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1. UVOD

1.1 Bol

Prema definiciji Medunarodnog udruzenja za istrazivanje boli (engl. International Association
for the Study of Pain — IASP) bol je neugodan osjetni i emocionalni dozivljaj povezan sa

stvarnim ili potencijalnim oStecenjem tkiva, ili opisan u okvirima takvog ostecenja (1).

Bol se moze klasificirati na razne nacine: prema lokaciji i trajanju kao brza ,,povrSinska®,
spora ,,povrSinska“ i ,,duboka‘ utrobna bol, zatim kao periferna ili distalna, a prema duljini

trajanja moze biti akutna ili kroni¢na (2).

Akutna bol nastaje aktivacijom nociceptora i traje kratko, a opisuje se kao simptom koji
upucuje na oStecenje tkiva ili bolest (2). IASP definira kroni¢nu bol kao bol bez vidljive
bioloske vrijednosti koja traje dulje od normalnog vremena ozdravljenja tkiva. Obi¢no se
uzima da je kroni¢na bol ona koja traje dulje od 3 mjeseca (1). Kroni¢na bol posljedica je
sekundarnih promjena, trajnih patoloskih poremecaja u detekciji i obradi signala za bol 1 ne
mora biti izravno povezana s ozljedom ili bolesti (3). Znacajke kroni¢ne boli su bolna
preosjetljivost (fenomen hiperalgezije) i bol nakon podrazaja koji u uobi¢ajenim okolnostima

ne uzrokuje bol (fenomen alodinije) (4).

Iz IASP-ove definicije boli jasno je da bol nije samo osjet, ve¢ 1 percepcija. Ljudi percipiraju

bol na razne nacine, a tri glavna nacina su:

a) oStra, Stipajuca ili ubodno sijekuca bol; tocno lokalizirana i brzo prolazi,
b) zareca, pekuca bol; dugotrajnija i slabije lokalizirana, i
c) duboka probadajuce sijevajuca tupa 1 difuzna bol; bol iz organa i dubokih potkoznih

tkiva.

Postojanje raznih klasifikacija boli moZe se objasniti postojanjem cetiri komponente boli —

nocicepcija, percepcija boli, osjecaj boli i ponasanje povezano s boli (2).

Nocicepcija je proces neuronskog kodiranja Stetnog podrazaja. Posljedice mogu biti
autonomne (npr. poviseni arterijski tlak) ili promjene ponasanja (1). Percepcija boli ve¢inom

je posljedica djelovanja Stetnog podrazaja, kao Sto su ozljeda ili bolest (5). Bol, medutim,



moze biti 1 posljedica oStecenja perifernog ili srediSnjeg ziv€anog sustava. Primjeri za to su

dijabeticka neuropatija, bol nakon ozljede kraljeznice i bol tijekom mozdanog udara (5).

Osjecaj boli je negativni odgovor na bolni podrazaj, a moze biti i odgovor na strah,

anksioznost, stres, gubitak stvari, voljenih osoba, i sli¢no (6).

Osnovni primjeri ponasanja povezanog s boli u ljudi su razne vrsta glasanja (kao Sto je ,,jao*)
i grimasa lica. Osim toga osobe koje pate od boli ¢es¢e pate od depresije i anksioznosti te

cesce osjecaju drustvenu iskljucenost (7, 8).

1.1.1 Mehanizam nastanka i prijenosa boli

Prema mehanizmu nastanka bol se moZe podijeliti na nociceptivnu i neuropatsku (9).
Nociceptivna bol nastaje zbog aktivacije nociceptora kao posljedice stvarnog ili prijeteceg
ostecenja ne-ziv€éanog tkiva. Ovaj termin osmis$ljen je kako bi se napravila jasna razlika u
odnosu na neuropatsku bol. Naziv ,,nociceptivna bol* koristi se za opisivanje boli tijekom
koje je funkcija somatosenzornog Zzivéanog sustava normalna, za razliku od patoloske

funkcije koja se moze vidjeti tijekom neuropatske boli (1).

Neuropatska bol je bol nastala kao posljedica oStecenja ili bolesti somatosenzornog ziv€anog
sustava. Neuropatska bol je klinicki opis, a ne dijagnoza, koji zahtijeva dokazanu leziju ili
bolest koja zadovoljava zadane neuroloske dijagnosticke kriterije. Naziv ,,08tecenje* koristi se
kada dijagnosti¢ke pretrage (npr. neurofiziologija, biopsija, laboratorijski testovi) otkrivaju
nepravilnosti ili kada postoji ocita trauma. Naziv ,,bolest” obi¢no se koristi kada je osnovni
uzrok oStec¢enja poznat (npr. mozdani udar, vaskulitis, SeCerna bolest, genske abnormalnosti i
sl.). Naziv ,,somatosenzorni* odnosi se na informacije o tijelu, ukljucujuéi visceralne organe,
a ne informacije o vanjskom svijetu (npr. vid, sluh 1 okus). Postojanost simptoma ili znakova
samo po sebi ne opravdava koriStenje naziva ,,neuropatski“. Neka oboljenja, kao Sto je
trigeminalna neuralgija, trenutno su definirana njithovom klinickom prezentacijom, a ne
objektivnim dijagnostickim testom. Postavljanje dijagnoze drugih bolesti, kao Sto je
postherpeti¢na neuralgija, temelji se na poznavanju povijesti bolesti. Prilikom istrazivanja

neuropatske boli dijagnosticke pretrage mogu dati neuvjerljive ili ¢ak nedosljedne podatke. U



takvim slucajevima, klini¢ka prosudba je potrebna kako bi se ukupni nalaz u bolesnika sazeo

u jednu dijagnozu ili jezgrovitu skupinu dijagnoza (1).

Receptori koji registriraju Stetne podrazaje iz okolice nazivaju se nociceptorima i oni su prva
crta obrane u odrzavanju tjelesnog integriteta pojedinca (10). Nociceptori se ve¢inom nalaze
na perifernim krajevima Ao i1 C zivCanih vlakana. Mehanicka stimulacija koze podrazuje
mijelinizirana A-vlakna koja ne reagiraju na visoku i1 nisku temperaturu, dok C-polimodalna

vlakna reagiraju na mehanicke, kemijske i toplinske podrazaje (11).

Postoje tri vrste nociceptora: termalni, mehanicki i tihi. Temperatura >45°C i <5°C aktivira
termalne nociceptore, jaki pritisak na kozu aktivira mehanicke receptore, a tihi nociceptori ne
aktiviraju se na bolni podrazaj u fizoloskim uvjetima, no djelovanjem medijatora upale dolazi

do njihove senzitizacije i aktivacije (11).

Nakon pocetnog Stetnog podrazaja nastaje proces upale tijekom kojega prostaglandini,
tromboksan, leukotrieni, serotonin, histamin, bradikinin i1 druge tvari sinergistickim
djelovanjem podrazuju periferna aferentna vlakna koja ¢ine glavni put prijenosa osjetnih
informacija s periferije prema kraljezni¢noj mozdini (10). Tijela perifernih aferentnih vlakana

koja inerviraju tijelo i glavu smjesStena su u trigeminalnim i spinalnim ganglijima (12).

Nakon S§to se nociceptor podrazi impuls se Siri duz perifernog zivcanog vlakna i zavrSava u
dorzalnom rogu kraljeznicne mozdine gdje se impuls Siri na interneurone 1 sekundarne
neurone smjeStene u Rexedovim slojevima 11 Il 1 dio lamine V za vlakna iz unutarnjih organa

(13).

Glavni ekscitacijski neurotransmiter primarnih aferentnih vlakana je glutamat koji aktivira
postsinapticke a-amino-3-hidroksi-5-metil-izoksazol-propionat (AMPA) glutamatne receptore
(14). Nocicepcijska vlakna izravno ili neizravno djeluju na tri vrste neurona dorzalnog roga:
a) projekcijske sekundarne osjetne neurone, b) ekscitacijske interneurone (prenose
informacije s osjetnih na projekcijske neurone) i c) inhibicijske neurone (nadziru tijek

informacija od prvog do drugog neurona osjetnog puta za bol) (14).

Vazna podru¢ja za nadzor Stetnih podrazaja su kora velikog mozga, srediSnja siva tvar
mezencefalona (periakveduktalna siva tvar), locus ceruleus i retikularna formacija.

Retikularna formacija vazno je mjesto u facilitaciji ili inhibiciji percepcije boli (10).



Informacije o boli dalje putuju uzlaznim putovima do mozga, ukljucujuéi izravne projekcije u
talamus (spinotalamicki put), izravne projekcije u homeostatska podrucja medule i mozdanog
debla (spinobulbarni put) te moguée projekcije u hipotalamus 1 veliki mozak
(spinohipotalamicki put) (15). Projekcije neurona dorzalnog roga zavrSavaju u raznim
podruc¢jima mozga te ukljucuju motorne, afektivne, diskriminativne, autonomne, motivacijske

1 kognitivne aspekte bolnog ponasanja (3).

1.1.2  Eksperimentalni modeli neuropatske boli

Zbog etickih zapreka vezanih za istraZzivanja o nastanku i terapiji boli, takva istrazivanja se u
predklini¢koj fazi rijetko provode na ljudima. Stakori su Zivotinje koje se najéesée koriste kao
model ljudskih bolesti, ukljucujuéi istrazivanja neuropatske boli. Postoji nekoliko Zivotinjskih
modela neuropatske boli, koje podrazumijevaju izazivanje oStecenja dijela ziv€anog sustava, a

mogu se podijeliti u dvije osnovne skupine:

a) prema mjestu na kojem se izaziva oStecenje (dorzalni ili ventralni korijen, spinalni

Zivac, spinalni ganglij ili periferni Zivci) 1

b) prema vrsti ili tipu oSteéenja (transekcija, krioneuroliza, podvezivanje, gnjecenje,

infiltracija tumorskim stanicama ili izazivanje upale).

Najcesce koristeni modeli neuropatske boli su:

a) parcijalno podvezivanje Zivaca (engl. partial sciatic nerve ligation — PSL) (16)
b) kroni¢na konstrikcijska ozljeda (engl. chronic constriction injury — CCI) (17)
¢) podvezivanje spinalnih Zivaca (engl. spinal nerve ligation — SNL) (18) i

d) model dijabeticke neuropatije (19).

Parcijalne ozljede Zivca Gest su uzrok boli u ljudi. Stakorski model PSL provodi se
jednostranim podvezivanjem 30-50% vlakana ishijadi¢nog zivca. Nekoliko sati nakon zahvata
Stakori razvijaju pretjerano bolno ponasanje (16). Model CCI provodi se labavim
podvezivanja ishijadi¢nog zivca koncem od prirodnog resorptivnog materijala (engl. catgut)

(17). Nedugo nakon zahvata moze se dokazati postojanost spontane boli, hiperalgezije na
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poviSenu temperaturu i1 alodinije na snizenu temperaturu (17). SNL model ukljucuje
podvezivanje i presijecanje L5 i L6 spinalnih Zzivaca (18). Za istrazivanje dijabeticke
neuropatije postoji nekoliko modela. Najces¢e koristeni su kemijski inducirana Sec¢erna bolest
kemikalijama koje uniStavaju beta stanice guSteraCe kao Sto su streptozotocin i aloksan,
prehranom inducirana Secerna bolest i knock out geneticki modeli Secerne bolesti.
Manifestacije dijabeticke neuropatske boli variraju od toplinske ili kemijske hiperalgezije,

toplinske ili kemijske hipoalgezije, alodinije i spontane boli (19).

1.2 Lijecenje boli

Bol se moze lijeciti farmakoloskim i nefarmakoloskim metodama (fizikalna terapija,
transkutana elektricna stimulacija zivca (TENS), laser, primjena topline ili hladnoce,

psiholoska terapija, relaksacija, kognitivno-bihevioralna terapija) (10).

1.2.1 Farmakoloske metode lijecenja boli

Glavna podjela farmakoloskih metoda lijecenja boli je prema mehanizmu djelovanja aktivne
tvari pa tako postoje neopioidni analgetici i antipiretici gdje ubrajamo analgoantipiretike i
nesteroidne protuupalne lijekove (NSAIL), zatim narkotic¢ni lijekovi (opijati i opioidi) te

pomocni lijekovi za lijecenje boli (16).

Lijekovi slabijeg djelovanja (neopioidni analgetici) prvi su izbor za lijeCenje kroni¢ne boli.
Tek kada njihov ucinak nije zadovoljavajuc¢i uvodi se lijek jaceg djelovanja. Algoritme za

lije¢enje boli preporucuje Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) (17).

1.2.1.1 Neopioidni analgetici i antipiretici

U skupinu neopioidnih analgetika i antipiretika pripadaju analgoantipiretici i NSAIL. Imaju
isti mehanizam djelovanja i iste indikacije, ali razli¢itu kemijsku strukutru. Antiagregacijski
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u¢inak ovi lijekovi postizu inhibicijom ciklooksigenaze-1. Antipiretski, analgetski,
protuupalni i protromboticki ucinak postize se inhibicijom ciklooksigenaze-2, dok inhibicija
ciklooksigenaze-3 ima analgetski 1 antipiretski ucinak. Glavna razlika izmedu
analgoantipiretika i NSAIL lijekova je to Sto analgoantipiretici nemaju antireumatski u¢inak

(16).

U skupinu analgoantipiretika ubrajamo:

a) derivate anilina (paracetamol)
b) derivate salicilne kiseline (acetilsalicilna kiselina)

¢) derivate pirazolona (metamizol i propifenazon) (10).

Paracetamol je centralni inhibitor ciklooksigenaze i takoder inhibira perifernu sintezu
prostaglandina, a koristi se za lijeCenje srednje teske akutne ili kroni¢ne boli (22). Prednost
mu je Sto se moze primjenjivati oralnim, intravenskim ili rektalnim putem (23). Optimalna

doza za odrasle je 1 g, a maksimalna dnevna doza je 4 g (22).

Acetilsalicilna kiselina uspjesna je u lijeCenju glavobolje, zubobolje, bolova u misi¢ima, a

male doze rabe se za prevenciju sréanog udara (10).

Pirazoloni imaju snazno analgetsko djelovanje, ali mogu izazvati oStecenje koStane srzi i
posljedicne promjene krvne slike. Cesto se koriste u kombinaciji s drugim

analgoantipireticima ili simpatomimeticima (10).

