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1. UVOD

1.1 Seéerna bolest

Seéerna bolest (lat. diabetes mellitus; DM) je najées¢a metabolicka bolest, obiljezena
kroni¢nom hiperglikemijom. Uzrokuje poremecaj u metabolizmu ugljikohidrata, bjelancevina
1 masti, a nastaje zbog promjena u sekreciji 1/ili djelovanju inzulina (1). Broj oboljelih od DM
i njegovih komplikacija eksponencijalno se povecava i vodeéi je uzro¢nik morbiditeta i
mortaliteta. Trenutacno broj oboljelih od dijabetesa Sirom svijeta iznosi 382 milijuna, a do

2035. godine predvida se eksponencijalni rast i do 572 milijuna (2).

Dva su najceséa tipa Se¢erne bolesti — o inzulinu ovisna Sec¢erna bolest (tip 1) i o inzulinu
neovisna Secerna bolest (tip 2). Tip 1 (DM1) nastaje zbog zastoja u proizvodnji inzulina, a tip
2 (DM2) nastaje uslijed rezistencije perifernih tkiva na inzulin (3). U etioloskoj klasifikaciji
bolesti opisuju se gestacijski DM i drugi specifi¢ni tipovi DM, kao §to su: DM uzrokovan
razli¢itim hormonalnim poremecajima (najceS¢e zbog izlozenosti visokim koncentracijama

kortizola), genetskim poremecajima ili dugogodisnjim koristenjem lijekova (4).

Kroni¢na hiperglikemija uzrokuje niz metabolickih, kardiovaskularnih i neuroloSkih
osteCenja 1 komplikacija (5). Patogenetski procesi u podlozi nastanka Secerne bolesti
ukljuuju autoimuno razaranje beta stanica guSterate s posljedicnom inzulinskom
rezinstencijom, neadekvatno lucCenje inzulina ili smanjeni odgovor tkiva na inzulin (6).
Dijabetes se o€ituje s karakteristiénim trijasom simptoma kao Sto su prekomjerno mokrenje
(poliurija), prekomjerno jedenje (polifagija) i pojacani osjecaj Zedi (polidipsija) (4).
Simptomi su cCesto odsutni ili neprepoznatljivi, a posljedice dugotrajne hiperglikemije

uzrokuju komplikacije i prije nego se postavi dijagnoza.

1.1.1 Seéerna bolest tipa 1

v

Secerna bolest tipa 1, kroni¢ni autoimuni ili juvenilni dijabetes javlja se u 5-10% bolesnika
(4). Kao multifakorijalna autoimuna bolest nastaje djelovanjem okoliSnih 1 genetskih
¢imbenika. Tip 1 Secerne bolesti podrazumijeva nedostatak proizvodnje vlastitog inzulina,
uzrokovan oSteCenjem beta stanica gusterace i1 gubitkom njihove funkcije (1). Uzrok DM1
leZi u autoimunom inzulinitisu, kroni¢nom upalnom zbivanju u Langerhansovima oto¢i¢ima

B stanica gusterace, pri ¢emu specificna autoantitijela i vlastite imunoloSke stanice napadaju i



unisStavaju stanice koje izluc¢uju inzulin. Incidencija DM1 u znafajnom je porastu, narocito
unutar djecije dobi i do 70% (7). U mladih ljudi Cesto pocinje naglo, sa simptomima
dijabeticke ketoacidoze, dok se u starijih hiperglikemijski poremecaj moze manifestirati
ketoacidozom izri¢ito u vrijeme stresa ili akutnih infekcija. U starijih bolesnika pocetak
bolesti obi¢no je sporiji i oponasa tip 2 Secerne bolesti. Posljednjih godina za ovaj tip bolesti
predlaze se koriStenje naziva latentni autoimuni dijabetes odraslih (engl. latent autoimmune
diabetes in adults; LADA). Jedina terapijska opcija je inzulinsko lijecenje kojim se zapoCinje
odmah po postavljanju dijagnoze, a zlatni standard za lijeCenje DMI1 je intenzivirana
inzulinska terapija, odnosno bazal-bolus lije¢enje. Uz pomno planiranu prehranu, tjelesnu
aktivnost, individualiziranu inzulinsku terapiju i redovitu samokontrolu, terapijski cilj je
posti¢i dobru glukoregulaciju, §to potvrduje razina glikoziliranog hemoglobina u krvi —

HbA1c manja od 6,5% (4).

1.1.2  Seéerna bolest tipa 2

DM2 je najceS¢i oblik dijabetesa s pojavnoséu od 90-95%, a odlikuje se multifaktorijalnom
patogenezom. Uz zivotni stil, prejedanje i pretilost kao glavne okidace razvitka DM2,
genetski elementi su takoder ukljuceni u patogenezu bolesti. Pozitivna obiteljska povijest

bolesti povecava rizik od razvoja DM2 za 2 do 4 puta (5).

