAD), amonij
persulfat (Ammonium persulfate, Sigma, SAD), TEMED (TEMED, Sigma, SAD), HEPES
(HEPES, Sigma, SAD), NaCl (Kemika, Hrvatska), EDTA (Kemika, Hrvatska), NaF
(Sigma, SAD), ZnCl, (Sigma, SAD), Tris (TRIZMA® base, Sigma, SAD) PMSF
(Phenylmethanesulfonyl fluoride, Sigma, SAD), 2-merkaptoetanol (2-Mercaptodthanol,
MERCK-Schurchardt, Njemacka), bromfenol modrilo (Bromphenol blue, Sigma, SAD),
glicerol (Glycerol anhydrous, Fluka, Svicarska) metanol (Kemika, Hrvatska), apsolutni
etanol (Kemika, Hrvatska), boja Ponceau (Ponceau solution, Sigma-SAD); deterdzenti:
SDS (Sodium dodecil sulphate, Sigma, SAD), Tween 20 (Sigma, SAD) 1 Triton X-100
(Sigma, SAD); standard za odredivanje molekulskih masa (Full Range Rainbow ™
Molecular Weight Markers, Amersham Biosci, Velika Britanija). KoriSteni su univerzalni
razvija¢ (FR-16) i brzi fiksir (FF-2) (Fotokemika, Hrvatska).

Za elektroforezu koriStene su kadice Bio-Rad 1 aparat (PowerPack JR II Power supply,
Bio-Rad, SAD), nitrocelulozne membrane veli¢ine pora 0,2 um (Nitrocellulose membrane,
Sigma, SAD), film za razvijanje (Ortho CP-G PLUS (medical X-ray film), AGFA,
Belgija).

KoriSteni su sljedeci reagensi (Kkitovi): za odredivanje glukoze u krvi Glukoza (PAP)
(Herbos dijagnostika, Hrvatska); u metodi Western blot: za kemiluminescentnu detekciju
proteina ECL™ Western Blotting Detection Reagents (Amersham Biosci, Velika
Britanija); u imunohistokemiji: za blokiranje nespecifiénog vezanja koristen je Protein
block, Serum-free (DAKO, SAD), za vizualizaciju je koriSten Labeled Streptavidin Biotin
(LSAB™) +System-HRP (DAKO, SAD), a kao kromogen Lyquid DAB-+substrate
(DAKO, SAD), te za protubojanje Dako REAL ™ Hematoxylin (DAKO, SAD).

U postupcima imunodetekcije, koriStena su sljedeca antitijela: primarna 1. Polyclonal
Antibody to Clostridium botulinus toxin A (Acris, Njemacka), 2. Polyclonal Rabbit Anti
Clostridium botulinum Neurotoxin Type A (Biodesign, SAD), 3. Polyclonal Rabbit
Clostridium botulinum Type A Neurotoxin Light Chain (Biodesign, SAD); sekundarno
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Peroxidase Labeled Affinity Purrified Antibody to Rabbit IgG (H+L) (Kirkegaard&Perry
Labboratories, SAD).

3.4. Eksperimentalni modeli boli

Ispitivanja antinociceptivnog djelovanja BT-A izvodena su na razli¢itim eksperimentalnim
modelima boli (Tablica 101 11).

Tablica 10. Prikaz eksperimentalnih modela nociceptivne, upalne, neuropatske i misicne boli
koristenih u ovom radu

Vrsta boli Model

Akutna osjetljivost na termalni podrazaj
Nociceptivna bol Akutna osjetljivost na mehanicki podrazaj
Prva faza boli uzrokovane formalinom

Formalinski test
Upalna bol Karagenanski test
Kapsaicinski test

Periferna neuropatija

Neuropatska bol Dijabeticka neuropatija

Misiéna bol Kroni¢na misi¢na hiperalgezija

3.4.1. Akutna osjetljivost na termalni podrazaj — metoda vruée ploce

Osjetljivost na termalni podrazaj ispitivana je metodom vruce ploce (engl. unilateral hot-
plate test), ¢iji je postupak ponesto modificiran od originalne metode (114) 1 prilagoden
potrebama eksperimenata. Temperatura povrSine ploce aparata (proizvodaca INKO-
Medicinski aparati i instrumenti, Hrvatska) bila je 52+0,2 °C. Nakon $to je Zivotinja
primljena u odgovaraju¢i polozaj, desna straznja Sapa stavljena je na vrucu plocu. Mjereno
je vrijeme latencije u sekundama potrebno da zivotinja Sapu podigne ili povuce sa
zagrijane povrSine. Svakoj Zivotinji izmjerena su vremena latencije tri puta u intervalima
od 10 minuta (iz te tri vrijednosti izraCunata je srednja vrijednost). Kako bi se sprijecilo
ostecenje tkiva, maksimalno vrijeme drzanja Sape na vrucoj plo¢i bilo je 20 sekundi.

U pokus su bile uklju¢ene dvije skupine zivotinja: jedna, kojoj je 5 dana prije mjerenja
jednokratno s.c. u plantarnu povrSinu straznje Sape injiciran BT-A u dozi 5 1.j./kg 1 druga,
koja je na isti nacin primila fiziolosku otopinu (kontrola). Svaka skupina je imala barem 6
Zivotinja.

3.4.2. Akutna osjetljivost na mehanicki podraZaj — metoda pritiska Sape

Osjetljivost na mehanic¢ki podrazaj odredivana je metodom pritiska Sape (engl. paw-
pressure test), kao $to su prvotno opisali Randall i Selitto (115). Aparat za mjerenje
nacinjen je u naSem laboratoriju (prema komercijalnom aparatu Paw-pressure Analgesia
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Instrument, Ugo Basile, Italija). Nakon §to je primljena u odgovaraju¢i polozaj, desna
straznja Sapa zivotinje stavljena je na podlozak, te je s dorzalne strane vrSen pritisak
rastuéeg intenziteta. Mjerena je sila kojom klizni uteg pritis¢e povrsinu $ape od oko 6 mm?.
(U fizici bi ispravno oznac¢avanje sile bilo u N (Newton), a pritiska u Pa (Pascal = N/m?%). U
skladu sa znanstvenom literaturom na engleskom jeziku, koja mjeri ,withdrawal
threshold“ u gramima, sila je, radi jednostavnosti i lakSeg razumijevanja rezultata, u
disertaciji izrazena kao masa u gramima koja je potrebna da u zivotinje izazove bol, tj. da
Stakor s podloska izvuce Sapu. Izmjerena masa predstavljala je prag boli. Kako bi se
sprijecilo oStecenje tkiva, mjerenje je prekinuto kod mase od 250 grama. Svakoj zivotinji
izmjerena je mehanicka osjetljivost tri puta u intervalima od 10 minuta (iz te tri vrijednosti
izraCunata je srednja vrijednost).

U pokus su bile ukljuene dvije skupine Zivotinja. Jedna, kojoj je 5 dana prije mjerenja
jednokratno s.c. u plantarnu povrsinu straznje Sape injiciran BT-A u dozi 5 i.j./kg i druga,
kontrolna, koja je umjesto BT-A primila odgovaraju¢i volumen fizioloSke otopine. U
svakoj skupini je bilo barem 6 Zivotinja.

3.4.3. Formalinski test

Kako bi se dobila 5%-tna otopina formalina, 35%-tni formaldehid razrijeden je s
fizioloskom otopinom u omjeru 1:7. Formalin (5%-tni) je u volumenu od 50 uL injiciran u
plantarnu povrSinu straznje desne Sape Stakora. Kao pokazatelj boli, mjeren je broj trzaja
Sape tretirane formalinom. Injiciranje formalina uzrokuje u Zivotinja bol koja je obiljezena
dvjema fazama (116). Mjerenja u prvih 15 minuta nakon injiciranja formalina ¢ine prvu
fazu testa, koja je posljedica izravne stimulacije nociceptora formalinom. Ova faza
predstavlja nociceptivnu bol. Broj trzaja tretirane Sape u sljede¢ih 45 minuta (15-60 minuta
nakon injiciranja formalina) ¢ini drugu fazu testa, koja je posljedica oslobadanja upalnih
medijatora i senzitizacije. Ova faza predstavlja upalnu bol (Tablica 11).

Formalinskim testom ispitivana je ovisnost antinociceptivnog ucinka BT-A o dozi, te
njegovo trajanje nakon periferne i srediSnje primjene BT-A.

U pokusu ispitivanja ovisnosti uc¢inka o dozi, koriStene doze BT-A kod periferne primjene
u Sapu bile su: 2; 3; 3,5; 517 1.j./kg, a kod sredi$nje (intratekalne) primjene: 0,25; 0,5; 1 1
1,5 i.j./kg. Kako bi se utvrdio nastup antinociceptivnog djelovanja, mjerenja su provodena
najranije 24 sata nakon jednokratne periferne ili srediSnje primjene BT-A. U pokusu
ispitivanja trajanja antinociceptivnog djelovanja, koristena je jedna doza BT-A (7 i.j./kg), a
mjerenja su provodena 1 dan, 5, 15, 30 1 37 dana nakon perifernog injiciranja toksina u
Sapu.

U pokus je bila ukljucena i kontrolna skupina Zivotinja, kojoj je umjesto BT-A injicirana
fizioloska otopina. U skupinama je bilo 6-7 zivotinja.

3.4.4. Hiperalgezija uzrokovana karagenanom

Otopina karagenana u fizioloSkoj otopini (1%), u volumenu od 100 uL, injicirana je u
plantarnu povrsinu straznje desne Sape Stakora. Karagenan uzrokuje jaku upalnu reakciju
prac¢enu edemom, te termalnu i mehanicku hiperalgeziju, €iji je intenzitet najjaci 2-6 sati
nakon injiciranja (Tablica 11) (117,118). BT-A je primijenjen jednokratno periferno u
plantarnu povrsinu straznje desne Sape u dozi 5 i.j./kg 1 dan i 6 dana prije injiciranja
karagenana. Tri sata nakon injiciranja karagenana, mjerena je osjetljivost desne Sape na
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termalni podrazaj metodom vruce ploce, odnosno na mehanicki podrazaj metodom pritiska
Sape. Nakon $to je svakoj Zivotinji izmjereno vrijeme latencije po tri puta u intervalima od
10 minuta, istim Zivotinjama je mjerena osjetljivost na mehanicki podrazaj tri puta u
intervalima od 10 minuta.

U pokusu ispitivanja ovisnosti antinociceptivnog ucinka o dozi, i u ovom modelu su
koristene doze BT-A: 2; 3; 3,5; 517 i.j./kg.

U svaki pokus su, pored skupine koja je u plantarnu povrSinu Sape primila BT-A 1
karagenan, bile ukljucene i1 skupina koja je primila fizioloSku otopinu i karagenan, te
skupina koja je primila samo fiziolosku otopinu. U skupinama je bilo 6-7 zivotinja.

Tablica 11. Usporedba osobina formalinskog, karagenanskog i kapsaicinskog modela

upalne boli
Model Osobina Trajanje
Dvo-fazi¢ni odgovor Mjere se bolni odgovori (broj
Formalinski test | karakteriziran spontanim trzaja injicirane Sape) u
bolnim odgovorima, poput vremenu od 15-60 minuta
trzaja i lizanja injicirane Sape nakon injiciraja formalina
_ . 2-6 sati nakon injiciranja
Hlpelialgezua Termalna i mehanicka kgragenana.i. upalna .r.eevlkcija i
pzroRovana hiperalgezija hiperalgezija su najjaceg
karagenanom intenziteta, te se nakon toga
smanjuju unutar 24-72 sata
. . Termalna i mehanicka
Hlpelialgezua Termalna i mehanicka hipc?ralgezija nastupaj}l unutar
uzrokovana hiperalgezija prylh 15 minuta, a traju 45
kapsaicinom minuta (termalna), odnosno do
4 sata (mehanicka)

3.4.5. Hiperalgezija uzrokovana kapsaicinom

Kapsaicin je otopljen u fizioloskoj otopini uz dodatak 10% etanola (96%-tni) i 10% Tween
80. Otopina kapsaicina (0,1%) injicirana je u plantarnu povrSinu straznje desne Sape
Stakora u volumenu od 50 pL. Ve¢ 15 minuta nakon injiciranja, razvija se termalna i
mehanicka hiperalgezija pracena crvenilom Sape kao posljedicom upale (Tablica 11)
(119,120). BT-A je, u dozi 5 i.j./kg, injiciran jednokratno periferno u plantarnu povrsinu
desne Sape 1 dan i 6 dana prije kapsaicina. Petnaest minuta nakon injiciranja kapsaicina,
uslijedilo je mjerenje osjetljivosti desne Sape na termalni podrazaj metodom vruce ploce (3
puta u intervalima od 10 minuta), odnosno, nakon toga, na mehanicki podrazaj metodom
pritiska Sape (3 puta u intervalima od 10 minuta).

U svaki pokus su, pored skupine kojoj je u plantarnu povrsSinu straznje desne Sape injiciran
BT-A 1 kapsaicin, bile ukljucene i skupina koja je primila fiziolosku otopinu i kapsaicin, te
skupina koja je injicirana samo s otapalom (fizioloska otopina/10% etanol/10% Tween 80).
U skupinama je bilo 5-7 zivotinja.
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3.4.6. Periferna neuropatija

Zivotinjama je parcijalno jednostrano zarezan n. ishiadicus, kao §to su prvotno opisali
Lindenlaub i Sommer (121). Anesteziranim Zivotinjama izoliran je desni n. ishiadicus, te je
kroz njegovu sredinu postavljena tanka kirurSka igla. Pola promjera Zivca zarezano je
skalpelom u smjeru igle, koja je nakon toga odstranjena. U kontrolne skupine Zivotinja
ucinjen je ,lazni" zahvat, tj. zivac je izoliran, ali nije zarezan.

Dva tjedna nakon zahvata, mjerena je osjetljivost desne Sape na termalni podrazaj
metodom vruce ploce, te na mehanicki podrazaj metodom pritiska Sape. Za zivotinje s
parcijalnom transekcijom Zivca koje su pokazale preosjetljivost (vremena latencije i prag
mehani¢kog podrazaja nizi za barem 20% u odnosu na srednju vrijednost kontrole s
»laznim* zahvatom), smatrano je da su razvile neuropatiju. Te su zivotinje ukljuene u
daljnje pokuse i injicirane s BT-A ili s fizioloSkom otopinom. U jednoj seriji pokusa BT-A
je u dozi 7 i.j./kg injiciran jednokratno s.c. u plantarnu povrSinu straznje desne Sape
Stakora, a u drugoj intratekalno u dozi 1 ij./kg. Mjerenja osjetljivosti na termalne i
mehanicke podrazaje pocela su 24 sata nakon primjene BT-A. U pokusu, u kojem je BT-A
primijenjen periferno, mjerenja su izvodena jednom tjedno, dok je bila prisutna
hiperalgezija, odnosno dok je trajalo djelovanje BT-A.

U pokusu, u kojem je BT-A primijenjen intratekalno, mjerenja su provodena 1 dan i 5 dana
nakon primjene BT-A. U skupinama je bilo 5-7 Zivotinja.

3.4.7. Dijabeticka neuropatija

Djelovanje BT-A ispitivano je na dva modela eksperimentalnog dijabetesa. U jednom je
dijabetes uzrokovan jednokratnim s.c. injiciranjem otopine aloksana u dozi od 150 mg/kg
(122), a u drugom i.p. injiciranjem otopine streptozotocina u dozi od 80 mg/kg (123).
Jednoj skupini Zivotinja u svakom modelu je na isti nacin injicirana fizioloska otopina
(skupina bez dijabetesa).

Nakon pet dana, Zivotinjama je iz repne vene izvadena krv, kako bi se odredila
koncentracija glukoze kolorenzimskom (PAP) metodom. Zivotinje s koncentracijom
glukoze u krvi ve¢om od 15 mM/L ukljucene su u daljnje pokuse, a tri tjedna nakon
injiciranja aloksana, odnosno streptozotocina, mjerena im je osjetljivost na mehanicki
podrazaj metodom pritiska Sape.