Skupina NSAIL ima protuupalno, antireumatsko, antipiretsko i analgeticko djelovanje. Iako
NSAIL imaju visoku ucinkovitost, njihova je primjena povezana s brojnim nuspojavama
vezanim za promjene jetrene, bubrezne i kardiovaskularne funkcije te promjenama na kozi i u
probavnom sustavu (20). Nuspojave vezane za probavni sustav su najucestalije, a obuhvacaju
Citav spektar promjena, od dispepsije, osjecaja Zarenja i peenja, abdominalne boli pa sve do
nastanka ulkusa s komplikacijama opasnim po zivot pacijenta (25). U skupinu NSAIL

pripadaju:

a) diklofenak
b) indometacin 1

¢) oksikami (10).
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Diklofenak je derivat octene kiseline i vrlo Cesto se upotrebljava u terapiji misi¢no-kostane

boli, bilo oralnim ili lokalnim putem primjene (26).

Indometacin ima jaki protuupalni i antireumatski u€inak i koristi se u lijeCenju boli kod
bolesnika s reumatoidnim artritisom, spondiloartritisom, degenerativnim bolestima zglobova i

uri¢nim artritisom (23).

U oksikame se ubrajaju piroksikam, ibuprofen, ketoprofen, naproksen i koksibi (10). Rezultati
meta-analize o ucinkovitosti piroksikama u usporedbi s ostalim NSAIL u lije¢enju misi¢no-
kostane boli pokazali su da piroksikam ima bolju uc¢inkovitost, a gastrointestinalne nuspojave

su sli¢nog intenziteta (ponekad 1 manje izrazene) nego kod ostalih NSAIL (28).

1.2.1.2. Narkoti¢ni analgetici

Opioidi su Cesto koriSteni 1 u¢inkoviti analgetici. Koriste se preko 1 000 godina za lijecenje
boli, a u posljednjem stoljecu napravljen je veliki iskorak u razvijanju sintetskih opioida (29).
Najces¢e nuspojave opioidamogu se podijeliti u periferne (opstipacija, retencija mokrace,
bronhospazam, osip) i centralne (mucnina, sedacija, depresija disanja, hipertenzija, mioza) a
svi znacajno utjecu na klini¢ku korist lijekova 1 bolesnikovu kvalitetu zivota (30, 31). Bilo je
mnogo bezuspjeSnih pokusaja u razvitku novih opioidnih lijekova; razlog tome je nepotpuno

poznavanje uzroka razvoja tolerancije na analgetski uc¢inak (32).

Opioidni sustav vazan je u modulaciji bolnog ponaSanja i antinocicepcije. Opioidni peptidi i
njihovi receptori vazni su u nocicepciji 1 povratnom emocionalnom reagiranju na bolne
podrazaje. Postoje najmanje tri razli¢ita opioidna receptora: mu (p), delta (0) 1 kapa (k) (33).
Najcesce koristeni opioidi djeluju na p receptore, a osim analgetskog ucinka dovode do
euforije, respiracijske depresije, mucnine i povracanja, smanjene pokretljivosti probavnih
organa, tolerancije i ovisnosti (29). U tablici 1. prikazani su najceS¢e koriSteni opioidni

analgetici te njihovo doziranje.
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Tablica 1. Opioidni analgetici (10)

Lijek Aktivacija Jakost Doza (mg) Trajanje Stalna infuzija
receptora ucinka (h)

Morfin i njegovi derivati

morfin u 1 2-5 4-6 0,7-2 mg/h

diamorfin u 4-6

kodein prodrug 4

hidromorfon 5-10

hidroksikodon

oksikodon , K 2 4-6

Sintetski opioidni analgetici

metadon 1) 1,5 68

mepiridin W, K, 0 0,1 25-50 24 20-40 mg/h

fentanil 100 0,4-0,5

tramadol WK, 8 50-100 6 02703

mg/kg/h

nalbufin mijesSani 5-6

dihidrokodein p (slabo) 4

Parcijalni agonisti-antagonisti

pentazocin mijesSani 24

butorfanol 2 4-6
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1.2.1.3. Pomo¢ni lijekovi za lijecenje boli

Pomo¢ni lijekovi za lijeCenje boli su antiepileptici, selektivni i neselektivni inhibitori
ponovnog unosa serotonina, blokatori natrijevih kanala, triciklicki antidepresivi, antiaritmici,

benzodiazepini, lokalni anestetici 1 kortikosteroidi (10).

Antiepileptici gabapentin i pregabalin preporucuju se kao lijek prvog izbora u lijecenju
neuropatske boli. Oni se vezu za 0261 podjedinicu kalcijevih kanala u brojnim podrucjima
mozga i povrSinskoj lamini straznjeg roga kraljeznicne mozdine (34). Oba lijeka u¢inkovita su
u lijecenju postherpeti¢ne neuralgije i bolne periferne dijabeticke neuropatije, kao i boli koja
nastaje kao posljedica aktivacije ili oSte¢enja srediSnjeg ziv€anog sustava. Dobro se podnose i

slabo reagiraju s drugim lijekovima, a najéesc¢e nuspojave su vrtoglavica i pospanost (35).

Triciklicki antidepresivi i1 inhibitori ponovnog unosa serotonina takoder su lijekovi Cija je
uspjesnost najbolja u lijeCenju neuropatske boli. Triciklicki antidepresivi ucinkoviti su u
lijeCenju bolne periferne dijabeticke neuropatije, boli nakon ozljede zivaca, postherpeti¢ne
neuralgije i srediSnje boli nakon mozdanog udara (36). Osim lijecenja boli oni poboljsavaju
raspolozenje bolesnika, stoga su lijek izbora u lijeCenju bolesnika s neuropatskom boli 1
depresijom (37). Glavne nuspojave triciklickih antidepresiva su posljedica njihova anti-
kolinergi¢nog 1 anti-histaminskog ucinka, ukljucuju¢i suhocu usta, opstipaciju i ortostatsku
hipotenziju. Medutim, mogu utjecati i na kalijeve kanale i1 produziti QT interval, Sto je
posebno vazno ako bolesnici boluju od ishemijske bolesti srca ili poremecaja ventrikularne
provodljivosti. Zato je, kao preduvjet koriStenju triciklickih antidepresiva, obavezan nalaz
elektrokardiografije (36). Inhibitori ponovnog unosa serotonina ucinkoviti su u lije¢enju bolne
periferne dijabeticke neuropatije (38). U usporedbi s triciklickim antidepresivima bolesnici
lakSe podnose inhibitore ponovnog unosa serotonina jer nemaju anti-kolinerigi¢ne, anti-
histaminske i anti-adrenergi¢ne nuspojave (39). NajceS¢e nuspojave su vezane uz probavni

sustav (mu¢nina i povracanje) (40).
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1.2.2  Nefarmakoloske metode lijeenja boli

U nefarmakoloSke metode lije€enja boli ubrajaju se:

a) edukacija (npr. metode hipnoze, teajevi kognitivnog restrukturiranja)
b) TENS

c) fizikalna terapija

d) psiholoske/psihijatrijske mjere (kognitivno-bihevioralna terapija) i

e) radioterapija (41).

Sustavni pregled o ucinku edukacijskih mjera na bol u bolesnika s multiplom sklerozom
pokazao je kako je najvece smanjenje boli postignuto kombinacijom hipnoze i kognitivnog
restrukturiranja (42). U fizikalnu terapiju ubrajaju se intervencije koje koriste toplinu,
hladno¢u, vodu, tlak, elektromagnetsko zracenje, elektricnu struju te razne oblike
kineziterapije. TENS je jedna od najceS¢e primjenjivanih analgetickih metoda, medutim,
nac¢in moduliranja boli kod ove terapije nije do kraja razjasnjen. Radi se o niskovoltaznoj
stimulaciji frekvencijom 1-150 Hz jakosti 0-30 mA (10). Najvise dokaza o pozitivnom
ucinku psiholoske terapije na bolno ponaSanje ide u prilog kognitivno-bihevioralnoj terapiji

(43).

1.3 Seéerna bolest

Seéerna bolest (diabetes mellitus, DM) skupina je metabolickih bolesti karakterizirana
hiperglikemijom koja nastaje zbog poremecaja u sekreciji 1/ili djelovanju inzulina (44).
Ucestalost DM-a povecava se Sirom svijeta (45), a njegove komplikacije postale su znacajnim

uzrokom morbiditeta i mortaliteta u svijetu (46, 47).

Klinicki se DM pojavljuje u 4 osnovna oblika koji se razlikuju prema svojoj etiologiji,

terapijskom pristupu i prognozi (48). Prema klasifikaciji SZO iz 1999. godine razlikuju se:

a) tip 1 (ranije ,,inzulin ovisni“, DM1)
b) tip 2 (ranije “inzulin neovisni”’, DM2)
¢) drugi specifi¢ni tipovi i
d) trudni¢ki DM (gestacijski) (38, 20).
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Glavno obiljezje DM1 je razaranje [B-stanica gusteraCe i posljedicni apsolutni nedostatak
inzulina. Tip 1 se dijeli na dva podtipa; tip 1A — autoimuni i tip 1B — idiopatski. DM2
uzrokovan je inzulinskom rezistencijom i neodgovaraju¢im inzulinskim lucenjem (38, 20). U
skupinu drugih specifi¢nih tipova ubrajaju se razna stanja i bolesti koji dovode do razvoja
DM, kao $to su genetski defekti funkcije B-stanica guSterace (npr. engl. Maturity onset
diabetes of the young-MODY, autosomno dominantno nasljedni dijabetes s pocetkom u
mladosti), genetski defekti djelovanja inzulina, bolesti egzokrinog dijela gusterace,
endokrinopatije i sl (38, 20). Gestacijski DM je onaj koji se prvi put oc€ituje ili dijagnosticira
za vrijeme trudnoce (38, 20). DM se moze pojaviti s karakteristicnim simptomima kao §to su
prekomjerno mokrenje (poliurija), prekomjerno jedenje (polifagija) i pojacani osjecaj zedi

(polidipsija) (50).
Dijagnosticki kriteriji DM prikazani su u tablici 2 (38, 20).

Tablica 2. Dijagnosticki kriteriji DM prema SZO, 1999 (17).

Glukoza (mmol/L) Krv Plazma
Venska Kapilarna Venska Kapilarna
NataSte >6,1 >6,1 >7,0 >7,0

Nakon 2 h tijekom testa

>10,0 >11,1 >11,1 >12.2
opterecenja glukozom

1.3.1 Seéerna bolest tipa 1

DM1 je kroni¢na bolest koja zahtjeva stalnu medicinsku skrb i edukaciju pacijenata kako bi se
sprijecile akutne komplikacije 1 umanjio rizik za nastanak kroni¢nih komplikacija (44). DM1
je kroni¢na autoimuna bolest obiljeZena uniStenjem [-stanica guSterace koje proizvode
inzulin. (51). Iako je funkcija ostalih stanica Langerhansovih oto€i¢a u pocetku ocuvana,

manjak inzulina oStecuje 1 a-stanice koje proizvode glukagon (52).

DM1 je multifaktorijalna autoimuna bolest u kojoj se uz odgovarajuéu genetsku
predispoziciju pod utjecajem ¢imbenika iz okoline, pokrene autoimuni proces (53). Humani
leukocitni antigeni (engl. human leukocyte antigen — HLA) najvazniji su antigeni u

nasljedivanju DM (54).
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Zed, umor, pojadano mokrenje i gubitak teZine ,bez obzira na apetit i uzimanje hrane, klasiéni
su simptomi Secerne bolesti (51). Nekim bolesnicima, posebno djeci i adolescentima, prvi
simptom bolesti moze biti dijabeticka ketoacidoza, drugi pak imaju hiperglikemiju koja moze
brzo napredovati te se u vrijeme stresa ili akutnih infekcija takoder manifestira ketoacidozom
(44, 55). Incidencija DM je u porastu u svijetu, naro€ito u djece gdje se primijetio porast od
70% tijekom 15 godina (56). Prema podatcima Medunarodne dijabeticke federacije (engl.
International diabetes federation — IDF) incidencija novo-dijagnosticiranih bolesnika u dobi
od 0-14 godina na 100 000 stanovnika iznosi od 8,5-14 (57). Broj novo-dijagnosticiranih

osoba s DM1 u drugim zemljama prikazana je na Slici 1.

e

<15 ®85-14 Nema
15-5 ® 14-24 podataka
® 585 e>24

Slika 1. Broj novo-dijagnosticiranih osoba s DM-om tipa 1 (0-14 godina na 100 000
stanovnika) u 2013. godini prema IDF-u (5§7).

Lijecenje DM-a temelji se na lijekovima, zdravoj prehrani, tjelovjezbi i zdravom nacinu

zivota. U lijeCenju DM1 vazna je i primjena inzulina (58).
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1.3.2  Komplikacije Se¢erne bolesti

Komplikacije Se¢erne bolesti mogu biti akutne i1 kroni¢ne. U akutne komplikacije ubrajaju se:

a) hipoglikemija i hipoglikemijska koma
b) dijabeticka ketoacidoza i dijabeticka ketoacidoti¢na koma
c¢) dijabeticka hiperosmolarna neketoticka koma i

d) laktacidoti¢na koma (59).

Hipoglikemija je najc¢eS¢a akutna komplikacija DM-a, a definirana je razinom glukoze u
plazmi nizom od 3,88 mmol/L. Adrenergicki (znojenje, tremor, tahikardija, anksioznost) i
neuroglikopenijski (glavobolja, omaglica, stupor, koma i smrt) simptomi pojavljuju se kada je

razina glukoze u plazmi niza od 2,5 mmol/L (60).

Dijabeticka ketoacidoza je Cesta i ozbiljna akutna komplikacija dijabetesa te je vazan uzrok
smrtnosti. Nastaje zbog velikog manjka inzulina udruzenog s porastom kontraregulacijskih
hormona u bolesnika s DM1 (61). Klini¢ki znakovi su: duboko, ubrzano, Kussmaulovo
disanje uzrokovano acidozom, miris na aceton i bolovi u trbuhu popra¢eni mucninom i

povra¢anjem (61).

Dijabeticka hiperosmolarna neketoticka koma najceS¢e nastaje nakon infekcije, akutnog
vaskularnog incidenta ili primjene kortikosteroida. U klinickoj slici dominira poliurija s
posljedicnom jakom dehidracijom, polidipsijom, hiperglikemijom i visokom osmolalnosti

plazme (62).

Laktacidoti¢na koma javlja se u bolesnika koji uz DM boluju od bolesti u kojima je smanjena
perfuzija tkiva s posljedi¢nom hipoksijom. Klinickom slikom uz simptome osnovne bolesti

dominiraju opca slabost, mucnina i povracanje (62).

U kroni¢ne komplikacije DM-a ubrajaju se makrovaskularne i mikrovaskularne komplikacije
(59). U makrovaskularne komplikacije ubrajaju se ishemi¢na bolest srca, cerebrovaskularne 1
periferne vaskularne bolesti (59). U mikrovaskularne komplikacije ubrajaju se retinopatija,

nefropatija i neuropatija (59).