DM?2 nastaje zbog neosjetljivosti tkiva na inzulin, tzv. inzulinske rezistencije i nedovoljne
proizvodnje inzulina u B stanicama gusSteraCe. Rizik razvoja DM2 raste s povecanjem dobi,
tjelesne teZine, unosom hrane i tjelesne neaktivnosti. lako abdominalna pretilost inicijalno
povecava inzulinsku rezistenciju i predisponira za razvitak DM, visceralna distribucija
masnog tkiva je puno vazniji prate¢i ¢imbenik. Isto tako, DM2 se ¢eS¢e pojavljuje u Zena s
prethodnim gestacijskim dijabetesom i u pacijenata s metabolickom boles¢u (7). DM2 se
dijagnosticira znatno kasnije u odnosu na tip 1 zbog postepenog razvoja hiperglikemije i
zastitnog lucenja inzulina, iako privremeno i u nedovoljnoj koncentraciji istoga. LijeCenje
zapocinje dijetom i tjelovjeZbom, a u kasnijim stadijima uvodi se oralna terapija i inzulin.
Nakon dva do tri mjeseca promjene stila Zivota o¢ekuje se poboljSanje lipidograma i HbAlc

4.



1.2 Komplikacije Secerne bolesti

Komplikacije uzrokovane DM dijele se na akutne (hipoglikemija, dijabeticka ketoacidoza,
dijabeticka hipoosmolarna neketoticka koma, lakto-acidoticna koma) i kroni¢ne, koje nastaju

kao rezultat vaskularnih oste¢enja (mikrovaskularna i makrovaskularna ostecenja) (8).

Hipoglikemija je najceSc¢a akutna komplikacija DM, a definira se 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 (6).

Dijabeticka ketoacidoza nastaje zbog nedostatka inzulina i smatra se hitnim stanjem zbog
izazivanja smrti u 5% slucajeva. NajceS¢e je prva manifestacija razvitka DM1 u ne
dijagnosticiranim sluc¢ajevima ili moze nastati kao posljedica djelovanja stresa u DM1
bolesnika. Klini¢ki znakovi su: Kussmaulovo disanje uzrokovano acidozom, miris po acetonu

1 bolovi u trbuhu pra¢eni muc¢ninom i povracanjem (4).

Dijabeticka hiperosmolarna neketotiCka koma najceS¢e nastaje nakon akutnog stresa
(infekcije, kirurSkog zahvata), primjene kortikosteroida ili zatajenja organa. Pracena je
smrtnosc¢u i do 15% zbog starije dobi pacijenata i prate¢eg komorbiditeta. U klinickoj slici
dominira poliurija s posljedicnom jakom dehidracijom, polidipsija, hiperglikemija, visoka

osmolalnost plazme 1 promijenjeni mentalni status (6).

Lakto-acidoti¢na koma javlja se u DM bolesnika s prate¢im komorbiditetom, smanjenom
perfuzijom tkiva i posljedicnom tkivnom hipoksijom. Klinickom slikom uz simptome

osnovne bolesti dominiraju opca slabost, muc¢nina i povracanje (9).

Kroni¢ne komplikacije DM objedinjuju makrovaskularne i mikrovaskularne komplikacije.
Makrovaskularne komplikacije (ishemijska bolest srca, cerebrovaskularne i periferne
vaskularne bolesti) su najce$¢i uzrocnici mortaliteta, dok mikrovaskularne komplikacije

(retinopatija, nefropatija i neuropatija) rezultiraju smanjenom kvalitetom Zivota (10).

Rizik od nastanka infarkta miokarda u oboljelih od DM odgovara riziku bolesnika ve¢
preboljelog infarkta. Isto tako, relativni rizik za moZdani udar u oboljelih od DM2 doseZe 1 do
150-400% (11). Oboljeli od DM imaju 71 puta veci rizik nastanka periferne vaskularne
bolesti 1 gangrene nakon 40 godina trajanja DM. Uz hiperglikemiju, dislipidemija,
hipertenzija i hiperkoagulopatija, kao sastavnice metabolickog sindoma dodatno pridonose

nastanku spomenutih komplikacija (12).
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Retinopatija je ozbiljna mikrovaskularna komplikacija DM i vodec¢i je uzrok sljepoce u osoba
izmedu 20 i1 74 godina. Moze se javiti ve¢ 7 godina nakon dijagnosticiranja DM2, a rizik od

razvoja retinopateije ovisi o duljini trajanja bolesti i visini glikemije (13).