Za zivotinje koje su razvile preosjetljivost na mehanicki podrazaj (prag podrazaja nizi za
barem 25% u odnosu na srednju vrijednost kontrole - skupina bez dijabetesa), smatrano je
da su razvile neuropatiju. Te su Zivotinje injicirane jednokratno periferno (s.c. u Sapu) s
BT-A u dozama 3, 5 ili 7 1j./kg, odnosno s fizioloSkom otopinom. Osjetljivost na
mehanicki podrazaj mjerena je 5 dana nakon primjene BT-A u Sapu Stakora.

U streptozotocinskom modelu dijabetesa dodatno je ispitivan nastup, te trajanje
antinociceptivnog djelovanja periferno primijenjenog BT-A u dozi 5 i.j./kg. Mjerenje
osjetljivosti na mehanicki podrazaj pocelo je 1 dan nakon primjene BT-A, a ponovljeno je
5, 15 1 28 dana nakon injiciranja BT-A ili fizioloske otopine u Sapu Stakora. Na kraju
pokusa, zivotinjama je ponovno izvadena krv iz repne vene, kako bi se provjerila
koncentracija glukoze u krvi.

Osjetljivost na kemijski podrazaj, u oba modela, mjerena je svim Zivotinjama jednom
tijekom pokusa (10-12 dana nakon injiciranja BT-A), i to formalinskim testom.
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U skupinama je bilo 5-7 Zivotinja.

3.4.8. Kroni¢na misi¢na hiperalgezija

Kisela otopina 0,9% NaCl pH 4,0 u volumenu od 100 uL injicirana je dva puta, u intervalu
od 4 dana, u desni gastrocnemius misi¢ zivotinje. Unutar 24 sata od posljednjeg injiciranja
takve otopine, razvija se mehanicka hiperalgezija na ipsilateralnoj, ali i na kontralateralnoj
strani (sekundarna hiperalgezija) (63). Osjetljivost na mehani¢ki podrazaj mjerena je
metodom pritiska na tkivu Sape s ipsilateralne i s kontralateralne strane.

U prvoj seriji pokusa, BT-A je, u dozi 5 i.j./kg, primijenjen periferno u plantarnu povrsinu
desne straznje Sape Stakora 5 dana prije prve injekcije kisele otopine, kako bi se ispitalo da
li BT-A sprjecava nastanak sekundarne hiperalgezije. Osjetljivost na mehanicki podrazaj
mjerena je 24 sata nakon druge injekcije kisele otopine, odnosno 10 dana nakon BT-A.

U drugoj seriji pokusa, BT-A je injiciran periferno, u dozi 5 i.j./kg, 24 sata nakon druge
1.m. injekcije kisele otopine 0,9% NaCl-a, kako bi se ispitalo njegovo djelovanje na ve¢
nastalu preosjetljivost. U ovom je pokusu osjetljivost na mehanicki podrazaj mjerena
obostrano, i to 1 1 5 dana nakon injiciranja BT-A.

U svaku seriju pokusa, osim skupine koja je i.m. injicirana s kiselom otopinom 0,9% NaCl-
apH 4,0 is.c. (usapu) s BT-A, bile su uklju¢ene i skupina koja je i.m. injicirana s kiselom
otopinom, a u S$apu je primila fiziolosku otopinu, te skupina koja je i.m. i s.c. injicirana
samo s fizioloSkom otopinom (kontrola). U svakoj je skupini bilo 6 Zivotinja.

3.5. Odredivanje veliCine edema Sape nakon injiciranja
karagenana

Edem, uzrokovan injiciranjem 1%-tne otopine karagenana u volumenu od 100 pL u
plantarnu povrS$inu straznje desne Sape, mjeren je slicno opisu Wintera jos iz 1962. godine
(124). Aparat za mjerenje nacinjen je u naSem laboratoriju prema komercijalnom aparatu
(Plethysmometer - Paw volume meter, Ugo Basile, Italija). U lijevu je Sapu injiciran isti
volumen otapala (fizioloske otopine). Tri sata nakon injiciranja karagenana, Zivotinja je
primljena u odgovarajuci polozaj, a desna i lijeva Sapa su naizmjence uronjene, do zgloba,
u usku graduiranu posudicu napunjenu 70%-tim etanolom. Ocitana je promjena u
volumenu tekucine (u mililitrima) nakon uranjanja Sape. Mjerenje je ponovljeno jo§ dva
puta (iz tri oCitane vrijednosti izraCunata je srednja vrijednost). Nakon toga, Zivotinje su
zrtvovane cervikalnom dislokacijom, Sape su amputirane u podrucju koljena i izvagane.

U pokus su ukljucene dvije skupine. Prva, kojoj je 5 dana prije karagenana jednokratno
periferno u desnu Sapu injiciran BT-A u dozi 5 ij./kg i druga, kojoj je na isti nacin
primijenjena fizioloska otopina (kontrola). U skupinama je bilo 6-7 zivotinja.
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3.6. Mjerenje ekstravazacije proteina nakon injiciranja upalnih
tvari u Sapu Stakora

Injiciranjem kapsaicina u plantarnu povrSinu straznje Sape Stakora uzrokovana je lokalna
upalna reakcija karakterizirana malim edemom i crvenilom Sape (125,126). Patofizioloski,
to je praceno izlazenjem proteina iz krvnih zila (ekstravazacija). Do ekstravazacije proteina
dolazi i pri upali uzrokovanoj karagenanom. Jedan od najce$¢ih nafina mjerenja
ekstravazacije je pomocu boje koja se veze za albumine 1 prilikom upale, zajedno s njima,
izlazi iz krvnih zila.

U jednoj seriji pokusa je anesteziranim zivotinjama, 15 minuta nakon injiciranja otopine
Evansovog modrila (50 mg/kg, u volumenu od 1 mL) u venu repa, injicirana 0,1%-tna
otopina kapsaicina u volumenu od 100 uL u plantarnu povrSinu straznje desne Sape,
odnosno isti volumen otapala (fiziolo$ka otopina koja sadrzi 10% etanola (96%-tog) 1 10%
Tween 80) u kontralateralnu Sapu. Nakon sljede¢ih 15 minuta, Sape su amputirane u
podru¢ju koljena, izvagane, fotografirane, stavljene u formamid (4 mL po Sapi), te
ostavljene na 37 °C tijekom 48 sati. Nakon toga, mjerena je apsorbancija otopina
formamida na 620 nm.

U drugom pokusu mjerenja ekstravazacije proteina, 1%-tna otopina karagenana u
volumenu od 100 uL injicirana je u straznju desnu Sapu Stakora, a otapalo (fizioloSka
otopina) u drugu. Nakon tri sata, otopina Evansovog modrila injicirana je u repnu venu
anesteziranih Stakora, te se postupilo kao §to je prethodno navedeno.

U pokus je, osim skupine Zivotinja kojoj je 5 dana prije injiciranja upalnih tvari u istu Sapu
injiciran BT-A u dozama 5 ili 10 ij./kg, ukljucena i skupina kojoj je umjesto BT-A
injicirana fizioloska otopina. Mjera ekstravazacije pri upali su izmjerene apsorbancije
otopina formamida (prikazane po gramu tkiva Sape). U skupinima je bilo 6-8 Zivotinja.

3.7. Odredivanje djelovanja botulinum toksina tipa A nakon
inhibicije aksonalnog transporta

3.7.1. Inhibicija aksonalnog transporta kolhicinom

Otopina kolhicina u fizioloskoj otopini (5 mM), u volumenu od 2 pL, injicirana je u n.
ishiadicus Zivotinje. Nakon primjene u ili na zivac u malim koncentracijama, kolhicin
uzrokuje depolimerizaciju tubulina 1 tako sprjeCava aksonalni transport (127).
Anesteziranim zivotinjama je zarezana koza uz desnu bedrenu kost kako bi se izolirao n.
ishiadicus. Ispod Zivca je stavljen komadi¢ parafilma, da se sprijeci gubitak otopine
kolhicina (ili fizioloske otopine) uslijed moguceg krivog injiciranja. Jednu minutu nakon
injiciranja, parafilm je uklonjen, rezovi su sasiveni i Zivotinje su vracene u kaveze.

BT-A u dozi 5 i.j./kg je injiciran s.c. u plantarnu povrSinu straznje desne Sape Stakora 24
sata nakon injiciranja kolhicina u Zivac.

Provedena su dva neovisna pokusa: jedan, na modelu upalne boli uzrokovane
karagenanom, te drugi, na modelu kroni¢ne misi¢ne hiperalgezije.

U plantarnu povrSinu straZznje desne Sape Stakora injicirana je i 1%-tna otopina karagenana,
1 to 5 dana nakon periferne primjene BT-A. Osjetljivost na termalni i mehanicki podrazaj
mjerena je nakon 3 sata metodom vruce ploc¢e, odnosno metodom pritiska Sape. U ovaj su
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pokus bile ukljucene sljedec¢e skupine zivotinja: 1. skupina kojoj je u Zivac i u Sapu
injicirana fizioloska otopina, 2. skupina kojoj je u zivac injicirana fizioloSka otopina, a u
Sapu fizioloska otopina i karagenan, 3. skupina kojoj je u zivac injicirana fizioloska
otopina, a u Sapu BT-A i karagenan; 4. skupina kojoj je u Zivac injiciran kolhicin, a u Sapu
BT-A 1 karagenan, te 5. skupina kojoj je u zivac injiciran kolhicin, a u Sapu fizioloSka
otopina i karagenan. U skupinama je bilo 4-6 Zivotinja.

U drugom pokusu, Zivotinje su najprije injicirane dva puta s kiselom otopinom 0,9% NaCl-
a pH 4,0 (Cetiri dana razmaka izmedu prve i druge injekcije) u desni gastrocnemius misic,
a 24 sata nakon druge i.m. injekcije, anesteziranim zivotinjama je u desni n. ishiadicus
injiciran kolhicin. Jednoj skupini Zivotinja je sljede¢i dan periferno primijenjen BT-A u
dozi 5 1.j./kg u plantarnu povrsinu Sape, dok je drugoj skupini injicirana fizioloska otopina.
Osjetljivost na mehanicki podrazaj mjerena je metodom pritiska Sape 5 dana nakon
injiciranja BT-A, i to na ispilateralnoj i kontralateralnoj strani. U ovaj su pokus bile
ukljucene sljedece skupine Zivotinja: 1. skupina koja je u zivac, miSi¢ i Sapu primila samo
fiziolosku otopinu, 2. skupina koja je i.m. injicirana s kiselom otopinom 0,9% NaCl-a, a u
Zivac 1 Sapu je primila fiziolosku otopinu, 3. skupina koja je i.m. injicirana s kiselom
otopinom, u Zivac je injicirana fiziologka otopina, a u apu BT-A. Zivotinjama u sljede¢e
dvije skupine (Cetvrta i peta skupina) u n. ishiadicus je injicirana otopina kolhicina i obje
su i.m. injicirane s kiselom otopinom 0,9% NaCl-a. Dok je jednoj u desnu Sapu injiciran
BT-A 1 dan nakon kolhicina, drugoj je skupini injiciran isti volumen fizioloske otopine. U
svakoj je skupini bilo najmanje 5 Zivotinja.

3.7.2. Inhibicija aksonalnog transporta presijecanjem n. ishiadicusa

Zivotinje, koje su nakon dvostrukog i.m injiciranja kisele otopine 0,9% NaCl-a pH 4,0
razvile preosjetljivost na mehanicki podrazaj na injiciranoj i na suprotnoj strani, bile su
podvrgnute sljede¢em postupku. U desni n. ishiadicus anesteziranih zivotinja injiciran je
BT-A u dozi 0,5 i.j./kg (ili fizioloSka otopina) u volumenu od 2 uL, te je nakon 1 minute
zivac ispod mjesta injiciranja prerezan. Osjetljivost na mehanicki podrazaj mjerena je
metodom pritiska Sape na kontralateralnoj strani 8, 16, 30, 45, 53 1 68 sati nakon injiciranja
BT-A.

U pokus su bile ukljuéene sljedeée skupine zivotinja: 1. skupina kojoj je u zivac 1 misié
injicirana fizioloSka otopina, 2. skupina kojoj je i.m. injicirana kisela otopina, u Zivac
fizioloSka otopina, te je zivac prerezan i 3. skupina kojoj je i.m. injicirana kisela otopina, a
u zivac BT-A, nakon ¢ega je Zivac distalno prerezan. U svakoj skupini je bilo 8 Zivotinja.

3.8. Metode imunodetekcije botulinum toksina tipa A

3.8.1. Priprema uzoraka za imunodetekciju

Jedan, tri 1 pet dana nakon jednokratne s.c. primjene BT-A u dozi 7 1.j./kg u Sapu Stakora,
zivotinje su zrtvovane cervikalnom dislokacijom, te su im odstranjeni n. ishiadicus 1
su injicirane s fizioloSkom otopinom. Uzorci zivaca za Western blot metodu zamrznuti su,
1 naknadno homogenizirani u odgovaraju¢em puferu, dok su uzorci zivaca i senzornih
ganglija za imunohistokemiju stavljeni u puferiranu otopinu formalina, uklapani u
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parafinske kocke, te naknadno podvrgnuti odgovaraju¢im postupcima imunodetekcije BT-

A.

3.8.2. Imunohistokemija
Postupak

I. Fiksiranje uzoraka senzornih ganglija i n. ishiadicusa u puferiranoj otopini formalina 24

sata

II. Uklapanje u parafinske kocke, rezanje i hvatanje na stakalca

KORAK: KEMIKALLJE: VRIJEME:

1. Deparafinizacija Histoclear 2x10'
100% etanol 2x5'
96% etanol 1x5'
Destilirana voda 5x

2. Inhibicija endogene peroksidaze 3%H,0,/metanol 20"

3. Ispiranje vodom i puferom Tris pufer (TBS — Tris 5!
Buffered Saline)

4. Blokiranje nespecifi¢cnog vezanja Protein Block, Serum-free 30"

5. Primarno antitijelo Razrjedenja antitijela: 60'

U postupcima su koriStena tri razliita antitijela:

L. Polyclonal Antibody to Clostridium botulinus L. antitijelo 1:20

toxin A (Acris, Njemacka);

11. Polyclonal Rabbit Anti Clostridium botulinum II. antitijelo1:20

Neurotoxin Type A (Biodesign, SAD);

1. Polyclonal Rabbit Clostridium botulinum Type 11l antitijelo1:50

A Neurotoxin Light Chain (Biodesign, SAD)

6. Ispiranje TBS 5!

7. Sekundarno antitijelo Biotin-Anti-Rabbit IgG 15'

8. Ispiranje TBS 5

8. Tercijarno antitijelo Streptavidin-peroksidaza 15'
(HRP)

9. Ispiranje TBS 5

10. Kromogen Diaminobenzidin (DAB) do smede

boje
11. Kontrastno bojanje Hematoksilin I
12. Ispiranje Voda po potrebi

13. Pokrivanje stakala

Glicerin-zelatina

Tkiva n. ishiadicusa 1 senzornih ganglija Zivotinja tretiranih s BT-A su, nakon fiksiranja u
formalinu, uklopljena u parafinske kocke, rezana na tanke rezove (debljine 8 pum), te,
nakon postupaka deparafinizacije, inhibicije endogene peroksidaze 1 blokiranja
nespecificnog vezanja, inkubirana u otopini primarnog antitijela. Slijedila je inkubacija u
otopini sekundarnog antitijela, vezanom za biotin, te otopini streptavidina, vezanom s
peroksidazom iz hrena (HRP — horseradish peroxidase). Slijedilo je bojanje s DAB-om i
»protubojanje* s hematoksilinom. Svaki uzorak tkiva tijekom postupka je imao negativnu
kontrolu - tkivo tretirano na isti naCin kao i ostali uzorci, ali bez izlaganja primarnom
antitijelu. Uzorci su promatrani mikroskopski.
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3.8.3. Western blot metoda
Postupak

I. Homogeniziranje uzoraka n. ishiadicusa u puferu za homogeniziranje

II. Priprema 9%-tnog donjeg i gornjeg SDS-PAGE (engl. Sodim Dodecyl Sulphate-

PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) gela
III. NanoSenje uzoraka na gel (10 pl)

KORAK: KEMIKALLJE: VRIJEME:
1. Elektroforeza proteina na 150V 9% SDS-PAGE gel, uz pufer 60-75'
za razdvajanje
2. Prijenos na membrane na 100 V Pufer za prijenos pH 8,8 60'
3. Bojanje membrana Ponceau boja 3-5
4. Ispiranje membrana TBS 3x5'
5. Blokiranje nespecificnog vezanja TBS/5% nemasno 60'
mlijeko/0,5%Tween 20
6. Ispiranje membrana TBS/0,5% Tween 20 3x10'
7. Inkubacija u primarnom antitijelu: Razrjedenja antitijela u puferu
za blokiranje: 60'
L. Polyclonal Antibody to Clostridium botulinus 1. antitijelo 1:5001 1:1000
toxin A (Acris, Njemacka);
II. Polyclonal Rabbit Anti Clostridium botulinum 11. antitijelo 1:1000
Neurotoxin Type A (Biodesign, SAD);
H1. Polyclonal Rabbit Clostridium botulinum II1. antitijelo 1:350
Type A Neurotoxin Light Chain (Biodesign,
SAD)
8. Ispiranje membrana TBS/0,5 % Tween 20 3x10'
9. Inkubacija u sekundarnom antitijelu Razrjedenje antitijela u puferu 60'
»Peroxidase Labeled Affinity Purified Antibody  za blokiranje 1:1000
to Rabbit IgG*
10. Ispiranje membrana TBS/0,5% Tween 20 3x10'
TBS 3x10'
11. Izlaganje kemiluminescentu Luminol 3
12. Ekspozicija Fiksiranje i razvijanje na film 5-10'

Nakon elektroforeze proteina iz tkiva n. ishiadicusa na 9% SDS-PAGE gelu uz pufer za
razdvajanje pH 8,3 i prijenosa na nitrocelulozne membrane uz pufer za prijenos (128),
slijedilo je blokiranje membrana i inkubacija u otopinama primarnog antitijela 1
sekundarnog antitijela - vezanom na peroksidazu iz hrena. Nakon ispiranja u puferu (pH
7,4), membrane su inkubirane u otopini kemiluminescenta, pri ¢emu dolazi do oksidacije
luminola katalizirane peroksidazom iz hrena, te emisije svjetla koje se hvata na filmu.