Ishemicna bolest srca javlja se u oko 10-20% oboljelih od DM-a, a posljedica je autonomne

denervacije srca (63). Cerebrovaskularne bolesti Cest su uzro¢nik morbiditeta i mortaliteta
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oboljelih od DM. Relativni rizik za mozdani udar u muskaraca s DM-om povecan je za 2,5—
4,1 puta, a kod Zena za 3,6-5,8 puta (64, 65). Oboljeli od DM-a imaju 2-4 puta vecu
incidenciju nastanka periferne vaskularne bolesti, a ona se povecava s godinama, trajanjem

DM-a i postojanjem neuropatije (66).

Retinopatija je ozbiljna mikrovaskularna komplikacija DM-a i vode¢i je uzrok sljepoce u
osoba izmedu 30 i 70 godina (67, 68), a obiljezena je pove¢anom proliferacijom krvnih zila,
vaskularnom  okluzijom, angiogenezom, gubitkom pericita retinalnih  kapilara,

mikroaneurizmama i stanjivanjem kapilarne membrane (67).

Dijabeticka nefropatija definira se kao progresivno smanjenje glomerularne filtracije,
udruzeno s proteinurijom i drugim komplikacijama dijabetesa (69). Dijabeticka nefropatija
napreduje do zadnjeg stadija bubreznih  bolesti obiljezenog albuminurijom,
mikroalbuminurijom i zatajenjem bubrezne funkcije. To napredovanje bolesti praceno je

hiperglikemijom, hipertenzijom i proteinurijom (70, 71).

Dijabeticka neuropatija ozbiljna je komplikacija DM-a koja oStecuje autonomni i periferni
ziv€ani sustav (72). Neuropatija moze biti asimptomatska, ali moze se pojaviti i gubitak
tetivnih refleksa te ozbiljna bol. Dijabeticka neuropatija takoder uzrokuje inkontinenciju
mokrenja, proljev ili opstipaciju te tako ozbiljno pogorsava kvalitetu Zivota oboljelih od DM-

a(72).

1.4 Dijabeticka neuropatija

Dijabeticka neuropatija je heterogena skupina bolesti koja obuhvaca Sirok spektar poremecaja
1 ¢iji je razvoj povezan sa DM (73). Neuropatija moZe biti senzorna ili motorna (74) te moze
zahvacati primarno mala ili velika Ziv€ana vlakna (75). OsSte¢enje malih Ziv€anih vlakana
obi¢no, ali ne 1 uvijek, prethodi oSteCenju velikih ziv€anih vlakana i manifestira se prvo
simptomima boli 1 hiperalgezije u podrucju donjih ekstremiteta, a zatim 1 gubitkom toplinske
osjetljivosti te osjetom Zarenja i trnjenja (76). Ostecenje velikih vlakana obi¢no se manifestira
gubitkom osjeta vibracije, miSi¢nim slabljenjem te gubitkom tetivnih refleksa (73). Vecina
perifernih dijabetiCkih neuropatija imaju kombinaciju oSteCenja 1 malih i1 velikih Ziv¢anih

vlakana (73).
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Pretpostavlja se da veliku ulogu u nastanku dijabeticke neuropatije imaju metabolicki,
autoimuni i neurohormonalni poremecaji (73). lako postoje dokazi o utjecaju navedenih
poremecaja na nastanak dijabeticke neuropatije, glavna teorija nastanka dijabeticke teorije
implicira hiperglikemiju kao primarni uzrok (77). Perzistentna hiperglikemija povecava
poliolski put aktivacije s posljedicnim nakupljanjem sorbitola i fruktoze u neuronima,
oSte¢ujuci ih tako jos uvijek nepoznatim mehanizmom (73). lako mehanizam oStecenja nije
do kraja poznat, ovo nakupljanje smanjuje ulazak mio-inozitola u stanicu i inhibira Na*/K*
adenozin trifosfatazu, $to rezultira nakupljanjem Na" u stanici, edemom, bubrenjem mijelina,
prekidom aksoglijalne veze i1 Zivéanom degeneracijom (78).

Dijabeticka neuropatija jedna je od naj¢es¢ih ranih komplikacija dijabetesa i pogada oko 66%
oboljelih od DM-a (79). Ostecenja ziv€anih vlakana u ranim stadijima dijabetesa mogu
uzrokovati niz simptoma: od pretjeranog odgovora na bolni podrazaj (hiperalgezija), pojave
boli nakon podrazaja koji obi¢no ne nanosi bol (alodinija) pa sve do potpunog gubitka osjeta

boli i temperature (80, 81).

Dijabeticka neuropatija je najces¢a komplikacija Se€erne bolesti koja je povezana s boli.

Klasificirana je u tri osnovne podskupine:

a) dijabeticka polineuropatija (DPN),
b) fokalne i multifokalne neuropatije i

¢) autonomne neuropatije (82).

Medu navedenim oblicima najces¢a je DPN, koja je odgovorna za 72% slucajeva dijabeticke
neuropatije (82). DPN nadalje moze biti akutna ili kroni¢na. Kroni¢na senzomotorna
neuropatija najces¢i je oblik DPN-a, a moZe biti bolna ili bezbolna s kompletnim ili
djelomi¢nim gubitkom osjeta (82). Tipi¢na dijabeti¢ka polineuropatija je kroni¢na, simetri¢na,
senzomotorna polineuropatija (DSPN) koja prvenstveno zahvaca najduze aksone koji
primarno inerviraju stopala (83). Testiranje Ziv€ane provodljivosti (engl. nerve conduction —
NC) rani je 1 pouzdan test za otkrivanje DSPN-a (84). Prema rezultatima ovoga testa i

klini¢kog pregleda DSPN se dijeli u Cetiri skupine (84):

a) Subklinicka DSPN. Postojanost abnormalnog NC-a, ali bez znakova ili simptoma

DSPN-a.
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b) Moguc¢a DSPN. Simptomi i znaci mogu biti: smanjena senzitizacija, pozitivni
neuroloski senzoricki simptomi (trnci tijekom spavanja, osje¢aj bockanja, Zarenja i

bolnog svrbeza) predominantno na noznim prstima, stopalu i nogama.

¢) Vjerojatna DSPN. Postojanje kombinacije najmanje dva od navedenih simptoma i
znakova neuropatije: neuropatski simptomi, smanjena periferna senzitizacija,

nepravilan i smanjen refleks Ahilove tetive.
d) Potvrdena DSPN. Postojanost abnormalnog NC-a i simptoma ili znakova DSPN-a.

Ne postoji toan podatak o prevalenciji boli u bolesnika sa DSPN-om, ali se smatra da taj
postotak moze biti 1 do 25% (85). Najces¢i simptomi su simetricni 1 distalno ograniceni, ¢esto
povezani s noénim pogor$anjima, a pacijenti ih ¢esto opisuju kao bockanje, trnjenje, bolni
svrbez, oStra bol kao udar elektri¢ni struje i zarenje (86) s postojanjem hiperalgezije i
alodinije (85). Simptomi su Cesto povezani s klinickim znakovima akutne bolne DPN iako
mogu postojati simptomi bez klinickih znakova bolesti (73). DSPN uzrokuje nastanak ulkusa

na stopalima, razvoj dijabetickog stopala i posljedi¢nu amputaciju udova (73).

U dostupnoj literaturi nema mnogo istrazivanja kojima bi se mogao utvrditi utjecaj boli na
psiholosko stanje bolesnika s DM-om. Poznato je da se depresija pojavljuje dva puta ¢eSée u
bolesnika s DM-om nego u op¢oj populaciji (7). Depresija i kroni¢na bol imaju zajednicku
patofiziologiju i ta se dva simptoma Cesto dijagnosticiraju istim bolesnicima (8). DM znacajno
utjeCe na ponasanje bolesnika i njihovo psiholosko stanje. Psihosocijalni ¢imbenici povezani
su s gotovo svim oblicima lije¢enja DM-a (87) 1 vaZan su prediktor smrtnosti u oboljelih od
DM-a, vazniji od mnogih klinickih i fizioloskih ¢imbenika (88). U usporedbi s opéom
populacijom, oboljeli od DM-a ¢eS€e pate od depresije, ali priroda te povezanosti nije
razjaSnjena 1 povezana je s povecanim rizikom smrtnosti. Smatra se da depresiju dijabetiara
moze uzrokovati psiholoski stres zbog specificne dijagnostike i1 lijecenja ili moZe biti

posljedica metabolic¢kih poremecaja (7, 89).

lako je provedeno mnogo istrazivanja kako bi se utvrdila etiologija i odgovarajuca terapija
boli u bolesnika s dijabetickom neuropatijom do sada nije pronaden zadovoljavajuci lijek

(90).
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1.5 Kinaze i nocicepcija

Kinaze su enzimi ¢ija je funkcija fosforilacija odnosno prijenos fosfatne skupine s visoko
energetskog donora, kao $to je adenozin-3-fosfat (ATP) na supstrat (91). Opisano je preko

500 razli¢itih kinaza u ljudskom organizmu (91).

1.5.1 Protein kinaze i nocicepcija

Protein kinaze (PK) fosforiliraju serinske, treoninske, tirozinske ili histidinske ostatke na
proteinu. Njih je do sada najviSe poznato i najcesce su istrazivane kinaze (91). Tu se ubraja
skupina ciklin-ovisnih kinaza (CDK), mitogenom-aktivirane protein kinaze (MAPK) i

kalcij/kalmodulin-ovisna protein kinaza II (CaMKII).

CDK su skupina prolin-usmjerenih serin/treonin specificnih protein kinaza koji imaju dvije
podjedinice: kataliticku 1 regulacijsku (92). Vazne su za kontrolu G1 faze stanicne
proliferacije eukariotskih stanica (93), a promjene u funkciji ovih kinaza mogu dovesti do
razvoja neoplazmi (92). Ciklin-ovisna kinaza 5 (CDKS) vazna je u nocicepciji (94). CDKS
nalazi se u postmitotskim neuronima 1 vaZzna je u migraciji neurona, otpuStanju

neurotransmitera, neuronskoj plasti¢nosti, memoriji, ucenju, ovisnosti i apoptozi (95).

MAPK su serin/treonin specificne kinaze koje reguliraju brojne stani¢ne aktivnosti kao §to su
mitoza, diferencijacija 1 apoptoza (96). Tri glavna pripadnika ove skupine su kinaza regulirana
izvanstani¢nim signaliziranjem (engl. extracellular signal-regulated kinase — ERK)
ukljucujuéi 1 ERK1/2, p38 (ukljucujuéi p38a, p38P, p38y, i p38d) te c-Jun N-terminalna
kinaza (JNK, ukljucuju¢i INK1, JNK2, i JNK3). Ozljeda perifernog zivca (engl. spinal nerve
ligation — SNL) uzrokuje aktivaciju MAPK kinaza u glijalnim stanicama kraljeZni¢ne mozdine

(97-100).

Protein kinaza A (PKA) skupina je enzima ¢ije djelovanje ovisi o razini ciklickog adenozin-
monofosfata (cCAMP) unutar stanice (101). Djelovanje PKA nije do kraja istrazeno. Poznato je

medutim da je RIIB podjedinica PK dominantno izrazena u nociceptivnim neuronima i moze
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imati ulogu u njihovoj aktivaciji (102). Intratekalna primjena agonista andenozin 2A receptora

ublazuje neuropatsku alodiniju djelujuci na PKA i protein kinazu C (PKC) (103).

1.5.2 Lipid kinaze i nocicepcija

Fosfoinozitid 3-kinaze (PI 3-K) pripadaju skupini lipid kinaza koje kataliziraju dodatak
fosfatne skupine na mjesto 3 inozitolnog prstena fosfoinozitida (104). Novija istrazivanja
ukazuju na povezanost mutacije PI 3-K i toplinske osjetljivosti (105), centralne senzitizacije i
hiperalgezije (106).

Sfingozin kinaze takoder pripadaju skupini lipid kinaza, a njihova je funkcija pretvaranje
sfingozina u sfingozin-1-fosfat (S1P) (107). SI1P je multifunkcijski enzim koji u perifernom
zivéanom sustavu djelujuci na S1P1 1 S1P3 receptore moze povecati osjetljivost na razlicite
bolne podrazaje ili uzrokovati spontanu bol (107). Dokazano je da intraplantarna injekcija

S1P uzrokuje perifernu osjetljivost i hiperalgeziju aktiviraju¢i S1P receptore (108).

1.6 Kalcij-kalmodulin ovisna protein kinaza

Koncentracija slobodnog unutarstanicnog kalcija precizno je regulirana razli¢itim vrstama
ionskih kanala, membranskih izmjenjivaca 1 crpki smjesStenih na stanicnoj membrani i
unutarstani¢nim skladistima kalcija (npr. endoplazmatski retikulum i mitohondriji) (109). Iako
unutarstanicno povecanje kalcija dovodi do stani¢ne smrti, ono je naj¢eS¢e kratkotrajno 1
prolazno. Te razlike u amplitudi, frekvenciji i lokaciji kalcija mogu kodirati razne poruke koje
se mogu desifrirati putem razli¢itih enzima koji vezu kalcij medu kojima je i kalmodulin
(110). Kompleks kalcij-kalmodulin veZe brojne ciljne proteine medu kojima je i obitel]
serin/treonin protein kinaza (kalcij-kalmodulin ovisne protein kinaze — CaMK) (110).

Najvaznije CaMK su CaMKI, CaMKII i CaMKIV, a zaduZene su za fosforilaciju (110).
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1.6.1 Kalcij-kalmodulin ovisna protein kinaza Il

Kalcij-kalmodulin ovisna protein kinaza II (CaMKII) je serin/treonin kinaza koja regulira
mnoge fizioloSke procese koji su posredovani kalcijem (111). CaMKII je jako izraZena u
neuronima 1 utjeCe na vecinu neuronalnih funkcija ukljucujuéi izrazaj gena, sintezu i

egzocitozu neurotransmitera, funkciju ionskih kanala i signalizaciju (112-114).

1.6.2 Struktura i regulacija enzimatske aktivnosti CaMKII

CaMKII je protein veli¢ine 550-650 kD (115). Iako postoji oko 40-ak izoformi CaMKII (116)
u sisavaca su najvaznije Cetiri — alfa, beta, gama i delta, kodirane s cetiri razliCita, ali
medusobno srodna gena a, B, y1 6 (112). Izoforme su razlicito rasporedene u ziv€anom sustavu
pa se tako izoforme a i f primarno nalaze u srediSnjem ziv€anom sustavu, dok se izoforme vy i
d mogu naci u svim tkivima (117). CaMKII y i1 6 dominantno se nalaze u srcu i vazne su za
normalnu sr€anu funkciju (118, 119). U Stakora CaMKII je najzastupljeniji protein u
telencefalonu (120). Glavna CaMKII izoforma, pCaMKIla, nalazi se zajedno sa mu opioidnim
receptorima u razliitim regijama ziv¢éanog sustava u kojima se obraduje osjet boli, ukljuc¢ujuéi

1 povrSinske slojeve kraljezni¢ne mozdine i spinalne ganglije (121).