Dijabeticka nefropatija je vodeéi uzrok zatajenja bubrega i do 40%. Ocituje se progresivnim
smanjenjem glomerularne filtracije, udruZenom proteinurijom, mikroalbuminurijom i
posljedi¢nim zatajenjem bubrezne funkcije. Uz hiperglikemiju, hipertenzija kao rezultat DM
dodatno optere¢uje normalnu bubreznu funkciju (14). Ve pri postavljanju dijagnoze

dijabetesa 7% pacijenata ima prisutnu mikroalbuminuriju (15).

Dijabeticka neuropatija je ozbiljna i kroni¢na komplikacija DM koja oStecuje autonomni i
periferni ziv€ani sustav (16). Neuropatija varira od asimptomatskog stadija do perzistentnih
neugodnih bolnih senzacija. Dijabeticka neuropatija takoder uzrokuje inkontinenciju
mokrace, proljev, opstipaciju, erektilnu disfunkciju, te tako ozbiljno pogorSava kvalitetu

zivota oboljelih od DM (17).

1.2.1 Dijabeti¢ka neuropatija

Ostecenje perifernog zivca uzrokuje remodeliranje periferne inervacije i razvitak posljedi¢ne
periferne neuropatije (18). Periferna neuropatija jedna je od Cestih komplikacija dijabetesa s
povecanjem incidencije do 60% (19). Obuhvaca skupinu razli¢itih bolesti od kojih je najcesca
senzomotorna periferna neuropatija (engl. distal sensomotor peripheral neuropathy; DSPN)

3).

Patofiziologija dijabeticke periferne neuropatije je veoma sloZena. Glukoza djeluje na
razliite receptore na osjetnim neuronima i endotelnim stanicama. Hiperglikemijom
modificirani proteini (glikozilirani ili oksidirani) se veZu za receptore koji preko svojih
transportnih mehanizama propustaju glukozu u stanicu 1 poti€u oSte¢enje mitohondrija.
Aktivirani receptori poti¢u kaskadnu reakciju upalog odgovora, koja dovodi do oksidativnog
stresa stanice te povecanja izrazaja i aktivnosti oksidativnih enzima. Aktivirani enzimi

oStecuju mitohondrije 1 druge stani¢ne strukture uzrokujuci ozljedu neurona (3).

Unutarstani¢na glukoza se procesom glikolize u mitohondrijima razlaze do piruvata, pri ¢emu
se sintetizira adenozin-tri-fosfat (ATP). Pretjerana razgradnja akumulirane glukoze u

dijabetesu opterecuje mitohondrije i oStecuje njihovu funkciju. Isto tako u anaerobnim

11



uvjetima dio piruvata prelazi u laktat, ¢ime se dodatno tro$i energija stanice pri ponovnom
prevodenju u piruvat 1 poti¢e gubitak funkcije neurona (3). Pretvorba glukoze u sorbitol,
preko puta poliola kroz niz reakcija koje katalizira enzim aldoza reduktaza uzrokuje
smanjenje aktivnosti Na/K ATP-aze (engl. sodium-potassium adenosine triphosphatase),
enzima neophodnog za odrzavanje membranskog potencijala stanica svih Zivih organizama.
Povecanje koncentracije sorbitola u stanici povecava osmolarnost stanice 1 vodi oksidativnhom
stresu. Aktivacija enzima aldoza reduktaze oStecuje i svoje ko-Cimbenike nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat (engl. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; NADPH), Sto
rezultira smanjenjem razine duSikovog oksida i glutationa, koji Stite stanicu od oksidacijskih
ozljeda (20). Kroni¢na unutarstani¢na hiperglikemija vodi povecanom stvaraju krajnjih
produkata glikozilacije, koji se odlazu unutar i oko perifernih Zivaca. Krajnji produkti
glikozilacije mogu ometati aksonalni transport, usporavati vodljivost Zivca, te uzrokovati
crpljenje zaliha NADPH aktivacijom NADPH oksidaze, S§to doprinosi formiranju vodikova
peroksida i odrzavanju daljnjeg oksidativnog stresa (20). Povecani izrazaj receptora za koje
se vezu krajnji produkti glikozilacije pronaden je u razli¢itim stanicama ziv€anog sustava i
bio je pra¢en morfoloskim i funkcionalnim promjenama neurona u dijabeti¢koj neuropatiji
(3). Mitohondriji su posebno osjetljivi jer hiperglikemija poti€e proizvodnju reaktivnih
kisikovih spojeva, koji mogu ostetiti DNA 1 membrane stanica. Modulacija proteina koji
reguliraju oblik i broj mitohondrija moze narusiti stani¢ne funkcije i dovesti do degeneracije

neurona (21).