Pufer za homogeniziranje uzoraka:
50 mM HEPES

150 mM NacCl

1 mM EDTA

10% glicerol

1% Triton V-100
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25 mM NaF
10uM ZnCl,
1 mM PMSF

DONIJI GEL (SEPARATING) 9% sastoji se od:
Tris CI/SDS pH 8,8

30 % acrilamid/0,8% bisakrilamid

10 % amonij-persulfat

TEMED (TEtraMethylEthyleneDiamine)

H,O

GORNIJI GEL sastoji se od:

30% akrilamid/0,8% bisakrilamid
Tris CI/SDS pH 6,8

10% amonij persulfat

TEMED

TBS (Tris pufer)
0,5 mM Tris baza
7,5 mM NaCl

pH 7.4

3.9. StatistiCka obrada rezultata

Rezultati pokusa na eksperimentalnim modelima boli na Zivotinjama izraZzeni su kao
aritmeticka sredina * standardna devijacija. Rezultati iz nekoliko pokusa prikazani su kao
postotak promjene u odnosu na kontrolnu skupinu. Nakon analize varijance, razlike
izmedu skupina analizirane su Newman-Keuls post hoc testom. Znacajne su sve p
vrijednosti manje od 0,05, osim u slucaju visekratnih mjerenja gdje je, uz faktor korekcije,
granica znacajnosti pomaknuta s uobicajenih 0,05 na 0,01.
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4. REZULTATI



4.1. Djelovanje botulinum toksina tipa A na razlicCite vrste boli

4.1.1. Nociceptivna bol

BT-A, primijenjen u plantarnu povrsinu straznje Sape Stakora 5 dana prije mjerenja u dozi
od 5 i.j./kg, nije mijenjao vrijeme latencije mjereno metodom vruce ploce, niti je utjecao na
prag osjetljivosti na mehanicki podraZaj mjeren metodom pritiska Sape. Vrijeme latencije,
tj. vrijeme potrebno da Zivotinja Sapu povuce ili podigne s vruce ploce, bilo je za skupinu
tretiranu s BT-A 8,242,3 sekundi, te za kontrolu koja je primila fiziolosku otopinu 7,943,4
sekundi. Prag osjetljivosti na mehanicki podrazaj, tj. najmanja sila kojom uteg pritis¢e Sapu
na povrsini oko 6 mm? (zbog jednostavnosti je izraZena u jedinici mase umjesto u jedinici
sile), bila je 152,7+31,8 grama za skupinu tretiranu s BT-A te 147,8435,3 grama za
kontrolnu skupinu zivotinja. BT-A (5 i.j./kg) nije utjecao niti na bolne odgovore (broj
trzaja formalinom-tretirane Sape) u prvoj fazi formalinskog testa (prvih 15 minuta nakon
injiciranja formalina), koja je posljedica akutnog podrazaja nociceptora formalinom. Broj
trzaja formalinom-tretirane Sape bio je: 117,0+22,1 za kontrolu vs. 106,0+22,8 za BT-A
(rezultati su prikazani kao aritmeticka sredinatstandardna devijacija).

Razlika izmedu skupina tretiranih s BT-A i kontrolnih grupa Zivotinja nije bila statisticki
znacajna niti u jednom testu.

4.1.2. Upalna bol

4.1.2.1. Formalinski test

Formalinskim testom se ispitivao utjecaj BT-A na upalnu bol (druga faza testa), pri cemu
je mjeren broj bolnih odgovora (trzaja tretirane Sape) 15-60 minuta nakon injiciranja
formalina. Ispitivalo se postoji li ovisnost antinociceptivnog ucinka o dozi, te koliko dugo
ucinak traje.

Pri ispitivanju najmanje djelotvorne doze, te ovisnosti u¢inka o dozi, BT-A (2; 3; 3,5; 517
1.j./kg) je primijenjen jednokratno s.c. u plantarnu povrSinu straznje Sape Stakora 5 dana
prije mjerenja. Pokazano je da je najmanja doza koja statisticki znacajno smanjuje broj
trzaja Sape injicirane formalinom u odnosu na kontrolu (Zivotinje koje su primile fizioloSku
otopinu) doza od 3,5 i.j./kg (Slika 6). Nije uo¢eno dodatno povecanje ucinka primjenom
doza vecih od 3,5 1.j./kg, tj. nije bilo razlike u intenzitetu antinociceptivnog djelovanja.

Rezultati ispitivanja vremena pocetka antinociceptivnhog djelovanja jednokratno
primijenjenog BT-A (7 i.j./kg) pokazali su da ono nastupa tek 5 dana nakon njegova
perifernog injiciranja u Sapu Stakora, te je jo§ uvijek prisutno 15 i 30 dana nakon primjene.
Broj trzaja formalinom injicirane Sape, mjeren 37 dana nakon primjene BT-A, nije bio
znacajno razlicit od kontrole (Slika 7).
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Slika 6. Utjecaj rastuéih doza jednokratno primijenjenog BT-A u plantarnu
povrSinu strainje Sape na formalinom uzrokovanu bol (broj trzaja Sape) u drugoj
fazi formalinskog testa. Mjerenja su izvodena 5 dana nakon primjene BT-A. Rezultati
su prikazani kao aritmeticka sredina postotka smanjenja broja trzaja Sapa injiciranih
formalinom u odnosu na aritmeticku sredinu kontrole+ standardna devijacija; n=6-7;
*n<0,001 u usporedbi s kontrolom koja je primila fiziolosku otopinu, vrijednost
kontrole (tijekom 45 minuta) (aritmeticka sredinatstandardna devijacija): 282,5+40,4
trzaja tretirane Sape.
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Slika 7. Antinociceptivno djelovanje jednokratno primijenjenog BT-A (7 i.j./kg) u
plantarnu povrSinu straZnje Sape Stakora u formalinskom testu, mjereno u razlicitim
vremenima nakon primjene. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina postotka
smanjenja broja trzaja Sapa injiciranih formalinom u odnosu na kontrolu#standardna
devijacija; n=6-7; *p<0,001 u usporedbi s kontrolom koja je primila fiziolosku
otopinu, vrijednosti kontrole (na slici prikazane kao 100%): tijekom prvih 15 minuta
(faza 1) 117,0422,1 trzaja Sape tretirane formalinom, tijekom sljedecih 45 minuta
(faza 1) 282,5440,4 trzaja Sape tretirane formalinom  (aritmeticka
sredinafstandardna devijacija).
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4.1.2.2. Hiperalgezija uzrokovana karagenanom i kapsaicinom

U oba modela upalne boli injiciranje otopina karagenana, odnosno kapsaicina, uzrokovalo
je povecanu osjetljivost na termalni podrazaj (termalna hiperalgezija), mjereno metodom
vruce ploce, te preosjetljivost na mehanicki podrazaj (mehanicka hiperalgezija), mjereno
metodom pritiska Sape, u odnosu na Zivotinje koje su umjesto karagenana primile
fiziolosku otopinu (Slika 8 1 9), odnosno otapalo (fizioloska otopina/10% etanol/ 10%
Tween 80) umjesto kapsaicina (Slika 10 1 11). Za razliku od karagenanskog testa gdje je
vrijeme latencije skupine tretirane karagenanom i fizioloSkom otopinom bilo statisticki
znaCajno kra¢e u odnosu na vrijeme latencije skupine tretirane samo s fizioloSkom
otopinom (Slika 8), u kapsaicinskom testu vrijeme latencije skupine tretirane kapsaicinom 1
fizioloskom otopinom nije bilo statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na skupinu tretiranu
otapalom (p=0,067) (Slika 10). BT-A je, nakon periferne primjene u Sapu Stakora u dozi od
5 1.j./kg 6 dana prije uzrokovanja boli, znacajno smanjio ili u potpunosti sprijecio nastanak
termalne 1 mehanicke hiperalgezije u oba modela upalne boli. Medutim, BT-A nije utjecao
na termalnu niti na mehani¢ku hiperalgeziju ako je primijenjen 1 dan prije upalnih tvari
(Slika 819, Slika 101 11).

U pokusu ispitivanja ovisnosti antinociceptivnog djelovanja o dozi, kao i u formalinskom
testu, najmanja djelotvorna doza koja je statistiCki znacajno smanjila hiperalgeziju
uzrokovanu karagenanom bila je 3,5 i.j./kg (129).
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Slika 8. Utjecaj jednokratne primjene BT-A (5 i.j./kg) u plantarnu povrsinu Sape Stakora
na preosjetljivost na termalni podrazaj u modelu karagenanom uzrokovane upalne boli.
Mjereno je vrijeme potrebno da Zivotinja povuce Sapu s vruce ploce (vrijeme latencije).
Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredinaz standardna devijacija, n=6-7; fiz. otopina
- skupina koja je u Sapu primila samo fizioloSku otopinu; karagenan - skupina koja je u
Sapu primila 1% karagenan i fiziolosku otopinu; karagenan + BT-A - skupina koja je u
Sapu primila 1% karagenan i BT-A; *p<0,05; ** p<0,01.
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Slika 9. Utjecaj jednokratne primjene BT-A (5 i.j./kg) u plantarnu povrSinu Sape Stakora
na preosjetljivost na mehanicki podraZaj u modelu karagenanom uzrokovane upalne
boli. Mjerena je sila kojom uteg pritis¢e povrinu Sape od oko 6 mm’, a koja dovede do
pomaka Sape, tj. bolnog odgovora. Ta vrijednost predstavlja prag boli, a radi
Jjednostavnosti prikazana je kao masa u gramima. Rezultati su prikazani kao aritmeticka
sredinatstandardna devijacija, n=6-7; fiz. otopina - skupina koja je u Sapu primila samo
fizioloSku otopinu, karagenan - skupina koja je u Sapu primila 1% karagenan i fiziolosku
otopinu; karagenan + BT-A - skupina koja je u Sapu primila 1% karagenan i BT-A;
*0<0,01,**p<0,001.
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Slika 10. Utjecaj jednokratne primjene BT-A (5 ij/kg) u plantarnu povrSinu Sape
Stakora na preosjetljivost na termalni podraZaj u modelu kapsaicinom uzrokovane
upalne boli. Mjereno je vrijeme potrebno da Zivotinja povuce Sapu s vruce ploce (vrijeme
latencije). Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredinatstandardna devijacija, n=5-7;
otapalo - skupina koja je u Sapu primila samo otapalo (fiz. otopina/10% etanol/10% Tween
80); kapsaicin - skupina koja je u Sapu primila 0,1% kapsaicin i fiziolosku otopinu;
kapsaicin + BT-A - skupina koja je u Sapu primila 0,1% kapsaicin i BT-A; *p<0,05.
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Slika 11. Utjecaj jednokratne primjene BT-A (5 ij./kg) u plantarnu povrSinu Sape
Stakora na preosjetljivost na mehanicki podrazaj u modelu kapsaicinom uzrokovane
upalne boli. Mjerena je sila kojom uteg pritisée povrsinu Sape od oko 6 mm’, a koja dovede
do pomaka Sape, tj. bolnog odgovora. Ta vrijednost predstavija prag boli, a radi
Jjednostavnosti prikazana je kao masa u gramima. Rezultati su prikazani kao aritmeticka
sredinafstandardna devijacija, n=>5-7; otapalo - skupina koja je u Sapu primila samo
otapalo (fiz. otopina/10% etanol/10% Tween 80); kapsaicin - skupina koja je u Sapu
primila 0,1% kapsaicin i fiziolosku otopinu; kapsaicin + BT-A - skupina koja je u Sapu
primila 0,1% kapsaicin i BT-A; *p<0,05.

4.1.3. Neuropatska bol

4.1.3.1. Periferna neuropatija

Na modelu eksperimentalne periferne neuropatije ispitivano je djeluje li BT-A nakon
jednokratne periferne primjene u plantarnu povrsinu Sape Stakora na ovu vrstu boli, koliko
dugo moguci ucinak traje te kakvog je intenziteta. Dva tjedna nakon djelomicne transekcije
n. ishiadicusa Zivotinje s eksperimentalnom neuropatskom boli razvile su preosjetljivost na
termalni podrazaj, te na mehanic¢ki podrazaj. Vrijeme latencije, mjereno metodom vruce
ploce, te prag mehanickog podrazaja, mjeren metodom pritiska Sape, bili su znacajno nizi u
odnosu na kontrolne Zivotinje s ,,Jaznim* zahvatom (kojima nije zarezan zivac). BT-A je,
nakon jednokratne periferne primjene u dozi od 7 i.j./kg u plantarnu povrSinu straznje Sape
Stakora, smanjio ili u potpunosti uklonio termalnu i mehanic¢ku preosjetljivost u odnosu na
skupinu s neuropatijom koja je u Sapu injicirana s fizioloSkom otopinom (Slika 12 i 13).
Statisticki znacajno antinociceptivno djelovanje postignuto je 5 dana nakon primjene BT-A
i trajalo je 15 dana (130).
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Slika 12. Utjecaj jednokratne primjene BT-A (7 ij./kg) u plantarnu povrSinu Sape
Stakora na preosjetljivost na termalni podraZaj u modelu periferne neuropatije nakon
parcijalne transekcije n. ishiadicusa. Mjereno je vrijeme potrebno da Zivotinja Sapu
povuce ili podigne s vruce ploce (vrijeme latencije). Rezultati su prikazani kao aritmeticka
sredinafstandardna devijacija, n=5-7; , laZni“ zahvat - skupina bez zarezivanja Zivca,
neuropatija + fiz. otopina - skupina sa zarezanim zivcem i neuropatijom, koja je u Sapu
primila fiziolosku otopinu; neuropatija + BT-A - skupina sa zarezanim Zivcem i
neuropatijom, koja je u Sapu primila BT-A; *p<0,05; **p<0,01.
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Slika 13. Utjecaj jednokratne primjene BT-A (7 ij./kg) u plantarnu povrSinu Sape
Stakora na preosjetljivost na mehanicki podraZaj u modelu periferne neuropatije nakon
parcijalne transekcije n. ishiadicusa. Mjerena je sila kojom uteg pritisée povrsinu Sape od
oko 6 mm’, a koja dovede do pomaka Sape, tj. bolnog odgovora. Ta vrijednost predstavija
prag boli, a radi jednostavnosti prikazana je kao masa u gramima. Rezultati su prikazani
kao aritmeticka sredinafstandardna devijacija, n=5-7; ,laini“ zahvat — skupina bez
zarezivanja zivca, neuropatija + fiz. otopina - skupina sa zarezanim Zivcem i
neuropatijom, koja je u Sapu primila fiziolosku otopinu; neuropatija + BT-A - skupina sa
zarezanim Zivcem i neuropatijom, koja je u Sapu primila BT-A; *p<0,01.
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4.1.3.2. Dijabeti¢ka neuropatija