Najvise CaMKII ima u hipokampusu, gdje ¢ini 2% ukupne proteinske mase, a najmanje u
striatumu gdje ¢ini do 0.7% ukupne proteinske mase (120). CaMKII formira trodimenzionalni
zupCanik izgraden od 8—12 monomera povezanih C krajem (111, 122). Svaki monomer ¢ine
(od N do C kraja) kataliticka domena s ATP-om i mjestom za vezanje supstrata,
autoregulacijska (inhibicijska) domena s pseudosupstrat regijom 1 veznim mjestom za
kalmodulin te asocijacijska domena (123). Slika 2 prikazuje shematski izgled CaMKII (112,
124).
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Slika 2. A Shematski prikaz CaMKII monomera. Oznaceni su N kraj kataliticke domene 1 C
kraj asocijacijske domene. Autoregulacijska domena (inhibicijska) nalazi se izmedu
kataliticke 1 asocijacijske domene i funkcionalno je podijeljena u dvije regije; vezno mjesto za
kalmodulin (CaM) i1 pseudosupstrat regiju. B Prostorni izgled enzima vidljiv elektronskim
mikroskopom: heksamerni prsten u kojem asocijacijske domene oblikuju srediste, a
kataliticke domene se pruzaju prema vani (zbog jednostavnosti, prikazan je samo jedan
prsten) (110). Legenda: ATP=adenozin-3-fosfat, CaM=kalcij-kalmodulin kompleks,

P=fosfatna skupina.
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Kada CaMKII nije aktivirana, inhibicijska domena blokira kataliticku domenu blokirajuci
tako vezanje supstrata. U prisustvu Ca®*, Ca**/kalmodulin kompleks se moze vezati za
CaMKII i aktivirati je. Vezanje Ca**/kalmodulin kompleksa uzrokuje sredi$nju interakciju
izmedu ostataka na C i N krajevima kalmodulina i aminokiselinama Leu299 i Leu308 na
CaMKII (125). Kada je CaMKII aktivirana, konformacijska promjena uzrokuje otpustanje
inhibicijske domene s kataliticke i tako omogucava prijenos fosfatne skupine s ATP-a na
supstrat. Trajni aktivacijski signal moze inducirati autofosforilaciju enzima omoguéavajuéi
tako aktivnost enzima cak 1 kada aktivacijski signal prestane. Autofosoforilacija CaMKII
moze biti ovisna ili neovisna o kalciju. Simultano vezanje Ca**/kalmodulin kompleksa u
jednom holoenzimu rezultira trans-autofosforilacijom aminokiseline Thr286 u inhibicijskoj
domeni (126, 127). U ovom modelu aktivacije, autofosforilacija je jako osjetljiva na promjene
unutarstanicne razine kalcija (128). Kalcij-neovisna autofosforilacija CaMKII moze se
odvijati pomoc¢u dva mehanizma. Prvo, spora autofosforilacija na aminokiselini Thr306
blokira daljnje vezanje Ca**/kalmodulin kompleksa, i tako CaMKII moze ostati ,,zakljudana“
dok se ovi ostatci ne defosforiliraju (129, 130). Drugo, nakon inicijalne autofosforilacije na
aminokiselini Thr286, otpuitanje Ca®*/kalmodulin kompleksa uzrokuje naglu autonomnu

autofosforilaciju na aminokiselinama Thr305, Thr306 te Ser314 (131, 132).

Kada CaMKII nije autofosforilirana, enzim otpusta kompleks Ca**/kalmodulin i inaktivira se
kada razina unutarstani¢nog kalcija dode na normalnu razinu. Medutim, kada je
autofosforilirana, CaMKII &vrsto veZe za sebe kompleks Ca”*/kalmodulin i ostaje aktivna Gak

1 onda kada se razina unutarstani¢nog kalcija smanji na normalnu razinu (118, 133).

Brza autofosforilacija CaMKII moZe pretvoriti prolazna povecanja koncentracije kalcija u

stanici u promjenu aktivnosti i fosforilaciju ciljnih proteina (134).

1.6.3 Funkcija CaMKII

Poznata je uloga CaMKII u dugoro¢noj potencijaciji vaznoj za pohranu novih informacija u
formi dugorocnog pamcenja (135). Indukcija dugorocne potencijacije u CAl regiji

hipokampusa zahtijeva relativno visoke razine kompleksa Ca”*/kalmodulin (136).

N-metil D-aspartat (NMDA) glutaminski receptori klju¢ne su molekule u dugoroc¢noj
potencijaciji, a CaMKII je vazan medijator u ranoj fazi izrazaja dugoro¢ne potencijacije i
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stvaranja memorije (137). Ulazak kalcija kroz NMDA receptore tijekom dugorocne
potencijacije aktivira CaMKII i pospjesuje sinapticki ucinak dovode¢i do nastanka sinapticke
plasticnosti (138), a inhibicija postsinapticke CaMKII dovodi do prekida dugoroc¢ne
potencijacije (139). NMDA receptori sastoje se od dvije obvezatne GluN1 podjedinice i dvije
dodatne podjedinice GluN2 (GluN2A i GluN2B) i GIuN3 koje tim receptorima daju odredena
svojstva (140). Sposobnost GIuN2B podjedinice NMDA receptora je posredovanje ¢vrste veze
izmedu kalcija i CaMKII, odrzavanje aktivnosti CaMKII i zapocinjanje fosforilacije koja

podrzava sinapticko jaCanje (140).

U istrazivanjima pozitivnog ucinka rivastigmina na pamcenje u Alzheimerovoj bolesti
pokazano je kako je taj uCinak povezan s obnavljanjem dugoro¢ne potencijacije u CA1 regiji
hipokampusa i razini CaMKII (141). Daljnjim istrazivanjem pokazano je da je stimulacija

CaMKII presudna za poboljSanje memorije uzrokovane rivastigminom (141).

Autofosforilacija CAMKII reagira s fosforilacijom sintaksina 1A, a ta je reakcija vazna za
mehanizam egzocitoze (142). Autofosforilacija alfa izoforme CaMKII vazna je i u formiranju
memorije, a sve vise se ukljucuje u istrazivanjima o nastanku i razvoj ovisnosti (143). Osim
toga, istraZzivanja na mutiranim misevima pokazala su vaznost pCaMKIla u prostornom ucenju

(144).

CaMKII je fizic¢ki 1 funkcionalno vezana za homeostazu kalcija u sr¢anom misi¢u. Ona je
kolokalizirana s L-tipom kalcijevih kanala u kardiomiocitima (145). Izoforme CaMKII takoder

sudjeluju u regulaciji kalcij-ATP-aze u sarkoplazmatskom retikulumu (SR) fosforilirajuci

Nastanak srcanog zatajenja kod ljudi povezan je s poviSenim izrazajem 1 aktivnosti CaMKII
(148-150). CaMKII6-trangeni¢ni misSevi imaju nepravilne akcijske potencijale 1 posljedi¢no
razvijaju ventrikularne aritmije (151). Suprotno tome, transgeni¢ni CaMKII inhibicijski miSevi
ili CaMKII knock out miSevi imaju manju stopu komplikacija (kao $to su sréano zatajenje,

sr¢ano preopterecenje 1 aritmije) nakon sréanog udara (152-154).

28



1.7 CaMKIlI i bol

CaMKII je vazna u regulaciji prolaska kalcija kroz membranu dendrita (155). Ulazak kalcija
kroz kalcijeve kanale na nociceptivhim neuronima spinalnog ganglija rezultira aktivacijom
CaMKII (155). CaMKII ima veliku vaznost u procesu zapocinjanja i razvitka neuropatske boli
(156), a aktivacija CaMKII ovisna je o utoku kalcija kroz NMDA receptore (156). Eshete i
suradnici istraZzivanjem provedenim na osjetnim neuronima potvrdili su da CaMKII djeluje
kao detektor ucestalosti podrazaja neurona i da pamti podrazaj i nakon §to je zavrSio (157).
Dugotrajna aktivacija CaMKII dovodi do kroni¢ne srediSnje neuropatske boli, mehanizmima

koji objedinuju pretjeranu podrazljivost velike skupine neurona kraljezni¢ne mozdine (158).

Pretpostavlja se da, fosfoliraju¢i proteine ili receptore, pCaMKlla ima vaznu ulogu u
nocicepciji prilikom periferne upale (155). Presijecanje ili pritisak kraljezni¢ne mozdine
ozljeda je koja za posljedicu ima stani¢ne promjene i promjene u ponasanju. Garraway i
suradnici pokazali su da 1 h, 24 h i 7 dana nakon takve ozljede dolazi do smanjenja izraZaja

pCaMKllIa, Sto je bilo povezano s promjenama u ponasanju (159).

CaMKII je izrazena 1 u parabrahijalnim jezgrama, ciljnom mjestu nociceptivnih neurona
lamine I kraljezni¢ne mozdine (160). Nociceptivni podrazaji aktiviraju kolecistokininski put
od parabrahijalnih jezgara do ventromedijalnog hipotalamusa i mogu biti vazni za odgovor na

oStecenje tkiva, a vazna molekula tog puta je CaMKII (160).

Neuropatska hiperalgezija inducirana kapsaicinom u S$takora povezana je s povecanom
autofosforilacijom CaMKII u kraljezni¢noj mozdini (161, 162). Autofosforilirana CaMKII u
postsinaptickom zgusnucu zajedni¢ko je obiljezje glutamatnih sinapsi, ¢ime potencijalno
pridonosi odrzavanju sinapticke ucinkovitosti. Nadalje, ¢ini se da je pCaMKlIla razlicito
regulirana izmedu primarnih aferentnih sinapsi, $to moZzda odrazava razlicitu osjetljivost na
sinapticku plasticnost izmedu tih aferentnih neurona (163). Nakon akutne stimulacije straznje
Sape kapsaicinom imunoreaktivnost pCaMKII smanjena je na postsinaptickim ne-

peptidergi¢nim primarnim aferentnim C-vlaknima (164).

Istrazivanje na transgeni¢nim miSevima pokazuje da je promjena u izrazaju CaMKII u upalnoj
boli povezana s nastankom alodinije (165). Ta promjena mogla bi biti povezana s
promjenama u hipokampalnoj hem-oksigenazi 2 (165), takoder vaznoj u dugorocnoj
potencijaciji (166).
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U Laboratoriju za istrazivanje boli Medicinskog fakulteta u Splitu ve¢ je istraZzivana uloga
CaMKII u nastanku boli. Dokazano je smanjenje izrazaja pCaMKlla u osjetnim neuronima
spinalnih ganglija u Stakorskom modelu neuropatske boli inducirane SNL ozljedom (167).
Takoder je dokazano povecanje izrazaja CaMKII u spinalnom gangliju u stakorskom modelu
dijabetesa tipa 1 u razdoblju od 2 tjedna i 2 mjeseca nakon indukcije (168) 1 kraljezni¢noj
mozdini 6 1 12 mjeseci nakon indukcije dijabetesa (169). CaMKII bi stoga mogla biti

potencijalna nova farmakoloska meta za lijeCenje neuropatske boli.

Promjene u izrazaju CaMKII u spinalnim ganglijima povezane su s taktilnom alodinijom,
pojavom bolnih reakcija nakon podrazaja koji obi¢no ne izaziva bol, u modelima neuropatske
boli izazvane ozljedama perifernog zivca (170-172). Pretpostavlja se da je to posljedica
djelovanja CaMKII na aktivaciju citosolne fosfolipaze A2 za koju je dokazna povezanost s
nastankom taktilne alodinije nakon SNL ozljede (170). CaMKII ima vaZznu ulogu i u nastanku

visceralne preosjetljivosti u modelu visceralne boli (171).

1.8 Imhibicija CaMKII kinaze i bol

Najbolje istrazeni inhibitor 1 naj¢eS¢e koriSteni inhibitor u in vivo 1 in vitro istraZivanjima
CaMKII je KN-93 (173). KN-93 kompetitivno se natje¢e s kompleksom Ca**/kalmodulin u
vezanju na CaMKII. Inhibicijski peptid povezan s autokamtidom-2 (engl. myristoylated
autocamtide-2-related inhibitory peptide — AIP) izumljen je s ciljem da blokiraju¢i CaMKII
djeluje na dugorocnu potencijaciju (174), a njegov miristoilirani oblik (mAIP) lakSe prolazi
kroz stanicnu membranu (175). Osim u istrazivanjima o utjecaju CaMKII inhibitora na bol,
oni se koriste 1 u istrazivanjima lijeenja srcanih aritmija 1 zatajenja srca (175) i toleranciji

analgetskih uc¢inaka morfina (176).

Pokazano je da ubrizgavanje AIP-a prije ponavljaju¢ih podrazaja koji izazivaju refleksnu
potencijaciju umanjuje njihov ucinak, ¢ime je dokazano da je CaMKII povezana s nastankom

spinalnog refleksa, mehanizma vaznog za nastanak hiperalgezije i alodinije (177).

Akutno lijecenje CaMKII inhibitorom umanjuje termalnu hiperalgeziju i mehanicku alodiniju

izazvanu SNL-om (178). Taj ucinak traje 2—4 h nakon primjene KN-93, dok primjena
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njegovog inaktivnog analoga KN92 ne pokazuje nikakav uc¢inak (178). Primjena CaMKII ne

umanjuje imunoreaktivnost totalne CaMKII, ali umanjuje imunoreaktivnost pCaMKIlIa (178).

Pozitivan u¢inak KN-93 takoder je dokazan u hiperalgeziji induciranoj opioidom (179). KN-
93 u dozi od 45 nmol ubrizgan intratekalno u potpunosti umanjuje opioidom induciranu
hiperalgeziju i alodiniju (179). U tom istrazivanju Chen i suradnici pokazali su da je KN-93
umanjio imunoreaktivnost pCaMKlIla u povrsinskoj lamini kraljezni¢ne mozdine u usporedbi

sa zivotinjama koje su primale fiziolosku otopinu (179).

Djelovanje KN-93 na nocicepciju dokazao je i Damaj sa suradnicima (180-182). Povecanje
razine unutarstani¢nog kalcija rezultira aktivacijom sekundarnih glasnika ovisnih o kalciju u
kraljezni¢noj mozdini, a stimulacija nikotinom dovodi do aktivacije CaMKII i nastanka
nikotinske analgezije (180). Akutna primjena KN-93 intratekalnim putem umanjuje
antinocicepciju induciranu nikotinom (181), ali ne umanjuje osjetljivost na termalne podrazaje

(182).