Tri tjedna nakon s.c. injiciranja aloksana (140 mg/kg) 26 od 52 Zivotinje s dijabetesom
(koncentracija glukoze u krvi >15 mmol/L) razvile su povecanu osjetljivost na mehanicki
podrazaj (dijabeticka neuropatija), mjerenu metodom pritiska Sape, u odnosu na Zivotinje
koje nisu injicirane s aloksanom (skupina bez dijabetesa). BT-A, primijenjen jednokratno
s.c. u plantarnu povrSinu straznje Sape Stakora u dozama 5 i 7 1ij./kg, je smanjio
preosjetljivost na mehanicki podrazaj, mjerenoS dana nakon njegova perifernog injiciranja
(Slika 14).
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Slika 14. Utjecaj jednokratne primjene rastuéih doza BT-A u platarnu povrSinu Sape
Stakora na preosjetljivost na mehanicki podraiaj u modelu dijabeticke neuropatije
uzrokovane aloksanom. Prikazani su rezultati mjerenja 5 dana nakon injiciranja BT-A ili
fizioloske otopine u Sapu Zivotinja. Mjerena je sila kojom uteg pritiSce povrsinu Sape od
oko 6 mm’, a koja dovede do pomaka Sape, tj. bolnog odgovora. Ta vrijednost predstavija
prag boli, a radi jednostavnosti prikazana je kao masa u gramima. Rezultati su prikazani
kao aritmeticka sredinatstandardna devijacija, n=>5-7; skupina bez dijabetesa — skupina
koja nije injicirana aloksanom; dijabeticka neuropatija + fiz. otopina - skupina s
dijabetickom neuropatijom koja je u Sapu primila fiziolosku otopinu, dijabeticka
neuropatija + BT-A — skupina s dijabetickom neuropatijom koja je u Sapu primila BT-A u
dozi 3, 5ili 7 i.j./kg; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Injiciranje otopine formalina u Sapu Stakora uzrokovalo je jac¢i bolni odgovor (veéi broj
trzaja injicirane Sape) u zZivotinja s eksperimentalnim dijabetesom u odnosu na skupinu bez
dijabetesa u drugoj fazi testa (15-60 min), ali razlika nije bila statisticki znacajna. Niti u
prvoj fazi testa (prvih 15 minuta od injiciranja formalina) nije bilo statisticki znacajne
razlike u broju bolnih odgovora izmedu skupine s dijabetesom i one bez dijabetesa.
Medutim, BT-A je u zivotinja s dijabetesom, nakon jednokratne s.c. primjene u Sapu
Stakora, u dozama 5 i 7 1ij./kg, statisticki znacajno smanjio broj bolnih odgovora
uzrokovanih formalinom u odnosu na skupinu s dijabetesom koja je u Sapu primila
fiziolosku otopinu (Slika 15).
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Najmanja primijenjena doza BT-A (3 i.j./kg) nije utjecala na mehanicku preosjetljivost niti
na formalinom uzrokovanu bol u dijabeti¢nih Zivotinja.
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Slika 15. Utjecaj jednokratne primjene rastucih doza BT-A u plantarnu povrSinu Sape
Stakora na broj trzaja Sape injicirane formalinom u drugoj fazi testa u modelu
dijabeticke neuropatije uzrokovane aloksanom. Mjerenja su izvodena 10-12 dana nakon
injiciranja BT-A ili fizioloske otopine u Sapu Stakora. Rezultati su prikazani kao
aritmeticka sredinatstandardna devijacija, n=5-7; skupina bez dijabetesa — skupina koja
nije injicirana aloksanom, dijabeti¢ka neuropatija + fiz. otopina - skupina s dijabetickom
neuropatijom koja je u Sapu primila fiziolosku otopinu, dijabeticka neuropatija + BT-A —
skupina s dijabetickom neuropatijom koja je u Sapu primila BT-A u dozi 3, 5 ili 7 i.j./kg;
*0<0,05; **p<0,01.

U streptozotocinskom modelu dijabetesa su 22 od 52 zivotinje s hiperglikemijom
(koncentracija glukoze u krvi >15 mmol/L) nakon i.p. injiciranja otopine streptozotocina
(80 mg/kg) razvile preosjetljivost na mehanicki 1 kemijski podrazaj (dijabeticka
neuropatija). Prag osjetljivosti na mehanicki podrazaj bio je statisticki znacajno nizi (Slika
16), dok je broj trzaja formalinom-tretirane Sape bio znacajno veci (Slika 17) u tih Zivotinja
u odnosu na Zivotinje bez dijabetesa (kontrolu). U ovom je modelu BT-A, nakon
jednokratne periferne primjene u Sapu Stakora u dozama 5 1 7 1.j./kg, statisticki znacajno
smanjio preosjetljivost na mehanicki podrazaj (Slika 16), a u dozama 3, 51 7 i,j./kg 1
povecanu kemijsku osjetljivost uzrokovanu formalinom (Slika 17).

BT-A nije mijenjao povecanu osjetljivost na mehanicki podrazaj, kada je primijenjen 1 dan
prije mjerenja. Statisticki znaCajno smanjenje preosjetljivosti postignuto je 5 dana nakon
s.c. injiciranja BT-A u Sapu, a trajalo je barem 15 dana (Slika 18).
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Slika 16. Utjecaj jednokratne primjene rastuéih doza BT-A u Sapu Stakora na
preosjetljivost na mehanicki podraZaj u modelu dijabeticke neuropatije uzrokovane
streptozotocinom. Prikazani su rezultati mjerenja 5 dana nakon injiciranja BT-A ili
fizioloske otopine. Mjerena je sila kojom uteg pritisée povrsinu Sape od oko 6 mm’, a koja
dovede do pomaka Sape. Ta vrijednost predstavija prag boli, a prikazana je kao masa u
gramima. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredinaxstandardna devijacija, n=>5-6;
skupina bez dijabetesa — skupina koja nije injicirana streptozotocinom, dijabeticka
neuropatija + fiz. otopina - skupina s neuropatijom koja je u Sapu primila fiziolosku
otopinu, dijabeticka neuropatija + BT-A — skupina s neuropatijom koja je u Sapu primila
BT-A (3, 5ili 71j./kg); *p<0,01; **p<0,001.
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Slika 17. Utjecaj jednokratne primjene rastucéih doza BT-A u Sapu Stakora na broj trzaja
Sape injicirane formalinom (druga faza testa) u modelu dijabeticke neuropatije
uzrokovane streptozotocinom. Mjerenja su izvodena 10-12 dana nakon injiciranja BT-A ili
fizioloSke otopine. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredinaxstandardna devijacija,
n=>5-6, skupina bez dijabetesa — skupina koja nije injicirana streptozotocinom, dijabeticka
neuropatija + fiz. otopina - skupina s neuropatijom koja je u Sapu primila fiziolosku
otopinu, dijabeticka neuropatija + BT-A — skupina s neuropatijom koja je u Sapu primila
BT-A (3, 5ili 71.j./kg); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Slika 18. Utjecaj jednokratne primjene BT-A 5 i.j./kg u plantarnu povrSinu Sape Stakora
na preosjetljivost na mehanicki podraZaj u modelu dijabeticke neuropatije uzrokovane
streptozotocinom, mjereno prije primjene i 1, 5, 15 i 28 dana nakon primjene BT-A.
Mjerena je sila kojom uteg pritisée povrsinu Sape od oko 6 mn’, a koja dovede do pomaka
Sape, tj. bolnog odgovora. Ta vrijednost predstavlja prag boli, a radi jednostavnosti
prikazana je kao masa u gramima. Rezultati su prikazani kao aritmeticka
sredinatstandardna devijacija, n=>5-7; skupina bez dijabetesa (W) —skupina kojoj nije
injiciran streptozotocin; dijabeticka neuropatija + fiz. otopina (®) - skupina s
neuropatijom koja je u Sapu primila fiziolosku otopinu, dijabeticka neuropatija + BT-A
(%) — skupina s neuropatijom koja je u Sapu primila BT-A 5 i.j./kg; *p<0,001 u odnosu na
skupinu bez dijabetesa; “p<0,001 u odnosu na skupinu s dijabetickom neuropatijom koja je
u Sapu primila fiziolosku otopinu.

4.2. Utjecaj botulinum toksina tipa A na upalu

Ispitivanje utjecaja BT-A, primijenjenog jednokratno s.c. u plantarnu povrSinu straznje
Sape Stakora, na lokalnu upalnu reakciju provodilo se nakon injiciranja karagenana,
odnosno kapsaicina u istu Sapu Zivotinje. U pokusima su mjereni edem Sapa, tezina Sapa i
ekstravazacija proteina plazme u tkivu Sapa pri upali.

4.2.1. Lokalna upala uzrokovana karagenanom

Injiciranje 1%-tne otopine karagenana u plantarnu povrSinu straznje Sape Stakora
uzrokovalo je lokalnu upalu karakteriziranu edemom 1 crvenilom injicirane Sape. Tri sata
nakon primjene karagenana mjeren je nastali edem kao promjena volumena tekucéine u
koju je uronjena Sapa (izrazeno u mililitrima), te kao povecanje mase Sapa (izraZeno u
gramima) u odnosu na kontrolu koja je injicirana samo s fizioloSkom otopinom (Tablica
12). BT-A, primijenjen periferno u plantarnu povrsinu Sape Stakora u dozi 5 1.j./kg 5 dana
prije karagenana, nije utjecao na edem, tj. obujam (129) niti na masu Sapa (Tablica 12).
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Tablica 12. Prikaz izmjerenih parametara (masa Sapa, obujam Sapa, ekstravazacija
proteina) pri upali uzrokovanoj karagenanom.

Tretman Masa Sapa Obujam Sapa | Ekstravazacija proteina
(2) (mL) (apsorbancija/g tkiva)
Fizioloska
otopina 1,8240,13 0,2+0,05 0,450+0,13
1% karagenan 2,90+0,24** 0,66+0,12** 0,874+0,29*
1% karagenan
+ 3,31£0,24%* 0,58+0,07** 0,988+0,29*

BT-A 51ij./kg

BT-A je primijenjen s.c. u Sapu 5 dana prije karagenana. Mjerenja su izvodena 3 sata
nakon uzrokovanja upale.

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredinatstandardna devijacija (n=6-7;
*n<0,01, **p<0,001 u odnosu na skupinu injiciranu samo s fizioloskom otopinom,).

4.2.2. Ekstravazacija proteina uzrokovana karagenanom i kapsaicinom

Periferno injiciranje otopine karagenana, osim edema, uzrokuje i crvenilo Sape, te dovodi
do ekstravazacije proteina iz krvnih zila uslijed njihove povecane propusnosti. Upala
uzrokovana karagenanom je najjaceg intenziteta 3-6 sati nakon injiciranja. BT-A,
primijenjen jednokratno s.c. u Sapu Stakora 5 dana prije karagenana u dozi 5 i.j./kg, nije
utjecao na ekstravazaciju kompleksa Evansovo modrilo-proteini plazme. Izmjerene
apsorbancije otopina formamida (izrazene po gramu tkiva Sape) u zivotinja kojima je
injiciran BT-A nisu se znacajnije razlikovale u odnosu na vrijednosti apsorbancija skupine
tretirane samo s karagenanom (Tablica 12).

Periferno injiciranje 0,1 %-tne otopine kapsaicina u plantarnu povrSinu straznje Sape
Stakora uzrokuje crvenilo Sape, te povecava ekstravazaciju proteina ve¢l5 minuta nakon
injiciranja. Kapsaicin je, u odnosu na kontrolnu skupinu $apa injiciranih samo s otapalom
(fizioloSka otopina/10% etanol/10% Tween 80), povecao ekstravazaciju kompleksa
Evansovo modrilo—proteini plazme za oko 36%, mjereno preko apsorbancija otopina
formamida (prikazano po gramu tkiva) (Slika 19). Na fotografijama Sapa se ekstravazacija
kompleksa oc€ituje kao intenzivna plava boja. Intenzitet plave boje je proporcionalan
intenzitetu upale (Slika 20). BT-A u dozama 5 i 10 1i.j./kg, primijenjen jednokratno
periferno u Sapu 5 dana prije kapsaicina, nije mijenjao ucinke ove upalne tvari (Slika 19 1
20).

U oba modela je i samo injiciranje fizioloske otopine, odnosno otapala (fizioloska

otopina/10% etanol/10% Tween 80) dovelo, u odredenoj mjeri, do ekstravazacije
kompleksa Evansovo modrilo—proteini plazme (Slika 19 i 20).
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Slika 19. Utjecaj jednokratne primjene BT-A (5 i 10 ij./kg) u Sapu Stakora na
ekstravazaciju kompleksa Evansovo modrilo-proteini plazme u modelu upale
uzrokovane kapsaicinom. BT-A je primijenjen 5 dana prije kapsaicina.
Ekstravazacija kompleksa mjerena je kao apsorbancija otopina formamida (prikazana
po gramu tkiva Sape). Za dodatni opis v. Materijali i metode. Rezultati su prikazani
kao aritmeticka sredina+ standardna devijacija, n=6-8; otapalo - skupina koja je u
Sapu primila samo otapalo (fizioloSka otopina/l10% etanol/10% Tween 80); kapsaicin
— skupina koja je u Sapu primila 0,1% kapsaicin i fizioloSku otopinu, kapsaicin + BT-
A — skupina koja je u Sapu primila 0,1% kapsaicin i BT-A (5 ili 10 i.j./kg); *p<0,05.

Slika 20. Fotografije Sapa tretiranih s otapalom (fizioloSka/10% etanol/10 % Tween 80),
0,1% kapsaicinom, te s 0,1% kapsaicinom i BT-A (10 i.j./kg). BT-A je primijenjen u Sapu
Stakora 5 dana prije kapsaicina. Sape su amputirane 15 minuta nakon injiciranja
kapsaicina. Intenzitet plave boje je pokazatelj intenziteta ekstravazacije proteina, tj. upale
uzrokovane kapsaicinom.
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4.3. SrediSnje mjesto antinociceptivnog djelovanja botulinum
toksina tipa A

Kako bi ispitali nasu hipotezu o srediSnjem mjestu antinociceptivnog djelovanja BT-A,
napravili smo sljedece pokuse:

1. BT-A smo primijenili intratekalno kako bi ispitali djelotvorne doze i nastup djelovanja;

2. sprijecili smo moguénost retrogradnog transporta toksina s periferije i provjerili njegovu
djelotvornost na modelu upalne boli uzrokovane karagenanom, te

3. metodama imunohistokemije 1 Western blota pokusali smo detektirati BT-A ili njegove
fragmente u tkivima n. ishiadicusa 1 senzornih ganglija Zivotinja koje su 1, 3 ili 5 dana
prije Zrtvovanja periferno tretirane s BT-A u dozi 7 i.j./kg ili s fizioloSkom otopinom
(kontrola).

4.3.1. Antinociceptivno djelovanje botulinum toksina tipa A nakon
intratekalne primjene

Ucinak intratekalno primijenjenog BT-A ispitivan je na eksperimentalnim modelima
upalne boli (formalinski test) 1 periferne neuropatske boli.

4.3.1.1. Formalinski test

Formalinskim testom se ispitivalo postoji 1li ovisnost ucinka o dozi intratekalno
primijenjenog BT-A, te koliko dugo antinociceptivno djelovanje traje. Rezultatima je
pokazano da nakon intratekalne primjene BT-A djeluje ve¢ u dozi od 0,5 i.j./kg (7 puta
manja doza od najmanje djelotvorne periferne) (Slika 21). BT-A je smanjio broj trzaja Sape
tretirane formalinom u odnosu na kontrolu, tj. Zivotinje koje su primile fizioloSku otopinu,
samo u drugoj fazi formalinskog testa (15-60 minuta nakon injiciranja formalina), dok na
bolne odgovore u prvih 15 minuta (prva faza), koji su posljedica izravne stimulacije
nociceptora formalinom, nije utjecao. Antinociceptivno djelovanje BT-A zabiljeZeno je 24
sata nakon intratekalne primjene. U ovom pokusu nije primje¢eno povecanje ucinka
primjenom doza vec¢ih od 0,5 1.j./kg, tj. nije bilo razlike u intenzitetu antinociceptivnog
djelovanja (Slika 21).
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Slika 21. Utjecaj rastuéih doza intratekalno primijenjenog BT-A na bolne odgovore
u drugoj fazi formalinskog testa. Mjerenja su izvodena 24 sata nakon primjene BT-A.
Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina postotka smanjenja broja trzaja Sapa
injiciranih formalinom u odnosu na kontrolu#standardna devijacija, n=5-6, *p<0,05;
**p<0,01 u usporedbi s kontrolom kojoj je intratekalno injicirana fizioloska otopina;
vrijednost kontrole: 328432 trzaja Sape injicirane formalinom u drugoj fazi testa.

4.3.1.2. Periferna neuropatija

Dvanaest od dvadeset zivotinja kojima je parcijalno prerezan n. ishiadicus razvile su
preosjetljivost na mehanicki podrazaj 2 tjedna nakon kirur§kog zahvata, te je smatrano da
su razvile neuropatiju. Prag osjetljivosti, mjeren metodom pritiska Sape, bio je znacajno
nizi u odnosu na vrijednost izmjerenu u Zivotinja kojima je ucinjen ,Jlazni*“ zahvat
(kontrola). U ovom pokusu nisu primije¢ene promjene u osjetljivosti na termalni podrazaj
mjeren metodom vruce ploce.

Nakon jednokratne intratekalne primjene u dozi od 1 i.j./kg, BT-A je znacajno smanjio
preosjetljivost na mehanicki podrazaj u odnosu na skupinu zivotinja s neuropatijom kojima
je intratekalno injicirana fizioloska otopina (Slika 22).

Antinociceptivno djelovanje zabiljeZeno je ve¢ 24 sata nakon intratekalne primjene BT-A,
a potvrdeno je 1 5 dana nakon injiciranja.
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Slika 22. Utjecaj intratekalno primijenjenog BT-A (1 ij./kg) na preosjetljivost na
mehanicki podraZaj u modelu periferne neuropatije, mjereno 1 dan i 5 dana nakon
primjene. Mjerena je sila kojom uteg pritisée povrSinu Sape od oko 6 mm’, a koja dovede
do pomaka Sape, tj. bolnog odgovora. Ta vrijednost predstavija prag boli, a radi
Jjednostavnosti prikazana je kao masa u gramima. Rezultati su prikazani kao aritmeticka
sredinafstandardna devijacija, n=6; laini“ zahvat — skupina bez zarezanog Zzivca;
neuropatija + fiz. otopina — skupina s neuropatijom koja je intratekalno primila fiziolosku
otopinu, neuropatija + BT-A 1 dan — skupina s neuropatijom koja je intratekalno primila
BT-A (mjerenje 1 dan nakon injiciranja BT-A), neuropatija + BT-A 5 dana — skupina s
neuropatijom kojoj je intratekalno primijenjen BT-A (mjerenje 5 dana nakon injiciranja
BT-A); *p<0,01; **p<0,001.

4.3.2. Djelovanje botulinum toksina tipa A nakon blokade aksonalnog
transporta kolhicinom

BT-A, primijenjen jednokratno periferno u dozi 5 i.j./kg 5 dana prije injiciranja otopine
karagenana u Sapu Stakora, smanjio je karagenanom uzrokovanu povecanu osjetljivost na
termalni 1 mehanicki podrazaj. Medutim, kada je kolhicin (5 mM) primijenjen u n.
ishiadicus 1 dan prije s.c. injiciranja BT-A u Sapu Stakora, BT-A nije djelovao, tj. nije
mijenjao karagenanom uzrokovanu preosjetljivost na mehanicki podrazaj (Slika 23).
Kolhicin je sprijecio djelovanje BT-A.

Sam kolhicin nije utjecao na karagenanom uzrokovanu preosjetljivost na mehanicki
podrazaj medutim, znacajno je smanjio preosjetljivost na termalni podrazaj u istom modelu
(Slika 24).

53



180 ~
160 -
140 ~
120 ~
100 ~
80 -
60 -
40 ~
20 ~

prag boli (g)

[ *k

&k

Hi

HH

—t—

HH

fiz.otopina

karagenan
+fiz.otopina

karagenan
+BT-A

karagenan
+kolhicin

karagenan
+kolhicin

+BT-A

Slika 23. Utjecaj kolhicina na djelovanje periferno primijenjenog BT-A (5 i.j./kg) u
Sapu Stakora u modelu karagenanom uzrokovane preosjetljivosti na mehanicki
podraZaj. Mjerenja su izvodena 5 dana nakon primjene BT-A (za detaljan protokol v.
Materijali i metode). Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredinatstandardna
devijacija, n=4-6; fiz. otopina — skupina kojoj je u Zivac i Sapu injicirana fizioloska
otopina, karagenan — skupina kojoj je u Zivac injicirana fizioloska otopina, a u Sapu
1% karagenan i fizioloSka otopina; karagenan + BT-A — skupina kojoj je u Zivac
injicirana fizioloska otopina, a u Sapu BT-A i 1% karagenan, karagenan + kolhicin +
BT-A — skupina kojoj je u Zivac injiciran 5 mM kolhicin, a u Sapu BT-A i 1%
karagenan; karagenan + kolhicin — skupina kojoj je u Zivac injiciran 5 mM kolhicin,
a u Sapu fizioloSka otopina i 1% karagenan; *p<0,05; **p<0,01.
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Slika 24. Utjecaj kolhicina na djelovanje periferno primijenjenog BT-A (5 i.j./kg) u
Sapu Stakora u modelu karagenanom uzrokovane preosjetljivosti na termalni
podrazaj. Mjerenja su izvodena 5 dana nakon primjene BT-A (za protokol v.
Materijali i metode). Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredinatstandardna
devijacija, n=4-6, fiz. otopina — skupina kojoj je u Zivac i Sapu injicirana fizioloska
otopina, karagenan — skupina kojoj je u Zivac injicirana fizioloska otopina, a u Sapu
1% karagenan i fizioloska otopina, karagenan + BT-A — skupina kojoj je u Zivac
injicirana fizioloska otopina, a u Sapu 1% karagenan i BT-A; karagenan + kolhicin +
BT-A — skupina kojoj je u zZivac injiciran 5 mM kolhicin, a u Sapu 1% karagenan i
BT- A; karagenan + kolhicin — skupina kojoj je u Zivac injiciran 5 mM kolhicin, a u
Sapu 1% karagenan i fizioloSka otopina; *p<0,05; **p<0,01.

54



4.3.3. Imunohistokemija

Imunohistokemijsko bojanje tkiva senzornih ganglija DAB-om (na slikama se vidi kao
smede obojenje) ukazalo je na moguce postojanje razlike izmedu n. ishiadicusa i senzornih
ganglija kontrolnih Stakora, te tkiva Stakora tretiranih s BT-A (Slika 25, 26, 27).

Slike 25, 26 1 27 pokazuju imunorekativnost na BT-A (smeda do crveno smeda boja u
odnosu na ljubicastu ili plavu boju u kontrole) u n. ishiadicusu 1 senzornim ganglijima
zivotinja tretiranih u plantarnu povrsinu Sape s BT-A u dozi 7 i.j./kg 1, 3 1 5 dana prije
zrtvovanja i uzimanja uzoraka. Jasna imunoreaktivnost u n. ishiadicusu nadena je ve¢ 1
dan nakon injiciranja BT-A (Slika 25), dok je najjaci intenzitet BT-A imunorekativnosti u
stanicama senzornih ganglija primije¢en petog dana nakon injiciranja BT-A (Slike 26 1 27).
To se vremenski podudara s nastupom antinociceptivnhog djelovanja periferno
primijenjenog BT-A u eksperimentalnim modelima boli.

U pojedinim pokusima doslo je do bojanja neurona i u kontrolnim uzorcima (uzetih od
zivotinja koje nisu dobile BT-A) medutim, niti u jednom pokusu nismo nasli da bi se
obojili samo kontrolni uzorci. Osim toga, sa svakim je od tri koriStena antitijela bilo
pokusa u kojima su bili obojani samo aksoni i tijela neurona zivotinja tretiranih s BT-A ili
je obojanost bila jace izraZena.

Slika 25. Imunohistokemijsko bojanje n. ishiadicusa kontrolne Zivotinje te Zivotinja
tretivanih s BT-A (7 ij/kg) 1, 3 i 5 dana prije uzimanja uzoraka. (Polyclonal Anti-
Clostridium botulinum neurotoxin complex - Acris, Njemacka; razrjedenje: 1:20).
Poveéanje 40x.
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Slika 26. Imunohistokemijsko bojanje stanica senzornih ganglija kontrolne Zivotinje i
Zivotinja tretiranih s BT-A (7 i.j./kg) 1, 3 i 5 dana prije uzimanja uzoraka. (Polyclonal
Anti-Clostridium botulinum neurotoxin complex - Acris, Njemacka, razrjedenje: 1:20).

Povecanje 20 x.

kontrola

Slika 27. Imunohistokemijsko bojanje stanica senzornih ganglija kontrolne Zivotinje i
Zivotinja tretiranih s BT-A (7 i.j./kg) 1, 3 i 5 dana prije uzimanja uzoraka. (Polyclonal
Anti-Clostridium botulinum light chain -Biodesign, SAD, razrjedenje: 1:50). Povecanje 20

X.
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4.3.4. Western blot metoda

Slike dobivene Western blot metodom imunodetekcije proteina iz homogenata tkiva n.
ishiadicusa kontrolne zivotinje (koja nije bila tretirana s BT-A) 1 zivotinje koja je 1 dan
prije zrtvovanja 1 uzimanja zivca injicirana periferno s BT-A u dozi 7 i.j./kg pokazuju
odredene razlike izmedu kontrolnog i tretiranog uzorka, koje su na slikama oznacene
strelicama (Slike 28 1 29). Uzorci tretirani s BT-A imaju vrpcu (liniju, engl. band) na oko
50 kDa (obi¢no nesto vise) koji nije bio prisutan u kontrole, ali su oznacene i linije koje ne
odgovaraju kratkom lancu BT-A, te mozda predstavljaju imunorektivne produkte
razgradnje velike molekule BT-A (linija ispod 50 kDa na slikama 28 i 29). Medutim, i u
ovim je pokusima doSlo do nespecificnog oznacavanja proteinskih vrpci 1 u kontrolnim
uzorcima (moguce zbog greSaka pri radu — u protokolu, a vjerojatno 1 zbog nespecifi¢nosti
primarnog poliklonskog antitijela koje nije prije rabljeno u ove svrhe).
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Slika 28. Homogenat tkiva n. ishiadicusa kontrolne Zivotinje (K) i Zivotinje tretirane s BT-
A (7 ij/kg) prikazan metodom Western blot. Koristeno antitijelo: Polyclonal Anti-
Clostridium botulinum neurotoxin complex - Acris, Njemacka, razrjedenje 1:500.
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Slika 29. Homogenat tkiva n. ishiadicusa kontrolne Zivotinje (K) i Zivotinje tretirane s BT-
A (7 ij/kg) prikazan metodom Western blot. Koristeno antitijelo: Polyclonal Anti-
Clostridium botulinum neurotoxin complex - Acris, Njemacka, razrjedenje 1:1000.

Zbog nedovoljne reproducibilnosti ovih nalaza, smatramo da su rezultati samo obecavajuci
te da ukazuju na mogucu prisutnost BT-A imunoreaktivnosti u aksonima osjetnih neurona.
Medutim, dok ne bude moguce nabaviti specifi¢nija protutijela, ove rezultate ne smatramo
zavrsenima.
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4.4. Djelovanje botulinum toksina tipa A na sekundarnu
mehanicku hiperalgeziju

Kako bi provjerili hipotezu disertacije o mogucoj interferenciji BT-A s procesima srediSnje
senzitizacije, koristili smo eksperimentalni model kroni¢ne misi¢ne hiperalgezije koji je
karakteriziran bilateralnom sekundarnom mehani¢kom hiperalgezijom.

4.4.1.Utjecaj botulinum toksina tipa A na kroni¢nu misi¢nu hiperalgeziju
4.4.1.1. Periferna primjena botulinum toksina tipa A

Dvostruko injiciranje kisele otopine 0,9% NaCl pH 4,0 u desni gastrocnemius miSi¢
Stakora uzrokovalo je povecanu osjetljivost na mehanicki podrazaj, mjerenu na tkivu Sape
(sekundarna hiperalgezija). Preosjetljivost je izmjerena na strani injiciranja, ali 1 na
kontralateralnoj strani. Prag mehani¢kog podrazaja, mjeren metodom pritiska Sape, bio je
obostrano zna¢ajno nizi u odnosu na kontrolnu skupinu koja je injicirana i.m. s fizioloSkom
otopinom. BT-A u dozi 5 i.j./kg, primijenjen s.c. u plantarnu povrSinu Sape 5 dana prije
injiciranja kisele otopine u misi¢, sprijecio je nastanak mehanicke hiperalgezije na strani
injiciranja,ali 1 na kontralateralnoj strani (Slika 30).
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Slika 30. Utjecaj jednokratne primjene BT-A (5 i.j./kg) u plantarnu povrSinu Sape
Stakora na nastanak preosjetljivosti na mehanicki podraZaj u modelu kronicne
miSicne hiperalgezije na ipsilateralnoj i kontralateralnoj strani. BT-A je primijenjen
5 dana prije i.m. injiciranja kisele fizioloske otopine 0,9% NaCl-a pH 4,0 (za dodatni
opis v. Materijali i metode). Rezultati su prikazani kao aritmeticka
sredinatstandardna devijacija, n=6, fiz. otopina — skupina i.m. i s.c. (u Sapu)
injicirana s fizioloskom otopinom, kisela otopina — skupina i.m. injicirana s kiselom
otopinom 0,9% NaCl-a pH 4,0, a s.c. s fizioloskom otopinom; kisela otopina + BT-A
— skupina i.m. injicirana s kiselom otopinom, a s.c. s BT-A; *p<0,05; **p<0,001.

U drugoj seriji pokusa BT-A je u dozi 5 i.j./kg injiciran u Sapu Stakora 24 sata nakon druge
injekcije kisele otopine 0,9% NaCl-a pH 4,0 u misi¢, 1 to nakon nastale hiperalgezije. BT-
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A je smanjio preosjetljivost na mehanicki podrazaj obostrano (na strani primjene i na
suprotnoj strani) u odnosu na skupinu koja je u Sapu injicirana s fizioloSkom otopinom.
BT-A je nije djelovao 1 dan, ve¢ tek 5 dana nakon primjene (Slika 31).
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Slika 31. Utjecaj jednokratne primjene BT-A (5 ij./kg) u Sapu Stakora na
preosjetljivost na mehanicki podraZaj u modelu kronicéne misiéne hiperalgezije na
ipsilateralnoj i kontralateralnoj strani. Mjerenja su izvodena 1 i 5 dana nakon
primjene BT-A (za dodatni opis v. Materijali i metode). Rezultati su prikazani kao
aritmeticka sredinaztstandardna devijacija, n==6; fiz. otopina — skupina i.m. i u Sapu
injicirana s fizioloskom otopinom; kisela otopina — skupina i.m. injicirana s kiselom
otopinom 0,9% NaCl-a pH 4,0, a u Sapu s fizioloskom otopinom; BT-A 1 dan + kisela
otopina — skupina i.m. injicirana s kiselom otopinom, a u Sapu s BT-A (mjerenje 1 dan
nakon primjene BT-A); BT-A 5 dana + kisela otopina — skupina i.m. injicirana s
kiselom otopinom, a u Sapu s BT-A (mjerenje 5 dana nakon primjene BT-A); *p<0,05;
**p<0,001.