Dugoro¢na potencijacija inducirana stimulacijom niskim frekvencijama na C-vlakna zdravih
zivotinja dovodi do aktivacije neurokinina 1 1 NMDA receptora, povecanja razine
unutarstanicnog kalcija i aktivacije fosfolipaze C i CaMKIIL. Ovaj mehanizam dovodi do
nastanka hiperalgezije u Zivotinja i1 ljudi (183). Primjena KN-93 u potpunosti poniStava
hiperalgeziju u svih Zzivotinja ¢ija su C vlakna stimulirana niskim frekvencijama (183).
Indukcija dugoro¢ne potencijacije, istrazivana na nociceptivnim neuronima lamina 1 — IV

moze se blokirati primjenom AIP-a (184).

CaMKII igra vaznu ulogu u aktivaciji fosforiliranog CREB proteina, vaznog u nastanku
upalne boli inducirane kapsaicinom (185). Intratekalna primjena KN-93 znacajno umanjuje

broj odgovora spinalnih neurona, hiperalgeziju i alodiniju (161, 185, 186).

Intratekalna primjena CaMKII inhibitora prije 1 poslije indukcije upalne boli umanjuje
termalnu hiperalgeziju 1 mehani¢ku alodiniju (187) te neuropatsku bol induciranu
prekidanjem donjeg alveolarnog Zivca u miSeva (188). Primjena CaMKII inhibitora sprjecava
razvoj i izrazaj taktilne alodinije nakon ozljede zivaca (170) te umanjuje istu ukoliko je doslo

do njenog razvoja (170, 172, 189).

Iako je ucinkovitost inhibitora na bolno ponaSanje dokazana, potencijalni pozitivan ucinak

CaMKII inhibitora na bol u dijabeti¢koj neuropatiji do sada nije istrazen.
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1.9 CaMKIlI i dijabeticka neuropatija

Sva do sada objavljena istrazivanja o povezanosti CaMKII i dijabeticke neuropatije provedena

su u Laboratoriju za istrazivanje boli Medicinskog fakulteta u Splitu.

Ferhatovi¢ 1 suradnici utvrdili su da je indukcija DM1 uzrokovala poveéanje izrazaja ukupne
CaMKII i njene alfa izoforme §to je odgovaralo karakteristicnim promjenama u percepciji
boli. Povecanje izrazaja tCaMKII u DM1 Zivotinja u odnosu na kontrolnu skupinu nastalo je
uslijed povecanja njenoga izrazaja u srednje velikim neuronima i u malim neuronima koji
sudjeluju u procesu prijenosa osjeta boli iz periferije u srediSnji ziv€ani sustav. Promjena

izrazaja drugih izoformi nije utvrdena (168).

Indukcija DM2 u Stakora nije uzrokovala promjene u bolnom ponasSanju u usporedbi s
kontrolnim Zivotinjama kao ni promjene u izrazaju ukupne CaMKII 1 njenih izoformi
neovisno o veli¢ini analiziranih neurona (168). Znacajna razlika izmedu DM1 i DM2 zivotinja

bila je u razini glukoze u plazmi (168).

Spolne razlike u bolnom ponasanju dijabetickih Zivotinja nisu uocene (190). Izrazaj CaMKII
povecao se u oba spola nakon indukcije DM1. Medutim, u dijabeti¢nih Zenki, izrazaj
tCaMKII povecao se samo u velikim neuronima. Ove razlike vjerojatno su posljedica

statisticki znacajne razlike u razini hiperglikemije izmedu spolova (190).

U istraZivanjima dugoro¢nog djelovanja CaMKII u dijabeti¢koj neuropatiji Bori¢ i suradnici
utvrdili su povecanje izraZzaja ukupne CaMKII i njene alfa izoforme 6 i 12 mjeseci nakon
indukcije DMI1 (169). Znacajno smanjenje izrazaja alfa 1 beta izoformi CaMKII uoceno je 6
mjeseci nakon indukcije DM1 dok je nakon 12 myjeseci doSlo do smanjenja gama 1 delta
izoformi CaMKII (191). Analiza izrazaja CaMKII prema veli¢ini neurona pokazala je

smanjenje izraZzaja CaMKII samo u malim neuronima (191).
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2. HIPOTEZA

Ucinkovitost inhibitora CaMKII u smanjenju bolnog ponasanja dokazana je u razli¢itim
modelima boli, ali ne i u Stakorskom modelu dijabeticke neuropatije. Poznato je da je izrazaj
CaMKII povec¢an u spinalnim ganglijima i dorzalnom rogu kraljeznicne mozdine u
Stakorskom modelu dijabeticke neuropatije. Nije poznato smanjuje li intratekalna ili
intraganglijska primjena inhibitora CaMKII pretjerano bolno ponasanje u Stakorskom modelu

dijabetesa tip 1. Hipoteza ovog istrazivanja stoga glasi:

Intratekalna i intraganglijska primjena CaMKII inhibitora umanjit ¢e bolno ponaSanje u

Stakorskom modelu dijabetesa tipa 1.
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3. CILJEVIISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja su:

1. Utvrditi utjecaj intratekalne i intraganglijske primjene CaMKII inhibitora i

fizioloSke otopine na bolno ponaSanje u Stakorskom modelu dijabetesa tipa 1.

2. Utvrditi izrazaj CaMKII u kraljezni¢noj mozdini nakon intratekalne primjene

CaMKII inhibitora i fizioloske otopine.

3. Utvrditi izrazaj CaMKII u neuronima spinalnog ganglija nakon primjene
CaMKII inhibitora 1 fizioloSke otopine, te utvrditi veli¢inu stanica u kojima je

doslo do promjene izrazaja CaMKIL.
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4. METODE ISTRAZIVANJA

4.1 Pokusne Zivotinje

U pokusu su koriSteni Stakori muskog spola, soja Sprague-Dawley (mase 160-200 g).
Pokusne zivotinje nabavljene su iz Nastambe za male pokusne zivotinje Sveucilista u Splitu,
gdje se uzgajaju pod kontroliranim uvjetima. Indukcija dijabetesa tipa 1 Stakorima provedena
je intraperitonealnim ubrizgavanjem streptozotocina (STZ) otopljenog u svjeze
pripremljenom citratnom puferu (pH=4,5) u dozi od 55 mg/kg. STZ je toksican za beta stanice

gusterace (192).

Stakori su se hranili ad libitum uobi¢ajenom prehranom za pokusne $takore koja se sastoji od
27% proteina, 9% masti 1 64% ugljikohidrata (4RF21 GLP, Mucedola srl, Settimo Milanese,
Italija).

Zivotinje smo po skupinama smjestili u plastitne kaveze, s podlogom od piljevine i
kukuruzne stelje u omjeru 3:1, i uzgajali 2 tjedna. Navedeno vrijeme dovoljno je za razvoj
bolnog ponaSanja u STZ modelu DM u Stakora (168). Za provjeru uspjesnosti indukcije
dijabetesa, Cetiri dana nakon indukcije Stakorima je izmjerena koncentracija glukoze u plazmi
(168). U daljnja istrazivanja ukljuceni su Stakori kojima je izmjerena koncentracija glukoze u
plazmi bila >16,67 mmol/L. Krv za odredivanje koncentracije glukoze u plazmi Stakora
uzimanje iz repne vene, a mjerenje je obavljeno One Touch Vita glukometrom (LifeScan,
High Wycombe, Velika Britanija).
Kriteriji ukljucenja Stakora u istrazivanje bili su:

- odsustvo bolnog ponasanja na pocetku istraZivanja,

- glukoza u plazmi >16,67 mmol/L 4 dana nakon indukcije DM i

- razvoj pretjerano bolnog ponasanja 14 dana nakon indukcije DM.
Kriteriji iskljucenja Stakora u studiju bili su:

- postojanost pretjeranog bolnog ponasanja na pocetku istrazivanja,

- glukoza u plazmi <16,67 mmol/L 4 dana nakon STZ nakon indukcije DM,

- odsustvo pretjeranog bolnog ponasanja 14 dana nakon indukcije DM,
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- oSteCenje Zivca ili ganglija tijekom operacije i
- smrt zivotinje.

Veli¢ina uzorka izraCunata je temeljem prijaSnjeg istrazivanja o izrazaju CaMKII u
Stakorskom modelu dijabetesa tip 1. Izracunom je dobiveno da uz alfa=0,05 uz statisticku
snagu od 90% potrebno je najmanje 5 Stakora u svakoj skupini. Na pocetku istrazivanja
ukljucen je veci broj Stakora kako bi nakon primjene kriterija ukljucenja i iskljucenja zivotinja

u istrazivanje u svakoj skupini ostalo najmanje 5 Stakora.

Zivotinje su podijeljene u dvije skupine ovisno o nadinu primjene inhibitora, bilo intratekalno
ili intraganglijski. Nadalje, u intratekalnom i intragangijskom pokusu zivotinje su nasumicno
rasporedene u 3 dodatne skupine: Zivotinje kojima ¢e se ubrizgati fizioloska otopina, Zivotinje
kojima ¢e se ubrizgati KN-93 te skupina Zivotinja kojima ¢e se ubrizgati mAIP. Kako studija
ima dva nacina primjene inhibitora i 3 razliite otopine za ubrizgavanje, studija ukupno ima 6

skupina Stakora.
Intratekalna primjena inhibitora CaMKII 1 fizioloSke otopine ukljucivala je 3 skupine:
a) Stakori kojima je ubrizgana fizioloSka otopina (n=7)
b) Stakori kojima je ubrizgan KN-93 (n=7)
c¢) Stakori kojima je ubrizgan mAIP (n=6)
Intraganglijska primjena inhibitora CaMKII i fizioloSke otopine ukljucivala je 3 skupine:
a) Stakori kojima je ubrizgana fizioloska otopina (n=8)
b) Stakori kojima je ubrizgan KN-93 (n==8)

c) Stakori kojima je ubrizgan mAIP (n=9)

4.2 Postupci

4.2.1 CaMKII inhibitori

Dva tjedna nakon indukcije dijabetesa Stakorima koji su razvili pretjerano bolno ponasanje
ubrizgani su CaMKII inhibitori. U istrazivanju su koriStena dva inhibitora CaMKII: KN-93
(422711, Merck Millipore, Nottingham, Velika Britanija) i mAIP (189482, Merck Millipore,
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Nottingham, Velika Britanija). U istrazivanjima povezanosti boli i poviSenog izrazaja
CaMKII, KN-93 i mAIP su do sada najcesce koriSteni inhibitori. Mehanizam inhibicije KN-
93 i mAIP je razli¢it. KN-93 se izvanstani¢no natjece s kalmodulinom u aktiviranju CaMKII,
dok se mAIP vezZe na aktivno mjesto. KN-93 takoder djeluje i na kalijeve i kalcijeve naponske
kanale, ali ne djeluje na kataliticku aktivnost cAMP, PKC i Ca’" fosfodiesteraze (173). KN-93
zamijenio je do tada koriSteni KN-62. Djelovanje obaju temelji se na natjecanju s kalcij-
kalmodulinom, ali ne i s ATP-om. Ovakva inhibicija naziva se ,,ATP ne-kompetitivna® ili
»alosteriCka®“. KN-62 nije izravni antagonist kalmodulina jer se on veZe na holoenzim i djeluje
na mogucénost vezanja kalcij-kalmodulina, ali se ne veze izravno na kalmodulin (193). Otkrice
inhibicijskog segmenta pCaMKIla dovelo je do otkri¢a inhibicijskog peptida (AIP) koji se
veze za kalmodulin podjedinicu (174). N-kraj ovog peptida sadrzava autofosforilacijsko
mjesto za supstrat kao §to je autokamid-2 i autokamid-3 i zamjenu fosforilacije aminokiseline

treonin u alanin (194).

mAIP inacica je AIP-a kojemu je poveéana stani¢na propusnost i on djeluje unutarstani¢no.
mAIP takoder je specifican inhibitor CaMKII koji ne djeluje na cAMP, PKA, PKC ni
CaMKIV. Uc¢inak pojedinih CaMKII inhibitora na ponasanje povezano s boli moze se u

potpunosti ispitati samo usporedujuci oba inhibitora.

4.2.2 Intratekalna primjena

CaMKII inhibitori KN-93 u dozi 50 nmol/L po Stakoru i mAIP u dozi od 10 pmol/L,
ubrizgani su intratekalnim putem u volumenu od 5 pL. Kontrolnim Stakorima je intratekalno
ubrizgana fizioloSka otopina u volumenu od 5 pL (195). Intratekalna primjena vec¢ je opisana
u literaturi (195). Zivotinje se prvo uspavaju pomoc¢u izoflurana, a zatim se perkutanim putem
uz pomo¢ Hamiltonove igle ulazi u subarahnoidalni prostor u podrucju 5-6 intervertebralnog
prostora. Znak dobrog apliciranja je lateralni trzaj repa Stakora. Postupak je trajao najdulje 15

minuta. Postupak je uvijek obavljala ista osoba.
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4.2.3 Intraganglijska primjena

CaMKII inhibitori KN-93 i mAIP ubrizgani su u LS spinalni ganglij jer se u njemu nalaze
tijela vec¢ine neurona koji inerviraju Sapu Stakora na kojoj se provode testiranja ponasanja. Za
intraganglijsku primjenu upotrjebljeni su 1 mmol/L KN-93, 10 uM mAIP i fizioloska otopina,
u volumenu od 3 pL (196). Intraganglijska primjena ve¢ je opisana u literaturi (12, 196) i
sama po sebi, prema dosadaSnjim istrazivanjima, ne uzrokuje promjene u ponasanju Stakora
(197, 198). Postupak je trajao najdulje 25 minuta. Inhibitori su se uvijek davali samo u desni
L5 ganglij, dok je lijevi ganglij bio kontrolni (ne-ubrizgani). Stakori su uspavani, uzduz leda
je napravljen rez na kozi te su paravertebralni misi¢i lagano pomaknuti kako bi se laksSe
odstranio poprecni nastavak kraljeska. Nakon toga je spinalni ganglij lako dostupan. Nakon
intraganglijskog ubrizgavanja rana je sasivena po slojevima. Postupak je uvijek obavljala ista

osoba.

4.2.4 Testiranje ponasanja

Ponasanje Stakora karakteristi¢no za bol kod dijabetickih Stakora testirano je serijom testova
za mjerenje reakcija na mehaniCke i1 termalne podraZaje u razli€itim pokusnim skupinama

tijekom vremena.