4.4.1.2. Primjena botulinum toksina tipa A u n. ishiadicus

Primijenjen u dozi od 0,5 i.j./kg u n. ishiadicus 24 h nakon druge i.m. injekcije kisele
otopine 0,9%NaCl-a pH 4,0 1 nakon nastale hiperalgezije, BT-A je smanjio preosjetljivost
na mehanicki odrazaj bilateralno, ali s vremenskom razlikom. Na ipsilateralnoj je strani
ucinak bio znafajan ve¢ nakon 30 sati, dok je kontralateralno zna¢ajno smanjenje
preosjetljivosti zabiljezeno tek 53 sata nakon primjene BT-A (Slika 32).
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Slika 32. Utjecaj BT-A (0,5 i.j./kg), primijenjenog u n. ishiadicus, na ipsilateralnu i
kontralateralnu preosjetljivost na mehanicki podraZaj u modelu kronic¢ne miSiéne
hiperalgezije. Mjerenja su izvodena 8, 16, 30, 45, 53 i 68 sati nakon injiciranja BT-A
(za dodatni opis v. Materijali i metode). Rezultati su prikazani kao aritmeticka
sredinatstandardna devijacija, n=7; fiz. otopina — skupina i.m.i u Zivac injicirana s
fizioloskom otopinom, kisela otopina - skupina i.m. injicirana s kiselom otopinom
0,9% NaCl-a pH 4,0, a u Zivac s fizioloSkom otopinom, kisela otopina + BT-A broj
sati - skupina koja je i.m. injicirana s kiselom otopinom, u Zivac je injiciran BT-A, a
mjerenja su izvodena 8, 16, 30, 45, 53 ili 63 sata nakon injiciranja BT-A; *p<0,05;
**9<0,01; ***p<0,001.
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4.4.2. Utjecaj botulinum toksina tipa A na hiperalgeziju na
kontralateralnoj strani nakon inhibicije aksonalnog transporta

4.4.2.1. Inhibicija aksonalnog transporta botulinum toksina tipa A kolhicinom

Dvostruko injiciranje kisele otopine 0,9% NaCl-a u misi¢ zivotinja uzrokovalo je
obostrano povecanu osjetljivost na mehanicki podrazaj tkiva Sape. BT-A je, nakon
primjene u plantarnu povrsinu Sape u dozi 5 i.j./kg 5 dana prije mjerenja, a 48 sata nakon
druge i.m. injekcije kisele otopine, smanjio preosjetljivost na obje strane u odnosu na
skupinu koja je u Sapu primila fizioloSku otopinu. Kolhicin je, primijenjen u n. ishiadicus
24 sata nakon druge i.m. injekcije kisele otopine, a 24 sata prije injiciranja BT-A u Sapu,
sprije¢io djelovanje BT-A na ipsilateralnu i kontralateralnu preosjetljivost na mehanicki
podrazaj (Slika 33).

Sam kolhicin nije mijenjao povecanu osjetljivost na mehanicki podrazaj niti na jednoj
strani (Slika 33).
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Slika 33. Utjecaj kolhicina na djelovanje periferno primijenjenog BT-A (5 i.j./kg) u
Sapu Stakora u modelu kronicne misiéne hiperalgezije. Mjerena je preosjetljivost na
mehanicki podrazaj 5 dana nakon periferne primjene BT-A (za dodatni opis v.
Materijali i metode). Kisela otopina, kolhicin i BT-A su u svim pokusima injicirani na
desnu stranu (ipsilateralno), a mjerenja su vrsena obostrano. Rezultati su prikazani
kao aritmeticka sredinatstandardna devijacija; n=-6,; fiz. otopina — skupina
injicirana i.m., u Zivac i u Sapu samo s fizioloSkom otopinom; kisela otopina — skupina
i.m. injicirana s kiselom otopinom 0,9% NaCl-a pH 4,0, a u Sapu i Zivac s fizioloSkom
otopinom, kisela otopina + BT-A — skupina i.m. injicirana s kiselom otopinom 0,9%
NaCl-a, u zZivac s fizioloSkom otopinom, a u Sapu s BT-A; kisela otopina + kolhicin +
BT-A — skupina injicirana i.m. s kiselom otopinom, s 5 mM kolhicinom u Zivac, a u
Sapu s BT-A; kisela otopina + kolhicin — skupina injicirana i.m. s kiselom otopinom, s
5 mM kolhicinom u zivac, a u Sapu s fizioloskom otopinom, *p<0,001.
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4.4.2.2. Inhibicija aksonalnog transporta botulinum toksina tipa A transekcijom n.
ishiadicusa

Nakon injiciranja BT-A u dozi 0,5 1.j./kg u desni n. ishiadicus Zivotinjama s bilateralnom
mehani¢kom hiperalgezijom uzrokovanom dvostrukim i.m. injiciranjem kisele otopine
0,9% NaCl-a pH 4,0, zivac je prerezan ispod mjesta injiciranja kako bi se sprijecila
moguénost njegova anterogradnog transporta i isklju¢ilo periferno mjesto djelovanja.
Ispitivalo se djeluje 1i BT-A na kontralateralnu preosjetljivost 1 kada u¢inak nastupa.

Transekcija zivea nije sprijeCila djelovanje BT-A na kontralateralnu mehanicku
hiperalgeziju. BT-A je smanjio preosjetljivost na mehanicki podrazaj na kontralateralnoj
strani u odnosu na Zivotinje kojima je u Zivac, prije transekcije, injicirana fizioloSka
otopina. Djelovanje BTA zabiljezeno je 68 h nakon njegova intraneuronalnog injiciranja
(Slika 34).
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Slika 34. Utjecaj distalne transekcije n. ishiadicusa na djelovanje intraneuronalno
primijenjenog BT-A (0,5 i.j./kg) u modelu kroniéne miSicne hiperalgezije. Mjerena
Jje kontralateralna preosjetljivost na mehanicki podrazaj, i to 8, 16, 30, 45, 53 i 68 sati
nakon injiciranja BT-A u Zivac (za dodatni opis v. Materijali i metode). Rezultati su
prikazani kao aritmeticka sredinafstandardnadevijacija., n=8; fiz. otopina — skupina
i.m. i u Zivac injicirana s fizioloSkom otopinom, kisela otopina — skupina i.m.
injicirana s kiselom otopinom 0,9% NaCl-a pH 4,0, a intraneuronalno s fizioloskom
otopinom uz transekciju Zivca, kisela otopina + BT-A broj sati - skupina i.m.
injicirana s kiselom otopinom, intraneuronalno s BT-A uz transekciju Zivca, a
mjerenja su izvodena 8, 16, 30, 45, 53 i 60 sati nakon injiciranja BT-A; *p<0,01;
**n<0,001.
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5. RASPRAVA



5.1. Utjecaj botulinum toksina tipa A na razlicite vrsti boli

Ako se bol, s obzirom na patofiziologiju, podijeli na tri vrste (49)

e nociceptivnu,
e upalnui
e neuropatsku,

tada rezultati ove disertacije pokazuju da BT-A ne utje¢e na nociceptivnu bol, dok na
druge dvije vrste boli djeluje.

5.1.1. Nociceptivna bol

Ispitivanja djelovanja BT-A na nociceptivnu bol u ovoj disertaciji pokazala su da toksin ne
mijenja prag podrazaja nakon akutne termalne, odnosno mehanicke aktivacije nociceptora.
Niti u prvoj fazi formalinskog testa, za koju se smatra da je posljedica izravnog podrazaja
nociceptora formalinom, BT-A nije utjecao na bolne odgovore. Ovi su rezultati u skladu s
eksperimentalnim podacima, dobivenim u laboratorijima Allergana, koji su pokazali da
BT-A, neovisno od primijenjene doze, ne utje¢e na prvu fazu formalinskog testa, niti na
akutnu termalnu nocicepciju (87).

Dva klinic¢ka ispitivanja utjecaja BT-A na akutnu nocicepciju su takoder pokazala da toksin
ne utjee na nociceptivnu bol. U jednom ispitivanju BT-A (100 i.j.), primijenjen s.c. u
podlakticu zdravim dobrovoljcima, nije mijenjao termalni prag podrazaja 4, odnosno 8
tiedana nakon primjene (131). Drugo je ispitivanje na zdravim dobrovoljcima, nakon
intradermalnog injiciranja BT-A (5-20 1j.) u podlakticu, pokazalo da nakon akutne
transkutane elektricne i mehanicke stimulacije, BT-A, neovisno o dozi, ne mijenja
intenzitet uzrokovane boli (132).

Cinjenica da BT-A ne djeluje na akutnu nociceptivnu bol, tj. da ne mijenja normalni osjet
boli, objaSnjava zaSto antinociceptivni u¢inak BT-A nije uocen ranije u brojnim opisima
botulizma. Jednostavno, bolesnici su normalno osjecali bol, a mogucéa cinjenica da je
nekome bila ublazena upalna ili neuropatska bol mogla je biti i zanemarena u svjetlu
opasnih posljedica trovanja s botulinum toksinom

Medutim, nedostatak uc¢inka BT-A na normalnu nociceptivnu bol predstavlja i ogroman
izazov o stvarnom djelovanju ovog toksina na senzorne neurone.

Izostanak djelovanja na akutnu nocicepciju objasnjen je time da na periferiji BT-A ne
utjece na nastanak, niti na provodljivost akcijskog potencijala (88). Medutim, nedavnim je
ispitivanjem lu€enja ekscitacijskih aminokiselina na periferiji pokazano da termalni
podrazaji nociceptora, tj. TRPV1 receptora, dovode i do perifernog lucenja glutamata iz
okoncina senzornih neurona (42). Izlu¢eni glutamat djeluje autokrino, preko NMDA,
AMPA 1 kainatnih receptora, pojacavajuéi nocicepciju,. Sukladno predlozenoj perifernoj
inhibiciji lu€enja neurotransmitora bilo bi za ofekivati da BT-A inhibira lu¢enje glutamata,
te da posljedi¢no smanjuje akutnu termalnu nocicepciju.

S druge strane, niti nasa hipoteza o srediSnjem djelovanju BT-A ne objasnjava izostanak
ucinka toksina na ovu vrstu boli. Naime, ako BT-A dolazi u srediSnje strukture, te iz
srediSnjih ogranaka senzornih neurona inhibira lu¢enje neurotransmitora na isti nacin kao 1
iz motoneurona (cijepanje SNAP-25), tada bi trebao utjecati na nociceptivnu bol, tj. trebao
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bi smanjiti prijenos bolnih informacija na sinapsama srediSnjeg dijela aksona
pseudounipolarnog neurona iz osjetnog ganglija.

Nekoliko je eksperimenata pokazalo da se egzocitoza neuropeptida iz ziv€anih okoncina
autonomnih neurona ne odvija uz pomo¢ SNAP-25 proteina (109,110). Tome u prilog idu i
nalazi jednog istrazivanja koje je pokazalo da vecina perifernih i srediSnjih zavrSetaka
nemijeliniziranih aksona senzornih Zivaca, koji sadrze peptide, nema ili ima smanjenu
ekspresiju ove proteinske molekule (108). Ovi rezultati sugeriraju da bi se neuroegzocitoza
iz senzornih neurona mogla odvijati mehanizmom o kojem jo$ ne znamo dovoljno, ali koji
bi mogao biti neovisan od SNARE proteina. Stoga je moguce postaviti pitanje: da li je
antinociceptivno djelovanje BT-A uopce povezano s cijepanjem SNAP-25?

5.1.2. Upalna bol

Injiciranje formalina u Sapu Stakora (s.c.) uzrokuje reproducibilan dvo-fazi¢ni odgovor.
Prva je faza (0-15 min) posljedica izravnog podrazaja nociceptora formalinom. Druga faza
(15-60 min) je posljedica djelovanja oslobodenih upalnih medijatora, a pretpostavlja se 1
periferne, te srediSnje senzitizacije (133,134).

Druge dvije tvari koje se Cesto koriste za uzrokovanje eksperimentalne upalne boli su
karagenan i kapsaicin. Za razliku od formalina koji uzrokuje spontane bolne odgovore
nakon injiciranja u Sapu Stakora, injiciranje karagenana i kapsaicina, u eksperimentalno
uobicajenim dozama, primarno uzrokuje stanja povecane osjetljivosti na bolne podrazaje
(termalnu 1 mehani¢ku hiperalgeziju). Ove tvari djeluju razli¢itim mehanizmima (129).
Karagenan uzrokuje oStecenje tkiva i luCenje razli¢itih medijatora iz okolnih stanica koji
aktiviraju ili senzitiziraju nociceptore (118,135). Kapsaicin izravno podrazuje vaniloidne,
tzv. TRPV1 receptore, uzrokujuci nastanak akcijskog potencijala, ali i lokalno lucenje
neuropeptida iz perifernih zavrSetaka (tzv. aksonski refleks) koji djeluju na okolne stanice,
te na krvne zile (136). U oba slucaja dolazi do periferne senzitizacije nociceptora.

Prvo objavljeno pretklini¢ko ispitivanje antinociceptivnog djelovanja BT-A napravljeno je
na formalinskom modelu upalne boli Stakora u laboratorijima Allergana (87). Time je, po
prvi puta, pokazano da BT-A dugotrajno smanjuje upalnu bol u Stakora. Ispitivanjima na
istom modelu u ovoj disertaciji dobiveni su rezultati koji se slazu, ali su u dosta detalja 1
razli¢iti od tog prvog izvjeséa Cui i sur. (87).

Kod upalne boli uzrokovane formalinom, BT-A je utjecao na bolne odgovore samo u
drugoj fazi testa. Tu se rezultati nasih pokusa slazu s rezultatima tima iz Allergana (87).

Medutim, razlika postoji u nastupu antinociceptivnog u¢inka. Budu¢i da su Cui i sur. (87)
samo jednim mjerenjem pokazali da antinociceptivni u¢inak nastupa nakon 5 sati, postavlja
se pitanje zaSto su sva ostala mjerenja izvodili 5 dana nakon injiciranja toksina u Sapu
Stakora?

Nasi su rezultati pokazali da periferno primijenjen BT-A pocinje djelovati tek nakon 5
dana. Niti u druga dva modela upalne boli (s karagenanom i kapsaicinom) BT-A, ako je
primijenjen 1 dan prije upalnih tvari, nije utjecao na nastalu hiperalgeziju (129).

U nasim ispitivanjima (u formalinskom i karagenanskom testu) nije bilo razlike u
intenzitetu ucinka izmedu djelotvornih doza. Dok je u ovoj disertaciji najvisSa koriStena
doza BT-A 7 i.j./kg, Cui i sur. koriste i dvije velike doze od 15 i 30 i.j./kg, te govore o
ovisnosti u¢inka o dozi toksina (87). Medutim, primjenom velikih doza prouzro€ili su i
miorelaksaciju koja je, po naSem misljenju, mogla znacajno utjecati na mjerenja i
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doprinijeti lazno pozitivnim rezultatima. Niti u klinickom ispitivanju djelovanja BT-A na
kroni¢nu tenzionu glavobolju nije primije¢ena ovisnost u¢inka o dozi, tj. pove¢anjem doza
ucinak se nije pojacavao (78).

Antinociceptivno djelovanje BT-A Cui i sur. objasnjavaju inhibicijom luc¢enja glutamata iz
perifernih aferentnih okon¢ina senzornih zivaca. Injiciranjem formalina izmjerena
koncentracija glutamata u ekstracelularnoj tekucini tkiva Sape se povecala za oko 220%.
Iako je BT-A smanjio lucenje glutamata uzrokovano formalinom za 30-40%, ono je 1 dalje
bilo za 130-150% veée u odnosu na bazalne uvjete (87).

5.1.3. Neuropatska bol

U nasim pokusima prvi smo pokazali da BT-A, primijenjen periferno, smanjuje termalnu 1
mehanicku hiperalgeziju u Zivotinja s perifernom neuropatijom u trajanju od barem 15
dana (130). Mehanizmi nastanka i odrzavanja neuropatske boli su kompleksni 1 ukljuc¢uju
razli¢ite dugotrajne promjene na mjestu ozljede Zivca, ali i srediSnje, kao $to smo opisali u
uvodnom poglavlju. Termalna i mehani¢ka hiperalgezija nakon periferne ozljede Zivca
vjerojatno su posljedica sredi$nje senzitizacije. Smatramo da se dugotrajno djelovanje BT-
A na smanjenje termalne 1 mehaniCke preosjetljivosti teSko moze objasniti predlozenim
mehanizmom koji ukljucuje inhibiciju lu¢enja neuropeptida na periferiji. Smatramo da je
mehanizam antinociceptivnog djelovanja BT-A vjerojatno posljedica interferiranja toksina
s procesima srediSnje senzitizacije.