Za testiranje utjecaja primjene CaMKII inhibitora ili fizioloSke otopine, testiranje Stakora je
provedeno 2 i 24 h nakon intratekalne i intraganglijske injekcije. Vrijeme testiranja izabrano
je na temelju prijasnjih istraZivanja. Izabrani testovi relevantni su u klinickoj praksi za
neuropatsku bol ljudi. Tijekom testiranja Stakori su smjeSteni na mreZastu povrsinu (otvori
mreze su veli¢ine 3x3 mm), a svaki Stakor se nalazio u posebnoj plasti¢noj kutiji (10x25x30
cm). Testiranje je ukljucivalo podrazaj plantarne koZe obje straznje Sape u Stakora Ciji su
osjetni neuroni smjeSteni u L4 1 LS spinalnom gangliju. Osoba koja je obavljala testiranje

ponasanja povezanog s boli nije znala §to je Zivotinji prethodno ubrizgano.

38



4.2.4.1 Testiranje hladno¢om

Kapljica acetona nanesena je na srednju plantarnu povrSinu Sape i mjerenje broj pozitivnih
odgovora (broj uzmicanja Sape) prilikom tri uzastopne primjene acetona vremenski odvojene

minimalno 30 s.

4.2.4.2 Testiranje toplinom

Za testiranje toplinom koristen je kontinuirani izvor topline iz standardiziranog uredaja za
toplinske podrazaje (IITC Life Science, Woodland Hills, CA, SAD). Stakori su postavljeni na
metalnu podlogu koja se zagrijavala do maksimalne temperature od 50°C. Mjereno je vrijeme

i temperatura pri kojoj je Stakor poceo lizati straznju Sapu.

4.2.4.3 Testiranje tupom iglom — sloZeni hiperalgezijski odgovor

Vrhom anestezijske igle debljine 0,64 mm (22 G) podrazena je plantarna strana Sape,
dovoljnom snagom da udubi kozu, a da je ne ozlijedi. U ovom testu mjeren je broj pozitivnih i
hiperalergezijskih odgovora prilikom deset uzastopnih uboda igle vremenski odvojenih
najmanje 2 s. Promatrana je reakcija uzmicanja, kao 1 slozeni hiperalgezijski odgovor, koji

ukljucuje dugotrajno drzanje Sape u zraku, lizanje Sape, Cuvanje Sape i vokalizaciju.

4.2.4.4 Von Freyeva vlakna

Von Freyevim vlaknima (North Coast Medical Inc., Gilroy, CA, SAD) Sape Zivotinja su
testirane na nacin da je vlakno dovedeno u kontakt sa Sapom. Kontakti su se odrzavali s
pritiskom dovoljno velikim da se vlakno savije. Vlakna su koriStena od najslabijeg do

najjaceg kako bi se odredio prag kod kojeg zivotinja uzmice Sapu u 50% pokusaja.

4.2.5 Priprema tkiva za imunofluorescenciju

Na kraju pokusa Stakori su anestezirani 5% izofluranom u struji zraka (Forane, Abbott
Laboratories Ltd., Queenborough, Velika Britanija) te perfundirani kroz uzlaznu aortu preko

lijeve klijetke s 300 mL fizioloSke otopine i Zambonijevog fiksativa (4% paraformaldehid i
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0,19% pikrinska kiselina u 0,1M fosfatnom puferu — PBS) pH 7.4. Desni i lijevi LS spinalni
gangliji pazljivo su izvadeni i fiksirani preko no¢i u Zambonijevu fiksativu, isprani u PBS-u, a
zatim krioprotektirani preko no¢i u otopini 30% saharoze, zamrznuti i rezani na kriotomu pri
temperaturi od -22°C na rezove debljine 7 um. Prilikom pripreme tkiva obiljeZena je strana na
kojoj se nalazio lijevi (kontrolni) L5 spinalni ganglij. KraljeZni¢na moZzdina (L3-L5) Stakora
iz intratekalnog pokusa fiksirana je 48 h u Zambonijevu fiksativu, ispirana 24 h u PBS-u, a
zatim krioprotektirana preko no¢i u otopini 30% saharoze, zamrznuta i izrezana na kriotomu

pri temperature od -22°C na rezove debljine 8 pm.

Imunofluorescentnim metodama analizirana je ukupna CaMKII (tCaMKII) i njena
fosforilirana alfa izoforma CaMKII (pCaMKIla). Primarna poliklonska protutijela za analizu
tCaMKII (sc-9035, lot# F0304, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, SAD, razrjedenja
1:100) i pCaMKlIa (sc-12886-R, lot# K2305, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
SAD, razrjedenja 1:100) proizvedena su u kunicu. Za sekundarnu detekciju tCaMKII i
pCaMKIla koristio se Rhodamin red X-conjugated (Donkey Anti-rabbit IgG (H+L) Jackson
ImmunoResearch, lot# 106114, razrjedenja 1:300).

4.2.6 Analiza slika i kvantifikacija

Svaki Cetvrti rez spinalnog ganglija proucen je mikroskopom (BX61, Olympus, Tokyo, Japan)
i fotografiran pomocu hladene digitalne kamere (DP71, Olympus, Tokyo, Japan) pri istom
povecanju (10x za i.t. pokus te 40x za i.g pokus) i pri istoj vremenskoj ekspoziciji za svako
pojedino bojenje. Za intratekalni pokus slike su analizirane kao monokromatske
mikrofotografije (2040x1536 piksela, 12 bitova) u racunalnom programu Metamorph
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, SAD). Fluorescencija izrazaja CaMKII mjerena je uzduz
linijje od centralnog kanala do ulaska spinalnog ganglija (Metamorph Line scan function, 15

piksela). Slojevi kraljeZnicne mozdine definirani su prema dostupnoj literaturi (199).

Za intraganglijski pokus mikrofotografije su analizirane pomocu programa ImageJ (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, SAD). Na svakoj mikrofotografiji mjeren je intenzitet
fluorescencije 1 povrsina svakog pojedinog neurona. Analizirani su samo neuroni s jasno
izrazenim jezgrama, a najmanji broj analiziranih neurona po Zivotinji iznosio je 150. Neuroni
spinalnog ganglija kategorizirani su u tri veli¢ine; mali (d<30 pum), srednji (30um<d<40um) i

veliki neuroni (d>40 pm). Promjer neurona izracunat je pomocu formule: (duljina + §irina)/2.
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4.3 Statisticki postupci

Normalnost distribucije testirana je Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Normalno
distribuirani podatci analizirani su parametrijskim t-testom. Podatci koji nisu imali normalnu
distribuciju analizirani su Mann-Whitneyevim testom. Za usporedbu izrazaja CaMKII u
kraljezni¢noj mozdini izmedu kontrolnih i dijabetickih skupina neurona koriStena je analiza
varijance (ANOVA) za procjenu glavnog ucinka, a razlike medu skupinama utvrdene su i
Newman-Keulsovim post hoc testom. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina +
standardna devijacija (M£SD). Napravljena je analiza prema protokolu. Razina statisticke
znacajnosti postavljena je na p<0,05. Za statisticku obradu koriSten je racunalni program

Statistica 7,0 (StatSoft, Tulsa, OK, SAD).

4.4 Eticka pitanja

Svi eksperimentalni postupci i protokoli napravljeni su prema IASP-ovim uputama za eticko
istrazivanje eksperimentalne boli u Zivotinja pri svijesti. Istrazivanje je provedeno u okviru
projekta za koji postoji suglasnost Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta u Splitu (Klasa
003-08/10-03/0011, Ur.br.: 2181-198-04-10-0008). Istrazivanja su provedena na nacin da se
1zbjegne nepotrebna bol 1 neugoda zivotinja, prema preporuci americke Nacionalne akademije
znanstvenih instituta za istraZivanja na zivotinjama u sljede¢im dokumentima: Politika javnog
zdravstva o humanoj brizi i koristenju laboratorijskih Zivotinja (engl. Public Health Policy on
Humane Care and Use of Laboratory Animals) i Vodi€ za brigu o laboratorijskim Zivotinjama

i njihovo koriStenje (engl. Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 1996).
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5. REZULTATI

5.1 Utjecaj intratekalnog ubrizgavanja inhibitora CaMKII i fizioloSke otopine na
bolno ponasanje Stakora

DMI zivotinje nisu razvile povecanu osjetljivost na toplinske podrazaje. Stopa uzmicanja
Sapa nakon podrazaja tupom iglom znacajno se povecala u Stakora 15 dana nakon indukcije
DM u usporedbi s Stakorima kojima je ubrizgana fizioloska otopina (p<0,001), (Slika 3A).

Mehanicka alodinija testirana je von Freyevim vlaknima.

Indukciju dijabetesa pratilo je smanjenje praga uzmicanja u DMI1 zivotinja dva tjedna nakon
indukcije DM (p<0,001, t-test) (Slika 3B). Dva sata nakon primjene inhibitora ili fizioloske
otopine nije bilo znacajne razlike medu skupinama u stopi odgovora na mehanicki podrazaj
tupom iglom, promjeni praga uzmicanja prilikom testiranja von Freyevim vlaknima niti

promjena u ponasanju nakon termalnih podrazaja (Slika 3A, 3B).

Inhibitori CaMKII, KN-93 (p<0,001) i mAIP (p=0,043) znacajno su povecali stopu pozitivnih
odgovora na podrazaj tupom iglom 24 sata nakon ubrizgavanja u usporedbi sa Zivotinjama
kojima je ubrizgana fizioloSka otopina (Mann-Withney test, p=0,082) (Slika 3A). Nije bilo
znacajnih promjena 24 sata nakon u testovima termalnim podrazajima i testu s von Freyevim

vlaknima (podatci nisu prikazani) (Slika 3A, 3B).
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Slika 3. Promjene u ponaSanju dijabetickih Stakora nakon intratekalne primjene fizioloske
otopine, KN-93 i mAIP. Odgovori na mehanicke podrazaje (A) i von Freyeva vlakna (B).
* statisticki znac¢ajno u usporedbi sa zivotinjama na pocetku pokusa,

** statisticki znacajno u usporedbi sa Zivotinjama kojima je ubrizgana fizioloska otopina.

5.2 Utjecaj intraganglijskog ubrizgavanja inhibitora CaMKII i fizioloSke otopine na
bolno ponasanje Stakora

Usporedujuci s po€etnim ponasanjem, Zivotinje su razvile povecanu osjetljivost na hladne (t-
test, p<0,001) i mehanicke podrazaje (t-test, p<0,001) dva tjedna nakon indukcije (Slika 4A,
4B). Zivotinje, medutim, nisu razvile pove¢anu osjetljivost na podraZaj toplinom ni promjene

u pragu osjetljivosti von Freyevih vlakana (podatci nisu prikazani).

Intraganglijska primjena mAIP 2 h nakon ubrizgavanja zna¢ajno je smanjila osjetljivost na
hladne podrazaje (1,75+0,30) u usporedbi sa Zivotinjama prije ubrizgavanja (0,67+0,20) (t-
test, p=0,009) (Slika 4A). Nije bilo znacajne promjene u osjetljivosti na hladne podrazaje 2 h
nakon primjene KN-93 (t-test, p=0,213) 1 fizioloSke otopine (t-test, p=0,614) (Slika 4A).
Dvadeset 1 Cetiri sata nakon ubrizgavanja inhibitora 1 fizioloSke otopine nije bilo znacajne

razlike u osjetljivosti na hladne podrazaje (Slika 4A).

Intraganglijska primjena mAIP znacajno je smanjila stopu uzmicanja Sapa na podrazaj tupom

iglom 2 h nakon primjene (t-test, p=0,004), ali ne i nakon 24 h (t-test, p=0,153) (Slika 4B).
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Ubrizgavanje KN-93 takoder je smanjilo stopu uzmicanja Sapa na podrazaj tupom iglom, ali
to smanjenje nije bilo statisticki znacajno (t-test, p=0,061). Ubrizgavanje fizioloske otopine
nije znacajno promijenilo stopu uzmicanja na podrazaj tupom iglom (Slika 4B). Usporedujuci
s ponasanjem Stakora prije primjene inhibitora CaMKII i fizioloske otopine, nije bilo znacajne
razlike u osjetljivosti na mehani¢ke podrazaje 24 h nakon primjene mAIP, KN-93 ni

fizioloske otopine (Slika 4B).
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Slika 4. Promjene u ponasanju dijabetickih Stakora nakon intraganglijske primjene fizioloSke
otopine, KN-93 i mAIP. Osjetljivost na hladne (A) i mehanicke podrazaje (B).
* statisticki znacajno u usporedbi sa zivotinjama na pocetku pokusa,

** statisticki zna€ajno u usporedbi sa Zivotinjama kojima je ubrizgana fizioloska otopina.

5.3 lIzrazaj CaMKII u dorzalnom rogu kraljeZni¢ne mozdine nakon intratekalne
primjene CaMKII inhibitora i fizioloSke otopine

Analiza imunofluorescencije CaMKII u dorzalnom rogu kraljezni¢éne mozdine pokazala je
povecan izrazaj tCaMKII 1 njene fosforilirane alfa izoforme u skupini Stakora kojima je
ubrizgana fizioloska otopina (F=12,54, df=2, ANOVA). Znaajno smanjene izrazaja tCaMKII
uoceno je nakon intratekalne primjene mAIP-a (p<0,001, ANOVA) i KN-93 (p<0,001,
ANOVA) u usporedbi s izrazajem u Zivotinja s ubrizganom fizioloSkom otopinom (Slika 5 A-

).
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Izrazaj aktivnosti pCaMKlIlo takoder je statisticki znacajno smanjen (F=32,52, df=2,
ANOVA) nakon primjene mAIP (p<0,001, ANOVA) i KN-93 (p<0,001, ANOVA) u

usporedbi s izrazajem u zivotinja s ubrizganom fizioloSkom otopinom (Slika 5C).

U skupini zivotinja kojima je ubrizgana fizioloska otopina uocen je obrazac imunoreaktivnosti
pCaMKIla u laminama I-III. Ubrizgavanje mAIP djelomice je ponistilo ovaj obrazac, dok je

on bio potpuno ponisten nakon primjene KN-93 (Slika 6 A-F).

140 = Fiziolodka B 140 — Fiziolodka
- AP - AIP

120 - KN93 120 == KN93
3] 0]
£ 100 A iy mDMhV%AVfWW
5 g
Q o
¢ 80 3 80
S S
= =
3 60 T 60
® i
& g
£ 40 N £ 40

20 20

0 0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 0 0.2 04 0.6 0.8 1
Udaljenost od centralnog kanala (mm) Udaljenost od centralnog kanala (mm)

150 -
Q
5 T
£100 A
Q
w
@
o
= —_—
2
o}
N
$ 50 -
=

0
Fizioloska mAIP  KN-93 Fizioloska mAIP  KN-93
otopina otopina
Alfa CaMKII Totalna CaMKI|

Slika 5. Izrazaj tCaMKII i pCAMKIla u dorzalnom rogu kraljezni¢ne mozdine nakon
intratekalne primjene fizioloSke otopine, mAIP 1 KN-93. Izrazaj pCAMKIIa (A) i tCAMKII
(B) prikazan je uzduz linije od centralnog kanala do ulaska straznjeg korjena u dorzalni rog
kraljeZzni¢ne moZdine (A 1 B) te kao zbrojni rezultat (C). Podatci su prikazani kao AS£SD.

* statisticki znacajno u usporedbi sa Zivotinjama kojima je ubrizgana fizioloska otopina.
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Slika 6. Reprezentativni primjer imunofluorescencijskog bojanja tCaMKII nakon
ubrizgavanja fizioloske otopine (A), mAIP (B) 1 KN-93 (C) te za pCAMKIIa nakon
ubrizgavanja fizioloske otopine (D), mAIP (E) i KN-93 (F). Povecanje: 10x. Mjerilo je dugo

100 pm 1 odnosi se na sve slike.

5.4 Izrazaj CaMKII u spinalnom gangliju nakon intraganglijske primjene CaMKII
inhibitora i fizioloSke otopine

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u izraZaju tCaMKII usporedujuci lijevi (kontrolni)
ganglij s desnim (ubrizganim) spinalnim ganglijem nakon primjene fizioloske otopine
(p=0,699, t-test), KN-93 (p=0,490, t-test) i mAIP(p=0,986, t-test) (Slika 7A, Slika 8 A-F).
Znacajno smanjenje izrazaja pCaMKIla uoceno je nakon primjene KN-93 (p=0,032) ali ne
nakon primjene mAIP (p=0,531, t-test) i fizioloske otopine (p=0,572, t-test) (Slika 7B, Slika 9
A-F).

Daljnja analiza izrazaja tCaMKII 1 pCaMKIla ucinjena je s obzirom na veli¢inu neurona.
Prijasnja istraZivanja pokazala su najveci izrazaj CaMKII u neuronima malog promjera (155)
koji sudjeluju u procesu prijenosa osjeta boli iz periferije u srediSnji ziv€ani sustav (167).
Nakon primjene mAIP KN-93 i fizioloske otopine, izrazaj tCaMKII bio je isti u svim

neuronima, bez obzira na veli¢inu (podatci nisu prikazani). Izrazaj pCaMKIla znacajno je
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smanjen nakon primjene KN-93 u malim (p=0,032, t-test) i srednje velikim neuronima

(p=0,001, t-test), ali ne i u velikim neuronima.
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Slika 7. Utjecaj intraganglijske injekcije fizioloSke otopine, mAIP 1 KN-93 na izraZaj
tCaMKII (A) i pCaMKlIla u dijabetickih Stakora. Bijeli stupci predstavljaju rezultate lijevog

spinalnog ganglija (kontrolnog), a crne desnog (u koji je ubrizgan inhibitor). Podatci su

prikazani kao AS+SD.

* statisticki znacajno u usporedbi lijevim (kontrolnim) ganglijem.
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Slika 8. Reprezentativni primjer imunofluorescencijskog bojanja tCaMKII u lijevom

(kontrolnom gangliju) nakon ubrizgavanja fizioloske otopine (A), mAIP (C) i KN-93 (E) i u
desnom kojemu je ubrizgana fizioloska otopina (B), mAIP (D) i KN-93 (F). Povecanje: 40x.

Mjerilo je dugo 100 um i odnosi se na sve slike.
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Slika 9. Reprezentativni primjer imunofluorescencijskog bojanja pCAMKIIa u lijevom

(kontrolnom gangliju) nakon ubrizgavanja fizioloske otopine (A), mAIP (C) 1 KN-93 (E)iu
desnom kojemu je ubrizgana fizioloska otopina (B), mAIP (D) i KN-93 (F). Povecanje: 40x.

Mjerilo je dugo 100 um i odnosi se na sve slike.
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6. RASPRAVA

Intratekalna primjena inhibitora CaMKII povecala je stopu odgovora na mehanicke podrazaje
tupom iglom 24 h nakon primjene te je znacajno smanjila izrazaj tCaMKII i pCaMKlla, dok
je intraganglijska primjena mAIP-a dovela do znacajnog smanjenja osjetljivosti na hladne
podrazaje i na podrazaj tupom iglom 2 h nakon primjene. Intratekalna primjena dvaju
inhibitora CaMKII znacajno je smanjila imunofluorescenciju tCaMKII i njene fosforilirane
alfa izoforme. Intratekalna primjena mAIP i KN-93 nije utjecala na osjetljivost na hladne i
tople podrazaje. Oba inhibitora CaMKII povecala su stopu odgovora na mehanicke podrazaje
tupom iglom 24 h nakon primjene, ali ta razlika nije primijeena u testu von Freyevim

vlaknima.

Intratekalna primjena inhibitora CaMKII koriStena je u terapiji razli¢itih modela boli u
glodavaca. Neke od tih studija istrazivale su lije¢enje inhibitorima CaMKII prije indukcije
neuropatske boli (engl. pretreatment) (200-202), drugim studijama je prvo dokazano
postojanje ponaSanja karakteristicnog za bol, a zatim su primijenjeni inhibitori (engl.
posttreatment) (178, 182), dok su neki autori istrazivali kombinaciju lije€enja inhibitorima
prije i nakon indukcije neuropatske boli (156, 170, 178, 187, 189). Lijecenje prije indukcije
boli moze biti uspjesno u nekim modelima boli, kao $to je upalna bol. Takve vrste boli mogu
se predvidjeti u odredenim klinickim okolnostima, a preventivna analgezija tada moZe imati
koristi; najbolji primjer za to je postoperativna bol. Za model dijabeti¢ke neuropatije
preventivna analgezija nije opcija jer se kao komplikacija dijabetesa neuropatija pojavljuje tek

nakon nekog vremena od nastanka bolesti (203).

Hasegawa 1 suradnici istrazivali su uinak inhibicije CaMKII u SNL modelu boli koristeci
intratekalnu primjenu KN-93 (10 nmol/10 pl) prije 1 poslije indukcije boli. Lijek je bio
ubrizgan intratekalnim kateterom jednom dnevno od dana O do dana 6, a mjereni su prag
podraZaja Sape 21 — 24 h nakon primjene KN-93. Osim primjene KN-93 prije indukcije boli
ova skupina istrazivaca takoder je proucavala ucinak primjene jedne doze KN-93 sedmog
dana nakon indukcije boli na alodiniju, a prag podrazaja Sape mjeren je neposredno prije i
nakon ubrizgavanja KN-93. IstraZivanje je pokazalo da primjena KN-93 prije indukcije boli
umanjuje taktilnu alodiniju tre¢i i sedmi dan nakon indukcije, a primjena KN-93 nakon
indukcije boli umanjuje taktilnu alodiniju 7 dana nakon ozljede u usporedbi s ponaSanjem

prije indukcije boli (170).
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U modelu boli izazvane u miSeva pomocu tvari P i formalinom, aktivacija CaMKlIla
zamijecena je u lamini I i II dorzalnog roga kraljezni¢ne mozdine. Obje studije primjenjivale
su KN-93 prije indukcije boli (204, 205). U modelu boli izazvanom pomocu tvari P
Zivotinjama je ubrizgan KN-93 20 minuta prije indukcije boli (205). U modelu boli izazvane
formalinom KN-93 je ubrizgan u dozi od 1, 51 20 pg takoder 20 minuta prije indukcije boli,
ali samo se doza od 20 pg pokazala u€inkovitom (204). U obje studije je inhibicija CaMKII
intratekalnim putem dovela do smanjenja pretjeranog bolnog ponasanja. Medutim, ponasanje
povezano s boli nije istrazivano koriStenjem Stetnih podrazaja. Umjesto toga, miSevi su bili
postavljeni u posude za promatranje te je zabiljeZeno vrijeme koje su proveli lizuéi, treskajuci
ili grizuéi Sapu u koju je ubrizgana tvar P ili formalin (204, 205). Prema tome, moze se re¢i da
su obje studije prikazale samo smanjenje spontanog bolnog ponasanja. Uc¢inkovitost KN-93
ovisnog o dozi na ublazavanje termalne hiperalgezije prikazano je i u drugim modelima

neuropatske boli inducirane pomocu tvari P (206).

Studija Dai i suradnika prikazala je razliCite rezultate primjene KN-93 prije i nakon indukcije
boli kroni¢nom konstrikcijskom ozljedom. Za intratekalnu primjenu KN-93 (0,25 mg/ml)
koriStena je osmotska pumpa. Sedmodnevna osmotska pumpa koriStena je u istrazivanju
primjene KN-93 poslije indukcije boli, a 14-dnevna pumpa koriStena je za istraZivanje
primjene KN-93 prije indukcije boli (1 pl/h). Termalna hiperalgezija analizirana je mjerenjem
vremena latencije na toplinsko zraCenje, a mehanicka alodinija mjerena je von Freyevim
vlaknima (156). Rezultati ovog istraZivanja pokazali su da primjena KN-93 prije, ali ne i
poslije indukcije boli, umanjuje pretjerano bolno ponasanje u Stakorskom modelu kroni¢ne

konstrikcijske ozljede (156).

U istom istraZivanju analiziran je ucinak inhibicije CaMKII u boli induciranoj formalinom.
KN-93 se u ovom slucaju ubrizgavao intratekalnim putem 30 minuta prije intraplantarne
injekcije formalina. U ovom dijelu istraZivanja autori nisu upotrebljavali termalni 1 mehanicki
podrazaj za analizu bolnog ponaSanja, ve¢ su samo promatrali treskanje i lizanje ozlijedene
Sape. Ove promjene promatrane su u dvije faze: primarna faza koja je trajala O — 5 minuta
nakon ubrizgavanja te sekundarna faza u trajanju 15—-60 minuta nakon ubrizgavanja. Primjena

KN-93 znacajno je umanjila treskanje i lizanje ozlijedene Sape tijekom sekundarne faze (156).

Analizirajuéi termalnu hiperalgeziju i mehani¢ku alodiniju Chen i suradnici istrazivali su
uc¢inak KN-93 na inhibiciju CaMKII aktivnosti u modelu SNL boli kod miseva. KN-93 (15-45

mmol/5 pl) ubrizgan je intratekalnim putem nakon podvezivanja L5/L6 spinalnog Zivca.
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Mehanicka alodinija mjerena je von Freyevim vlaknima 0; 0,5; 2; 4; 8 i 24 h nakon
ubrizgavanja KN-93, a termalna hiperalgezija mjerena je koriStenjem izvora toplinskog
zracenja. Pet dana nakon SNL-a, a 2 h prije testiranja bolnog ponasanja ubrizgao se KN-93,
rezultati su pokazali da primjena KN-93 umanjuje nastalu mehanicku alodiniju 1 termalnu
hiperalgeziju. Ovaj rezultat promjene ponasanja karakteristicnog za bol bio je ovisan o dozi,
ucinkovitost je bila dokazana samo nakon primjene visoke doze KN-93 (3545 nmol), ali ne i
nakon primjene najnize doze KN-93 (15 nmol). Osim toga, rezultati ovog istraZivanja
pokazali su da antialodinijsko i antihiperalgezijsko djelovanje KN-93 pocinje 30 min nakon
ubrizgavanja s vrSkom djelovanja nakon 2 h (178). Ista skupina istrazivaca koriste¢i istu
metodologiju analizirala je o dozi ovisne promjene u termalnoj hiperalgeziji i mehanickoj
alodiniji nakon intratekalne primjene KN-93 u modelu upalne boli. Rezultati tog istrazivanja

pokazali su da djelovanje KN-93 pocinje nakon 30 minuta i traje od 2 do 4 h (187).

Rezultati navedenih istrazivanja potvrduju hipotezu da je CaMKII vazna za pretjerano bolno
ponasanje u razliitim modelima neuropatske boli. Medutim, metodologija i modeli boli
koriSteni u tim istrazivanjima u mnogocemu se razlikuju. Razli¢iti protokoli lijecenja
inhibitorima CaMKII prije 1 poslije indukcije boli, razliito vrijeme testiranja bolnog
ponasSanja kao i razlike u statistickoj analizi bolnog ponaSanje zahtijevaju daljnja istrazivanja

o farmakoloskom ucinku inhibitora CaMKII na smanjenje pretjeranog bolnog ponasanja.

Vecina istrazivanja nije promatrala u¢inak CaMKII inhibitora tijekom vremena. Istrazivanja
koja su testirala trajanje uc¢inka inhibitora CaMKII na bolno ponaSanje pokazala su da je

ucinak kratkotrajan i da traje svega nekoliko sati (178).

Inhibitor KN-93 bio je mnogo uc¢inkovitiji od mAIP u smanjenju izrazaja pCaMKIla nakon
intratekalne primjene, $to moZe biti posljedica razli¢itog djelovanja inhibitora. Nasuprot tome,
KN-93 je bio manje ucinkovit na smanjenje izrazaja tCaMKII Sto bi moglo ovisiti o

mehanizmima indukcije transkripcije gena CaMKIL.

Rezultati intratekalne primjene inhibitora ukazuju na slozenu ulogu CaMKII u dijabetickoj
neuropatiji 1 da smanjenje izrazaja CaMKII u dorzalnom rogu kraljeZzni€éne moZdine u ovom
tipu neuropatske boli moze biti odgovorno za pretjerano bolno ponaSanje. Smanjenje izrazaja
CaMKII u dorzalnom rogu kraljeZzni¢ne mozdine takoder je povezano s pretjeranim bolnim

ponaSanjem i prethodno je opisano u modelu boli nastale podvezivanjem Zivca (167).
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Rezultati naseg istrazivanja intratekalne primjene inhibitora CaMKII 1 fizioloske otopine u
suprotnosti su s rezultatima ostalih studija. Postoji nekoliko molekularnih mehanizama koji bi
mogli objasniti rezultate ove studije. Pove¢anje CaMKII i njene fosforilacije moglo bi duze ili
krac¢e zastitno djelovati u razli¢itim aspektima boli. Takoder, pove¢anje CaMKII i njene
fosforilacije moze biti samo jedan mehanizam u nastanku boli dijabetickih Stakora. To¢na
regulacija unutarstani¢ne razine kalcija vazna je za stanicni rast i signalizaciju (207). Ashpole
i suradnici pokazali su da koriStenje CaMKII inhibitora izaziva apoptozu u stani¢noj kulturi
kortikalnih neurona 4 h nakon inhibicije (207). Osim toga, inhibicija CaMKII povecala je broj
akcijskih potencijala sugeriraju¢i povecanje neuronske podrazljivosti (207). Ta studija
pokazala je takoder da inhibicija CaMKII u kombinaciji s poviSenom razinom glutamata

izaziva smrt neurona (207).