Ispitivanje djelovanja BT-A na dijabetiCku neuropatiju izvodilo se na dva modela
eksperimentalnog dijabetesa. U Stakora, jednokratno injiciranje selektivnih toksina za -
stanice guSteraCe uzrokuje dijabetes ovisan o inzulinu koji je karakteriziran poliurijom,
polidipsijom, gubitkom tjelesne mase, te promjenama u osjetljivosti na razli¢ite podrazaje
(137,138). Elektrofizioloski podaci pokazuju da su promjene u AB- 1 Ad-vlaknima, poput
promijenjene senzitivnosti i izbijanja, ili pak pojava spontane aktivnosti u primarnim
aferentnim vlaknima, odgovorne za nastanak mehanicke hiperalgezije i alodinije (139).

Eksperimentalna dijabeticka neuropatija u ovoj disertaciji uzrokovana je aloksanom,
odnosno streptozotocinom, a bila je karakterizirana promjenama u osjetljivosti na
mehanicki 1 kemijski podrazaj, dok su promjene u osjetljivosti na termalni podrazaj bile
vrlo razlicite.

Razli¢itost odgovora na termalni podraZzaj u modelima eksperimentalne dijabetiCke
neuropatije nije rijetkost. U literaturi postoje navodi o termalnoj hipoalgeziji (140),
hiperalgeziji (141) ili izostanku promjena termalne osjetljivosti (138) u dijabeti¢nih
zivotinja. Jednom je studijom pokazano da termalna hiperalgezija (mjerena 4 tjedna nakon
injiciranja streptozotocina) u dijabetickih Stakora s vremenom prelazi u termalnu
hipoalgeziju (8 tjedana nakon indukcije dijabetesa). lako su mehanizmi nastanka ovakvih
razli¢itih promjena u termalnoj osjetljivosti jo§ velikim dijelom nerazjaSnjeni, pokazalo se
da su one ipak povezane s povecanjem metabolizma glukoze preko enzima aldoza
reduktaze (142).

Povecanje bolnih odgovora uzrokovanih injiciranjem formalina u Sapu dijabeti¢nih Stakora
u drugoj fazi testa prac¢eno je povecanim otpuStanjem SP i prostaglandina u dorzalnim
rogovima kraljeSni¢ne mozdine (140,143), te posljedi¢no i srediSnjom senzitizacijom.

Periferno primijenjen BT-A je, Zivotinjama koje su razvile mehanic¢ku hiperalgeziju,
znacajno smanjio preosjetljivost na mehanicki podrazaj u oba modela eksperimentalnog
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dijabetesa. Od tri ispitivane doze BT-A djelovale su one od 5 i 7 i.j./kg, dok najmanja
primijenjena doza 3 ij./kg nije znacajno mijenjala prag boli. Broj trzaja Sapa injiciranih
formalinom u Zivotinja s dijabetesom je bio vec¢i u odnosu na vrijednosti u Zivotinja bez
dijabetesa, ali statisticki znacajna razlika je dobivena samo u streptozotocinskom modelu.
BT-A je smanjio bolne odgovore uzrokovane formalinom u oba modela, i to u dozama 5 1
7 1j./kg, a u streptozotocinskom je modelu dijabetesa bila djelotvorna i doza od 3 i.j./kg.
Kao i u eksperimentalne periferne neuropatije, u¢inak BT-A je bio znacajan tek 5 dana
nakon njegove periferne primjene, a trajao je barem 15 dana.

Ovim nalazima o dugotrajnom djelovanju BT-A na hiperalgeziju u eksperimentalnim
modelima periferne 1 dijabeticke neuropatije, po prvi puta, ukazujemo na moguce povoljno
djelovanje BT-A na barem neke od simptoma bolnih neuropatija u ljudi.

5.2. Ucinci botulinum toksina tipa A na edem i ekstravazaciju
proteina pri upali

Ispitivanje protuupalnog djelovanja BT-A u ovoj disertaciji izvodilo se na dva
eksperimentalna modela upale. KoriStene upalne tvari karagenan i kapsaicin djeluju
razli¢itim mehanizmima i uzrokuju upalu razlicitih obiljezja.

Karagenan djeluje na stanice tkiva, dovodi do akumulacije neutrofila i oslobadanja
razli¢itih medijatora upale koji uzrokuju dvo-faziénu upalnu reakciju karakteriziranu
edemom (Sape se povecaju 1 do 150%), te hiperalgezijom (129). Upala 1 hiperalgezija su
najjaceg intenziteta 3-6 h nakon injiciranja karagenana (143).

Kapsaicin djeluje na drugaciji nacin. On se veze za ionotropne vaniloidne TRPVI
receptore, posljedica Cega je ulazak kalcijevih iona u okonc¢inu aferentnog vlakna i
nastanak akcijskog potencijala koji se prenosi u srediSnje strukture, ali 1 antidromno u
kolateralne okoncine perifernog zivca (145). Pritom, dolazi do egzocitoze SP i CGRP-a
koji imaju autokrino djelovanje na sam nociceptor 1 parakrino na okolne stanice 1 krvne
zile. Dolazi do otpuStanja medijatora upale koji direktno aktiviraju receptore ili ih
senzibiliziraju, posljeduca Cega je nastanak hiperalgezije. Uslijed vazodilatacije 1
ekstravazacije plazme u tkivo, nastaje hiperemija injiciranog podrucja i edem. Do upale i
hiperalgezije dolazi ve¢ nekoliko minuta nakon injiciranja kapsaicina.

Mjerenje edema Sape je pokazalo da BT-A u dozi od 5 i.j./kg, primijenjen periferno 5 dana
prije karagenana, ne utjeCe na veli¢inu edema. Niti pri upali uzrokovanoj kapsaicinom BT-
A, primijenjen 5 dana prije, ¢ak niti u dozi od 10 i.j./kg, nije utjecao na ekstravazaciju
kompleksa albumini-Evansovo modrilo iz krvnih Zila.

U ovoj disertaciji BT-A, na dva razli¢ita modela eksperimentalne upale, nije pokazao
protuupalno djelovanje.

Ovi su rezultati u suprotnosti s nalazom Cui 1 sur. koji su pokazali utjecaj periferno
primijenjenog BT-A na edem Sape uzrokovan formalinom (87). Autori su, na osnovu
rezultata, zakljucili da toksin djeluje protuupalno. Medutim, smatramo da ovi rezultati koji
proizlaze iz samo jednog mjerenja, i to na modelu koji je karakteriziran upalnim
promjenama slabog intenziteta, nisu dovoljan dokaz protuupalnog djelovanja BT-A. Jedan
od nedostataka ovog pokusa je izbor koristene upalne tvari. Naime, injiciranje formalina
uzrokovalo je svega 35%-tno povecanje debljine Sape (edem). U tom pokusu je BT-A u
dozi od 7 i.j./kg smanjio formalinski edem za oko 50% (s 35% na 18%), Sto se pokazalo
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statisti¢ki znaCajnim. Doza od 3,5 i.j./kg nije utjecala na edem (87). Medutim, ova doza je
smanjila bol uzrokovanu formalinom, $to bi moglo ukazivati da ta dva fenomena, tj. bol 1
upala, nisu ¢vrsto povezana. Medutim, vjerojatnije odgovor lezi u pitanju da li se moze
dovoljno precizno i sigurno izmjeriti razlika u tako maloj promjeni debljine Sape, a koja bi
bila dovoljno ¢vrst dokaz protuupalnog djelovanja? Za razliku od toga, u ovoj disertaciji
edem uzrokovan karagenanom je visestruko veci i promjene od 50% vidjele bi se i1 prostim
okom.

Nedostatak udinka na edem i1 na ekstravazaciju pri upali u ovoj disertaciji pokrecu
zanimljiva pitanja o djelotvornosti i1 potencijalnom mehanizmu (ako djelotvornost postoji)
BT-A u migreni, o ¢emu u posljednje vrijeme ima viSe radova. Naime, klasi¢na
Htrigeminovaskularna™ teorija migrene smatra da je ekstravazacija jedan od klju¢nih
patofizioloskih dogadaja, a koji spreCavaju ,triptani* (sumatriptan i drugi). Ako je BT-A
djelotvoran pri migreni, morao bi, o¢ito, imati posve razli¢it mehanizam djelovanja.

5.3. SrediSnje mjesto djelovanja botulinum toksina tipa A

5.3.1. Intratekalna primjena botulinum toksina tipa A

U skladu s naSom hipotezom da bi, barem dijelom, uc¢inak BT-A mogao biti sredisnji (npr.
na sredi$njim okoncinama pseudounipolarnih senzornih neurona), istrazili smo ucinke
intratekalne primjene BT-A.

Na formalinskom modelu upalne boli pokazali smo da intenzitet i trajanje djelovanja
intratekalno primijenjenog BT-A nisu ovisni o dozi, §to se slaZze s rezultatima nakon
periferne primjene toksina. Medutim, ovdje je najmanja djelotvorna doza toksina 7 puta
manja od najmanje djelotvorne periferne doze (0,5 i.j./kg intratekalno vs. 3,5 1i.j./kg
periferno).

Druga bitna razlika lezi u pocetku djelovanja BT-A (24 sata intratekalno vs. 5 dana
periferno). Sli¢ni rezultati dobiveni su i na modelu eksperimentalne neuropatske boli, gdje
je BT-A u dozi od 1 1ij./kg dugotrajno smanjio mehanicku hiperalgeziju s pocetkom
djelovanja 24 sata nakon primjene.

5.3.2. Inhibicija aksonalnog transporta botulinum toksina tipa A

NajceS¢a eksperimentalna metoda farmakoloSke inhibicije aksonalnog transporta je
intraneuronalno injiciranje neurotoksina kolhicina (5 mM) koji ireverzibilno depolimerizira
tubulin i tako blokira aksonalni transport tjednima (146,147). Radi toga je kolhicin (koji
ima 1 drugih farmakoloskih uc¢inaka, poput inhibicije migracije leukocita na mjesto upale)
klasi¢no sredstvo za farmakolosko inhibiranje aksonalnog transporta.

Kolhicin je, primijenjen u n. ishiadicus prije injiciranja BT-A u Sapu Stakora, sprijecio
djelovanje toksina na mehani¢ku hiperalgeziju u modelu upalne boli uzrokovane
karagenanom. Sam kolhicin nije utjecao na nastanak mehaniCke hiperalgezije, ali je
sprijecio nastanak karagenanom-uzrokovane preosjetljivosti na termalni podrazaj. Ovakvo
djelovanje kolhicina na termalnu hiperalgeziju zabiljezeno je i u drugim radovima, npr. na
modelu neuropatske boli, a objasnjeno je time da je kolhicin, nakon primjene u ili na Zivac
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u koncentracijama 5-50 mM, selektivno neurotoksican za C-vlakna, dok su
mehanonociceptori rezistentniji na djelovanje ovog neurotoksina (148).

U ovoj disertaciji smo, pokusima s kolhicinom, neizravno farmakoloski pokazali da mjesto
djelovanja BT-A nije periferno, ve¢ da vjerojatno ukljucuje ,.gornje dijelove
nociceptivnog neurona kuda toksin dolazi retrogradnim transportom.

5.3.3. Metode imunodetekcije botulinum toksina tipa A

Razmisljajuci o srediSnjem mjestu djelovanja BT-A, pokuSali smo imunohistokemijski 1
metodom Western blot (imunoblotom) ustanoviti prisutnost toksina (ili fragmenta) u
tkivima n. ishiadicusa i senzornih ganglija.

Do danas prisutnost BT-A nije istrazivana u senzornim neuronima metodama
imunodetekcije.

BT-A smo primijenili periferno u razli¢itim vremenima prije uzimanja uzoraka (1, 31 5
dana) u dozi 7 i.j./kg (najvecéa koriStena doza pri ispitivanju antinociceptivnog djelovanja).
Nekoliko imunohistokemijskih pokusa je pokazalo razliku izmedu Zivaca i senzornih
ganglija kontrolne Zivotinje i zivotinja tretiranih s BT-A. U Zivotinja koje su primile BT-A
pojavilo se smede obojenje u n. ishiadicusu 1 u tijelima neurona u senzornim ganglijima.
Smeda obojenost, specifina za imunoreaktivnost BT-A (DAB bojenje), je u perifernim
aksonima bila ocCita nakon 24 sata, a u senzornim ganglijima se je pojavljivala postupno, da
bi najjaceg intenziteta bila nakon 5 dana, S$to se podudara s nastupom antinociceptivnog
djelovanja BT-A u eksperimentalnim modelima boli. lako nikada nisu bili obojeni svi
neuroni, nismo mogli sa sigurnoséu utvrditi da li je imunoreaktivnost viSe prisutna u
velikim ili u malim senzornim neuronima, koji se povezuju s nociceptivnim vlaknima.

U ovim postupcima imunodetekcije koristili smo tri razliita primarna poliklonska
antitijela (dva protiv cijele molekule neurotoksina i jedno protiv kratkog — bioloski
aktivnog lanca BT-A). Niti jedno od navedenih antitijela, prema naSim saznanjima, nikad
ranije nije bilo rabljeno za imunohistokemijsko dokazivanje prisutnosti BT-A, niti uopce
postoje literaturni podaci o pokusajima detekcije BT-A u tkivima. Prema tome, bili smo
prisiljeni sami traziti ,,optimalne® uvjete, razrjedenja antitijela, te prilagodavali protokole
kako bi dobili §to manje nespecificno bojanje (,,background), a pritom dobili dovoljno
jaki signal.

U nekoliko smo pokusa dobili obojene (lazno imunoreaktivne) senzorne neurone i aksone
kontrolnih Zzivotinja koje nisu tretirane s BT-A. Medutim, smatramo da je vazno
napomenuti da se niti u jednom pokusu nije obojilo samo Ziv€ano tkivo tih kontrolnih
zivotinja i da su u gotovo svakom pokusu postojale vidljive razlike u intenzitetu obojenosti
kontrolnih uzoraka i uzoraka tretiranih s BT-A. Sa svakim antitijelom postojao je barem
jedan eksperiment u kojem su jasno bili obojeni samo senzorni neuroni i aksoni zivotinja
koje su primile BT-A. Nadalje, kako smo ve¢ naveli, u ,,uspjeSnim“ pokusima najveci
stupanj imunoreaktivnosti u tijelima senzornih neurona (senzorni gangliji) redovito smo
nalazili nakon 5 dana, kada nastupa i antinociceptivni u¢inak. NaZalost, u ovom trenutku
ne raspolazemo niti jednim literaturnim, a niti vlastitim znanstvenim podatkom koji bi na
bilo koji nacin ukazivao na moZebitno znacenje pojave BT-A u tijelima neurona.

Western blot metodom smo Zzeljeli provjeriti da 1li mozebitna histokemijska
imunoreaktivnost doista oznafava prisutnost aktivnog toksina ili neaktivnih
imunoreaktivnih fragmenta (metabolita) u tkivima perifernog zivca.
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Sa slicnim problemima kao 1 pri imunohistokemijskom odredivanju susreli smo se 1 u
Western blot metodi. Velik broj pokusa proveden je u trazenju optimalnih uvjeta i
protokola (mijenjanje pufera, vremena inkubacije, razrjedenja primarnog i sekundarnog
antitijela i sl.), kako bi se minimaliziralo nespecificno oznaCavanje, a pri tome dobio
dovoljno jaki signal, a koji bi mogli smatrati pozitivnim (ili negativnim) rezultatom.
Medutim, i primjenom imunoblota smo u nekoliko pokusa dobili rezultate koje smo
smatrali pozitivnima, tj. na uzorcima tkiva perifernog zivca zivotinje tretirane s BT-A
vidjeli smo dodatnu vrpcu (,,band), i to otprilike na molekularnoj masi koja bi mogla
odgovarati bioloski aktivnom dijelu molekule toksina (kratki lanac — 50 kDa), s time Sto je
u nasim pokusima to bilo pomaknuto prema nesto ve¢im molekularnim masama (procjena
oko 55 kDa, $to je nemoguce to¢no izmjeriti). Je li rije¢ o pomaku vrpci ili 0 nesto veéem
imunoreaktivnom proteinu, za sada nismo u stanju objasniti. U metodi Western blot nismo
imali standard. Iz BT-A (Botox®, Allergan, SAD) koji su Zivotinje dobivale, kratki lanac se
oslobada tek nakon ulaska u ziv€ane okoncine. Pokusaj da dobijemo kratki lanac iz
Botox®-a njegovim inkubiranjem s tkivom nije uspio, vjerojatno zbog velikih
»oneciséenja“ farmaceutskog pripravka (serumski albumini i drugi sastojci koji bi potpuno
potamnili imunoblot).

U obje metode imunodetekcije, osim nespecificnosti antitijela i moguéih pogresaka u
protokolima (¢ime bi se mogla objasniti slabija reproducibilnost rezultata), postoji i
moguénost da je koli¢ina BT-A u neuronima ispod razine osjetljivosti postupaka.

Za sada, na osnovu provedenih pokusa, rezultate dobivene metodama imunodetkcije ne
mozemo smatrati niti pozitivnima, ali niti negativnima, tj. na osnovu njih se ipak ne moze
iskljuciti mogucnost srediSnjeg mjesta djelovanja BT-A. Dapace, smatramo da nekoliko
»pozitivnih® pokusa, zajedno s farmakoloskim nalazima govore u prilog srediSnjeg mjesta
djelovanja BT-A. VazZnost rezultata dobivenih metodama imunodetekcije, kojima bi se
pokazalo mjesto djelovanja BT-A, je velika i stoga rezultate dobivene u ovoj disertaciji ne
smatramo kona¢nima (viSe su preliminarnog tipa), ve¢ smo misljenja da su oni poticaj za
daljnji rad.

5.3.4. Kronicna bilateralna misiéna hiperalgezija

Eksperimentalni modeli kronicne miSi¢ne boli karakterizirani su pojavom sekundarne
mehanicke hiperalgezije (preosjetljivost izvan mjesta ozljede tkiva), i to bilateralno. Zato
smo jedan od takvih eksperimentalnih modela (opetovano injiciranje kisele otopine 0,9%
NaCl-a pH 4,0 u miSi¢) smatrali posebno vaznim u istrazivanju moguceg srediSnjeg
antinociceptivnog djelovanja BT-A. Naime, dok periferni mehanizmi, tj. senzitizacija
nociceptora, doprinose nastanku primarne hiperalgezije, sekundarna hiperalgezija je
vjerojatno posljedica promjena u SZS-u (149,150), a nastanak hiperalgezije kontralateralno
od mjesta injiciranja ukazuje na nuznu ukljuenost SZS-a. Eksperimentalni dokazi
srediSnjeg porijekla sekundarne hiperalgezije su nalazi da primjena anestetika na mjestu
ozljede ne utjeCe na intenzitet ve¢ nastale sekundarne hiperalgezije (63); da injiciranje
anestetika u periferni Zivac na strani ozljede, kao niti transekcija zivca ne djeluju na
kontralateralnu bol (151), ali da intratekalna primjena lokalnog anestetika (152),
antagonista glutamatnih receptora (153) i agonista opioidnih receptora (154) smanjuju
sekundarnu hiperalgeziju bilateralno. Na osnovu ovakvih nalaza, ¢ini se da jednom nastala
sekundarna hiperalgezija vise ne ovisi o dolaznim informacijama s periferije.
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Kontralateralno Sirenje hiperalgezije je vjerojatno posljedica plasticnih promjena u
kraljesni¢noj mozdini, a pretpostavlja se i u supraspinalnim centrima, iako za to jo$ uvijek
nema dovoljno eksperimentalnih dokaza (155).

Injiciranjem kisele otopine 0,9% NaCl-a pH 4,0 u misi¢ Stakora aktiviraju se na kiselinu
osjetljivi ionski kanali ASIC3 na perifernim okon¢inama senzornih vlakana u misSicu.
Pritom dolazi do nastanka akcijskog potencijala koji se prenosi u kraljeSni¢nu mozdinu
(156). Razmak izmedu dva injiciranja kisele otopine mora biti 2-5 dana (63). Nakon prve
injekcije razvija se slaba mehanicka preosjetljivost samo ipsilateralno, dok se nakon druge
javlja hiperalgezija podjednakog intenziteta i1 na kontralateralnoj strani. Detaljni
mehanizmi za sada nisu istraZeni, a mi pretpostavljamo da prvo injiciranje u misi¢ uzrokuje
odredene pocetne akutne promjene u neuronima dorzalnog roga kraljesni¢ne mozdine, koje
¢e ponovljenim injiciranjem uzrokovati senzitizaciju neurona, te posljedi¢no dovesti i do
kontralateralnog Sirenja hiperalgezije. Pokazalo se da ponovljeno injiciranje kisele otopine
uzrokuje povecanje srediSnjeg lucenja ekscitacijskih aminokiselina glutamata i1 aspartata
koje, aktiviraju¢i receptore na neuronima dorzalnog roga kraljesni¢ne mozdine, doprinose
senzitizaciji, te su vjerojatno kljucni element pri prijelazu iz akutne u kroni¢nu bol u ovom
modelu (157).

Budu¢i da svi nalazi govore u prilog srediSnje senzitizacije kao najvaznijeg mehanizma
koji doprinosi sekundarnoj bilateralnoj hiperalgeziji, odabrali smo ovaj model za
ispitivanje moguceg novog mehanizma antinociceptivnog djelovanja BT-A koji ukljucuje
interferenciju s procesima srediSnje senzitizacije. Ovom disertacijom zeljeli smo istraziti:
da li periferna primjena BT-A prije injiciranja prve injekcije kisele otopine moze sprijeciti
nastanak hiperalgezije; da li periferno primijenjen BT-A nakon ve¢ nastale hiperalgezije
moze smanjiti njen intenzitet; djeluje 1i BT-A nakon izravne primjene u n. ishiadicus te da
li inhibiranje aksonalnog transporta utjece na djelovanje toksina.

BT-A se pokazao djelotvornim u sprjeCavanju nastanka i u smanjenju ve¢ nastale
sekundarne mehanicke hiperalgezije. Kao i u ostalim modelima, BT-A je djelovao 5 dana
nakon primjene. Posebno je zanimljiv nalaz da, u oba slucaja, BT-A sprjecava, odnosno
smanjuje sekundarnu hiperalgeziju i na kontralateralnoj strani.

Farmakoloska inhibicija aksonalnog transporta kolhicinom sprijecila je u€inak periferno
primijenjenog BT-A. Toksin nije djelovao niti na ipsilateralnu, niti na kontralateralnu
preosjetljivost.

Mogucénost anterogradne difuzije toksina, nakon njegove primjene u zivac, iskljucili smo
pokusom u kojem smo, nakon injiciranja BT-A u n. ishiadicus, zivac prerezali ispod mjesta
injiciranja. Rezultati su pokazali da BT-A i dalje djeluje na sekundarnu hiperalgeziju na
kontralateralnoj strani. Time smo iskljucili postojanje hipotetskog refleksnog luka koji bi
kretao od pocetnog utjecaja BT-A na periferne okonc¢ine senzornih neurona.

Bez obzira Sto je mehanizam nastanka obostrane miSi¢ne hiperalgezije nakon injiciranja
kisele otopine na molekularnoj razini nedovoljno poznat, ipak postoji slaganje da je pojava
hiperalgezije na suprotnoj strani od injiciranja kisele otopine odraz senzitizacije 1 oblik
sekundarne hiperalgezije (63,154-157). Zbog toga smatramo da je ucinak BT-A na
suprotnoj strani od mjesta njegove primjene i neovisnost toga o distalnim ziv€anim
okon¢inama uvjerljivi pokazatelj da klju¢nu zada¢u u antinociceptivnom djelovanju
botulinum toksina ima srediSnja senzitizacija. Trenutno bi o molekularnom mehanizmu
antinociceptivnog djelovanja BT-A mogli samo nagadati, $to je ocito veliki izazov za
buduca istrazivanja. Medutim, lijek koji bi nakon jednokratne primjene potencijalno
tijekom tjedana 1 mjeseci uklanjao pretjeranu bol, vrijedan je tih izazova.
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6. ZAKLJUCCI



Ovom disertacijom:

1. potvrdili smo da periferna primjena BT-A u Stakora uklanja upalnu bol u
formalinskom testu, ali i u eksperimentalnim modelima upalne boli uzrokovane
karagenanom, odnosno kapsaicinom; ucinak BT-A nakon periferne primjene
nastupio je nakon 5 dana, a trajao je 30 dana (formalinski test);

2. potvrdili smo nalaze da BT-A ne djeluje na akutnu nociceptivnu bol,

istrazuju¢i edem uzrokovan karagenanom, naSli smo da BT-A nema
antiedematozno, odnosno protuupalno djelovanje;

4. mjerenjem ekstravazacije kompleksa proteina i Evansovog modrila tijekom upale
uzrokovane kapsaicinom nasli smo da BT-A smanjuje bol, ali da ne utjece na
ekstravazaciju pri upali;

5. prvi smo pokazali da BT-A, pored upalne, uklanja eksperimentalnu neuropatsku bol
uzrokovanu parcijalnom transekcijom n. ishiadicusa (do sada je o tome postojalo
samo nekoliko nekontroliranih klini¢kih opazanja na malom broju bolesnika ), a
pokazali smo da djeluje i na hiperalgeziju u eksperimentalnoj dijabetic¢koj
neuropatiji.

Istrazuju¢i moguénost da je antinociceptivno djelovanje BT-A neovisno od perifernog
lu€enja neurotransmitora, nasli smo da:

6. nakon intratekalne primjene, BT-A djeluje u nekoliko puta manjim dozama od
perifernih 1 da mu ucinak nastupa unutar 24 sata;

7. primjena kolhicina, inhibitora aksonalnog transporta, sprjecava djelovanje periferno
primijenjenog BT-A u modelu karagenanom uzrokovane upalne boli.

Kako bi pokazali nazoCnost BT-A ili fragmenata BT-A u ,gornjim“ dijelovima
nociceptivnih neurona, koristili smo metode imunodetekcije toksina u tkivu n. ishiadicusa i
senzornih ganglija. Pri tome smo:

8. s nekoliko imunohistokemijskih pokusa ukazali na moguéu nazocnost toksina u
n.ishiadicusu 1 senzornim ganglijima nakon njegove periferne primjene i

9. Western blot metodom u nekoliko pokusa ukazali na mogucu nazocnost bioloski
aktivnog kratkog lanca (veli¢ine 50 kDa) u tkivu n. ishiadicusa.

Iako su ovi rezultati preliminarni i zahtijevaju daljnji rad, ipak smatramo da oni ukazuju na
moguce srediSnje mjesto antinociceptivnog djelovanja BT-A.

Na modelu kroni¢ne miSiéne hiperalgezije, koja je najve¢im dijelom posljedica sredi$nje
senzitizacije, pokazali smo da:

10. BT-A sprjeCava nastanak i smanjuje sekundarnu hiperalgeziju nakon periferne
primjene ipsilateralno, ali i kontralateralno;

11. kolhicin sprjecava djelovanje periferno primijenjenog BT-A na sekundarnu
hiperalgeziju;

12. transekcija perifernog zivca distalno od mjesta intraneuronalnog injiciranja BT-A
ne sprjecava djelovanje toksina na kontralateralnoj strani.
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Temeljem nalaza da: 1. BT-A ne djeluje na akutnu nociceptivnu bol koja se takoder
prenosi lu€enjem neurotransmitora u sredi$njim sinapsama, 2. toksin djeluje dugotrajno,
kao 1 temeljem novijih ispitivanja koja postavljaju 3. pitanje vaznosti SNAP-25 proteina
pri egzocitozi iz senzornih neurona, pretpostavili smo da bi mehanizam djelovanja
toksina mogao biti povezan s procesima srediSnje senzitizacije.

Rezultati ove disertacije ukazuju na moguce nove mehanizme antinociceptivnog djelovanja
BT-A, vjerojatno na razini senzitizacije, $to predstavlja izazov za daljnja istraZivanja.
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7. SAZETAK



UVOD. Klini¢ka opazanja ukazuju na moguce antinociceptivno djelovanje botulinum
toksina tipa A (BT-A) u razli¢itih bolnih stanja. Hipoteza ove disertacije je da BT-A ima
antinociceptivno djelovanje koje ukljucuje interferenciju s procesima srediSnje
senzitizacije. Ciljevi su bili: provjeriti postavljenu hipotezu, ispitati djelovanje BT-A na
razli¢ite vrste eksperimentalne boli te istraziti protuupalno djelovanje.

MATERIJALI I METODE. Ispitivanja su se provodila na muzjacima Stakora soja
Wistar. BT-A je primijenjen subkutano (u Sapu Stakora), intratekalno 1 intraneuronalno (u
n. ishiadicus). Antinociceptivno djelovanje je ispitivano na eksperimentalnim modelima
nociceptivne, upalne i neuropatske boli.

Istrazivano je djelovanje BT-A na upalni edem i ekstravazaciju proteina pri upali.

Na modelu kroni¢ne miSi¢ne hiperalgezije, ispitivano je djelovanje BT-A na sekundarnu
bilateralnu hiperalgeziju.

Istrazivan je utjecaj inhibicije aksonalnog transporta kolhicinom i distalnom transekcijom
n. ishiadicusa na djelovanje BT-A.

Western blot metoda 1 imunohistokemija koriStene su s ciljem detekcije toksina u n.
ishiadicusu 1 senzornim ganglijima.

REZULTATI. BT-A je smanjio upalnu i1 neuropatsku bol, dok na nociceptivnu bol nije
utjecao.

BT-A nije utjecao na edem, niti na ekstravazaciju proteina pri upali. BT-A je sprijecio
nastanak, i smanjio sekundarnu bilateralnu mehanicku hiperalgeziju.

Inhibicija aksonalnog transporta kolhicinom sprijecila je djelovanje subkutano
primijenjenog BT-A, dok transekcija n.ishiadicusa distalno od mjesta intraneuronalnog
injiciranja BT-A nije utjecala na njegovo djelovanje na kontralateralnu bol. Preliminarni
rezultati imunohistokemije i Western blot metode ukazuju na mogucu nazo¢nost kratkog
lanca toksina u n. ishiadicusu 1 senzornim ganglijima.

ZAKLJUCAK: Rezultati ove disertacije ukazuju na moguée nove primjene BT-A u
lijecenju bolnih neuropatija. Oni sugeriraju da antinociceptivno djelovanje BT-A ukljucuje
interferenciju s mehanizmima sredi$nje senzitizacije.
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8. SUMMARY



OBJECTIVE. The hypothesis of this dissertation is that botulinum toxin type A (BT-A) has
antinociceptive effect, which might include interference with mechanisms of central sensitization.

MATERIALS AND METHODS. Male Wistar rats were injected with BT-A
subcutaneously, intrathecally and intraneuronally. Antinociceptive effect of BT-A was
investigated in nociceptive, inflammatory and neuropathic pain. The influence of BT-A on
secondary bilateral hyperalgesia was explored, too. Effect of BT-A on carrageenan-
induced paw edema and capsaicin-induced extravasation of proteins coupled to Evans blue
was investigated. Colchicine and transection of n. ishiadicus were used as tools to prevent
the axonal transport of BT-A. Western blot and immunohistochemistry were employed in
order to detect the toxin in n. ishiadicus and sensory ganglia.

RESULTS. BT-A decreased inflammatory and neuropathic pain, while it did not affect
nociceptive pain. It did not show antiinflammatory effect.

BT-A reduced bilateral secondary hyperalgesia. Colchicine prevented the effectiveness of
subcutaneous BT-A, while distal transection of #n. ishiadicus did not affect the influence of
intraneuronal BT-A on contralateral pain.

CONCLUSION. BT-A reduces inflammatory pain and symptoms of neuropathic pain.
Antinociceptive effect of BT-A probably involves interference with central sensitization.

Antinociceptive effect of botulinum toxin type A
Lidija Bach-Rojecky
Zagreb, 2006.
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