Tocan mehanizam djelovanja CaMKII u nocicepciji nije do kraja istraZen. IstraZivanja na
razli¢itim malignim bolestima pokazala su da enzim CaMKII moZe imati ulogu u procesu
apoptoze (208), Sto bi znacilo da bi inhibitori CaMKII mogli imati suprotan u¢inak. Medutim,
ovakva istrazivanja nisu provedena na ziv€anom tkivu. Pretpostavlja se da CaMKII sudjeluje
u presinaptickoj kontroli otpuStanja glutamata (209) 1 u brzoj sinaptickoj inhibiciji
posredovanoj GABA A receptorima (210). Ove studije medutim nisu istraZivale povezanost

tih promjena s bolnim ponasanjem.

Vecina istrazivanja in vivo primjene inhibitora CaMKII koristila je opcéu anesteziju
izofluranom. Izofluran iz tijela Stakora izlazi u dvije faze; brza faza traje 7-9 minuta, a spora
faza 110-115 minuta i smatra se da ne utjeCe na testiranje bolnog ponasanja 2 h nakon

anestezije (211).

Prethodna istrazivanja o utjecaju inhibitora CaMKII na bolno ponaSanje koristila su uglavnom
toplinski podrazaj radijacijskom toplinom ili mehanicki podrazaj von Freyevim vlaknima. U
istrazivanju utjecaja inhibitora CaMKII u ovom su istraZivanju koriSteni testovi na temelju
njihove vaznosti u klini€koj primjeni dijagnosticiranja dijabeticke neuropatije (212). Ovo bi
se trebalo uzeti u obzir u buduc¢im istrazivanjima budu¢i da farmakoloske tvari mogu djelovati
sukladno specificnom osjetnom modalitetu, daju¢i drugacije rezultate u razli¢itim testovima
ponasanja. Na primjer, u modelu boli induciranom oksaliplatinom akutno djelovanje
intratekalne primjene KN-93 znacajno je umanjilo mehani¢ku alodiniju testiranu von
Freyevim vlaknima, ali nije utjecalo na smanjenje preosjetljivosti na hladno u testu acetonom

213).
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Uzimajucéi u obzir ove rezultate i rezultate drugih istrazivanja koja pokazuju da primjena KN-
93 u blizini kraljezni¢ne mozdine 7 dana nakon ozljede kronicnom konstrikcijom nije dovela
do smanjenja alodinije moglo bi se zakljuciti da u neuropatskoj boli CaMKII ima ulogu u

spinalnom gangliju, a ne kraljeZni¢noj mozdini (156).

Cilj istrazivanja intraganglijske primjene inhibitora bio je utvrditi moze li izravna primjena
CaMKII inhibitora u spinalni ganglij ublaziti pretjerano bolno ponaSanje u Stakorskom
modelu dijabetesa tip 1. Ublazavanje pretjeranog bolnog ponasanja bilo je sukladno
specificnom osjetnom modalitetu uz smanjenje izrazaja pCaMKIla. Smanjenje izrazaja

pCaMKIlIa primijeceno je u malim i srednje velikim neuronima nakon primjene KN-93.

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su kako dva inhibitora CaMKII, sa razliitim
mehanizmom djelovanja, mogu ublaziti pretjerano bolno ponasanje sukladno specificnom
osjetnom modalitetu. KN-93 kompetitivno se natje¢e s kalmodulinom za regulacijsko mjesto
na CaMKII (173). mAIP je visoko specifi¢an inhibitor CaMKII na kojeg ne djeluje kompleks
kalcij/kalmodulin i koji slobodno prolazi kroz membranu te se veze na aktivho mjesto na
CaMKII inhibirajuéi tako i njenu autofosforilaciju (214). mAIP se veze na aktivno mjesto na
CaMKII (214) i blokira o kalciju ovisnu 1 o kalciju neovisnu aktivaciju CaMKII (137). KN-93
blokira aktivaciju CaMKII, ali ne i1 njenu autonomnu aktivnost (173). Rezultati ovog
istrazivanja pokazali su da je inhibicija aktivnosti/fosforilacije CaMKII ucinkovitija u
lije¢enju pretjeranog bolnog ponasanja u Stakorskom modelu dijabetesa tipa 1, 1 da je ovo

mozebitni razlog slabije djelotvornosti KN-93 od mAIP.

IstraZivanja koja koriste intraganglijsku primjenu farmakoloski aktivnih tvari veoma su rijetka
u temeljnim istrazivanjima o boli. PredloZzeno je da izravna i selektivna primjena lijekova u
spinalni ganglij moZe ograniciti utjecaj lijekova na druge populacije neurona 1 da moze biti
osnova za razvoj novih terapija (13). Dokazano je da izravna primjena lijekova u spinalni
ganglij sama po sebi ne utjeCe na bolno ponaSanje Stakora (13, 196, 198). U usporedbi s
intraganglijskom primjenom, intratekalna primjena inhibitora CaMKII koriStena je u terapiji
razlic¢itith modela boli. Rezultati tih istraZzivanja ukazuju na povezanost CaMKII 1 abnormalne

nocicepcije u neuropatiji.

Povecani izrazaj CaMKII u spinalnim ganglijima u muskih dijabetickih Stakora kod kojih je
DM induciran STZ-om moguc¢i je patofizioloski mehanizam bolne osjetljivosti u dijabetickoj

neuropatiji (168, 190). Iako novija istrazivanja pokazuju da muskarci 1 zene drugacije
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dozivljavaju dijabetes (215), istrazivanja o razlikama u ponaSanju povezanim s boli
temeljenim na spolnom dimorfizmu, rijetko se provode. Ferhatovi¢ i suradnici nisu pronasli
spolni dimorfizam u nociceptivnim disfunkcijama stakorskog modela dijabetesa tipa 1 iako su
zenke imale viSu razinu glukoze u plazmi (190). Promjene u izrazaju CaMKII u spinalnim
ganglijima odgovaraju promjenama u bolnoj osjetljivosti i razvoju mehanicke 1 termalne
hiperalgezije u §takorskom modelu dijabetesa tipa 1 (168). Zivotinjski model DM2, induciran
kombinacijom manjih doza STZ i prehrane bogate masnim kiselinama, nije razvio pretjerano
bolno ponaSanje niti su te Zivotinje imale povecani izrazaj CAMKIIL. Ova dva Zivotinjska

modela dijabetesa imala su znacajne razlike u razini glukoze u plazmi (168).

Kako bi se istrazilo bolno ponasanje sukladno specificnom osjetnom modalitetu u ovom
istrazivanju koristen je cijeli niz testova ponasanja, testiranje hladnim i toplim podrazajem i
dva testa mehanickim podrazajima. Nije rijetkost susresti rezultate analize ponaSanja koja
pokazuje specifi¢ni osjetni modalitet. Moguce objasnjenje je da eksperimentalna manipulacija

utjece na specifi¢ni stanicni fenotip odgovoran za osjetni modalitet.

Stani¢ni mehanizam nastanka hiperalgezije 1 alodinije u neuropatskoj boli jo§ je nepoznat.
Predlozeno je da remodeliranje ionskih kanala moZe povecati osjetljivost neurona i tako
dovesti do razvoja neuropatskih simptoma (216, 217). Poremeéena homeostaza kalcija
takoder sudjeluje u patofiziologiji dijabeticke neuropatije (218). Patofizioloska vaznost
promjena struje kalcija, s povecanjem stani¢ne podrazljivosti i aksonskim promjenama,
opisana je u spinalnim ganglijima dijabeti¢kih Stakora (219-221). Preopterecenje stanice s
kalcijem moZe dovesti do povecanog izrazaja CaMKII u primarnim aferentnim neuronima i

pretjeranog okidanja neurona u spinalnom gangliju (222).

Od svih izoformi CaMKII, pCaMKIla najvise ima u neuronima (223). Ovo istrazivanje
pokazalo ja da intraganglijska primjena inhibitora CaMKII uzrokuje smanjenje fluorescencije
CaMKII u ubrizganom spinalnom gangliju, daju¢i tako dokaz da je pCaMKlla vazna u
nocicepciji razli¢itih modela boli. Smanjenje izrazaja pCaMKIlo uoceno je samo u malim i
srednje velikim neuronima. Mali i srednje veliki neuroni dovode podrazaje od C 1 Ao vlakana,

odgovornih za prijenos bolnih podrazaja (224).
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7. ZAKLJUCCI

1. Intratekalna primjena inhibitora CaMKII, mAIP i KN-93, povecala je osjetljivost na
mehanicke podrazaje, dok je intraganglijska primjena mAIP smanjila osjetljivost na

hladne i mehanicke podrazaje.

2. Intratekalna primjena inhibitora CaMKII, mAIP i KN-93, smanjila je izrazaj
ukupne CaMKII i njene fosforilirane alfa izoforme u dorzalnom rogu kraljeznicne

mozdine.

3. Intraganglijska primjena KN-93 smanjila je izrazaj fosforilirane CaMKIla izoforme

u malim 1 srednje velikim neuronima spinalnog ganglija.
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8. SAZETAK

Uvod: Terapija kroni¢ne boli u bolesnika s dijabeticCkom neuropatijom vrlo je zahtjevna, a
odgovor na postojece nacine lije¢enja Cesto nije zadovoljavajuci. Kalcij/kalmodulin-ovisna
protein kinaza II (CaMKII) ukljuena je u razvoj dijabeticke neuropatije. Cilj ovog
istrazivanja bio je utvrditi utjecaj intratekalne i intraganglijske primjene inhibitora CaMKII i

fizioloske otopine na bolno ponasanje u Stakorskom modelu dijabetesa tipa 1.

Metode: Dijabetes je induciran Sprague-Dawley Stakorima intraperitonealnom injekcijom
streptozotocina (55mg/kg). Dva tjedna nakon indukcije dijabetesa Stakorima su ubrizgana dva
inhibitora CaMKII, KN-93 i mAIP, ili fizioloska otopina izravno u LS5 spinalni gangliji ili u
subarahnoidalni  prostor kroz 5-6 intervertebralni prostor. Testiranje ponaSanja
karakteristi¢nog za bol provedeno je prije indukcije dijabetesa, 15. dan pokusa te 2h i 24h
nakon injekcije. Koriste¢i imunofluorescenciju analiziran je izrazaj ukupne CaMKII i njene
alfa izoforme u kraljezni¢noj mozdini i spinalnim ganglijima nakon ubrizgavanja inhibitora

CaMKII i fizioloske otopine.

Rezultati: Intratekalna primjena mAIP i KN-93 znacajno je smanjila izrazaj ukupne CaMKII
i njene alfa izoforme u dorzalnom rogu kraljezni¢éne mozdine te znacajno povecala osjetljivost
na mehani¢ke podrazaje 24h nakon injekcije. Intraganglijska primjena KN-93 umanjila je
izraza) pCaMKlla u spinalnom gangliju, dok ta promjena nije uoCena u izraZaju ukupne
CaMKII. Primjena mAIP znacajno je smanjila osjetljivost na hladne 1 mehanicke podrazaje 2h

nakon injekcije.

Zakljucak: Ovo istraZivanje pokazalo je da intratekalna i intraganglijska primjena inhibitora
CaMKII smanjuje izrazaj CaMKII u dorzalnom rogu kraljeZnicne mozdine 1 spinalnog
ganglija, ali je utjecaj na bolno ponasanje kod ova dva inhibitora bio drugaciji. CaMKII
inhibitori mogu biti potencijalne farmakoloske tvari, ako se ubrizgaju u spinalni ganglij i

trebali bi se dalje istrazivati u smislu lijecenja simptoma dijabeticke neuropatije.
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9. SUMMARY

Intrathecal and intraganglionic injection of calcium/calmodulin-dependent protein kinase II

inhibitors as potential treatment of diabetic neuropathy

The aim of this study was to test whether intrathecal (i.t.) and intraganglionic (i.g.) injection
of CaMKII inhibitors may alleviate pain-related behavior in diabetic rats. Two weeks after
diabetes induction myristoylated-AIP (mAIP), KN-93, or saline were injected directly into the
right LS5 dorsal root ganglion (DRG) or into the subarachnoid space through 5-6th lumbar
interspace. Behavioral testing was performed before induction of diabetes, the day preceding
the injection, as well as 2 h and 24 h after the i.t. or i.g. injection. The expression of total
CaMKII and its alpha isoform in dorsal horn and DRG neurons was analyzed using
immunofluorescence. Intrathecal injection of mAIP and KN-93 resulted in significant
decrease in expression of total CaMKII and CaMKIla in dorsal horn and significantly
increased sensitivity to a mechanical stimulus 24 h after i.t. injection. After i.g. injection the
expression of CaMKlIla was significantly reduced in DRG neurons. Significant reduction in
hypersensitivity to cold and mechanical stimuli was observed 2 h after i.g. injection of mAIP,
but not after KN-93. This study provides evidence that CaMKII inhibitors may be potential
pharmacological agents if injected directly into DRG and should be further explored for

treatment of diabetic neuropathy symptoms.
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(organiziranje tecaja o pruzanju prve pomoci, ¢lan tima za tehnicke
intervencije)

e 2012.

Laboratorij za istrazivanje boli, Sveucilste u Splitu, Medicinski
fakultetu

e _Kako napisati znanstveno-strucni rad: od ideje do publikacije", 13.

srpnja 2012., Split, Hrvatska
e . Vjestina medicinske edukacije i znanstvenog rada“, 6. — 8.
prosinca, 2012., Split, Hrvatska

e Peti hrvatski Cochrane simpozij, 20. travnja 2013., Split, Hrvatska

e Scandinavian Association for the Study of Pain 2013, Meeting, 13.

— 15. lipnja, 2013., Helsinki, Finska

e Summer school of scientific communication, 14. — 18. srpnja
2013., Split, Hrvatska

e 4™RECOOP TriNet Meeting, 10. — 13. listopada 2013., Split,
Hrvatska

TEHNICKE VJESTINE I KOMPETENCIJE

Testiranje ponaSanja povezano s boli, imunohistokemija, indukcija

dijabetesa, Western blot, samostalno perkutano intratekalno injiciranje
terapije, perfuzijska fiksacija, analiziranje i obrada slika fluorescentnog

mikroskopa.
Poznavanje racunalnih programa Microsoft Windows, Microsoft

Office, End Note, Photoshop, MetaMorph, ImageJ, GraphPad i CellA.
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e Journal of Pain Research
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