Hiperglikemija inducira monocite 1 endotelne stanice na povecanu proizvodnju citokina i
adhezijskih molekula, te aktivira matriks-metaloproteinaze, koje mogu oStetiti aksone (3).
Razni oblici dijabetickih neuropatija mogu biti uzrokovani upalnim vaskulopatijama ili

vaskulitisima (3).

Neurotropni ¢imbenici rasta neophodni su za odrzavanje strukture i funkcije ziv€anog tkiva,
kao i popravak nakon ozljede. Niske razine ¢imbenika rasta neurona (engl. nerve growth
factor; NGF) 1 inzulinu sliénog ¢imbenika rasta 1 povezane su sa tezinom dijabeticke
neuropatije u zivotinjskim modelima. Nadalje, inzulin posjeduje neurotrofni u¢inak, a njegov

nedostatak moZe doprinijeti razvoju neuropatije (22).

Poremecena aktivnost kalcijevih kanala igra klju¢nu ulogu u stani¢noj smrti 1 ozljedi tijekom

razli¢itih poremecaja. Na modelu dijabeticke neuropatije je prikazano da pojacana aktivnost
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kalcijevih kanala ovisnih o naponu (engl. voltage-gated calcium channels; VGCC) moze

dovesti do ozljede tkiva (23).

Dijabeticka neuropatija klasificirana je u tri osnovne podskupine:

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

¢) autonomne neuropatije (18).

Dijabeticka polineuropatija je najce$¢i oblik 1 odgovorna je za 80% slucajeva dijabeticke
neuropatije (16). Tipicna dijabeticka polineuropatija je kroni¢na, simetri¢na, senzomotorna
polineuropatija, ovisna o duzini zZivca i primarno zahvaca donje udove (24). Dijabeticka
periferna neuropatija (engl. diabetic peripheral neuropathy; DPN) je obiljeZzena progresivnim
gubitkom, degeneracijom i odgodenom regeneracijom neurona, uz pojavu niza abnormalnih
osjetnih simptoma poput: alodinije (bol koja nastaje kao rezultat podrazaja koji u normalnim
uvjetima ne izaziva bol), hiperalgezije (pojacani odgovar na bolni podrazaj), poremecaja
osjeta dodira, vibracije, pritiska, slabljenja muskulature i gubitka osjeta (25). Klinickom
slikom dominiraju osjetni simptomi zarenja, trnjenja, bockanja, bolni svrbez, ostra bol kao
udar elektricne struje (26). Dijabeticka periferna neuropatija moze biti 1 subklinicka
(postojanost abnormalnog testa Ziv€ane provodljivosti, ali bez simptoma DPN) ili se moze
ocitovati tipicnom klinickom slikom koja moze napredovati do nastanka ulkusa na stopalima,

razvoja dijabetickog stopala i potrebe za amputacijom udova (18).

U najteZim sluc¢ajevima moZze biti zahvaceno i podrucje lica, Sto bi upuc¢ivalo na poremecaj
duz trigeminalnog Zivca, kao najduZeg Zivca na podru¢ju glave i razvitak simptoma
trigeminalne neuropatije (27). Takvi poremecaji kranijalnih Zivaca ubrajaju se u fokalne
neuropatije, koje se CeS¢e javljaju u starijih dijabeti¢nih bolesnika sa slabije reguliranom

glikemijom.

1.2.2 Dijabeticka neuropatija malih i velikih neurona

Dijabeticka periferna neuropatija uzrokuje ireverzibilno oSteCenje neurona, pa je rana
intervencija od presudnog znacaja u prevenciji pogorSanja neuropatije u ranom stadiju
dijabetesa (24). Ozbiljnost komplikacija raste s duzinom trajanja bolesti i izlozenosti

hiperglikemiji (26). Uznapredovala DPN dovodi do gubitka osjeta i oSte¢enja neurona svih
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tipova vlakana; velikih mijeliniziranih (Aa, A), malih mijeliniziranith (Ad) i malih

nemijeliniziranih (C) (28).

Osjetni gangliji su sastavljeni od subpopulacije mehanosenzitivnih i nocicepcijskih neurona.
Prema promjeru i brzini provodenja aksone neurona dijelimo na A, B i C vlakna. Skupina A
vlakana obuhvac¢a mijelinizirana somatska aferentna i eferentna vlakna, a ¢ine ih najdeblja i
najbrza Aa vlakna, nesto tanja i sporija AP vlakna, te najtanja i najsporija Ad vlakna. B
vlakna su mijelinizirana eferentna vlakna autonomnog Zziv€anog sustava, a C vlakna su
nemijelinizirana spora vlakna. Vec¢ina A vlakana ne prenose osjetne informacije, dok 90% C

vlakana i 70% Ad vlakana ubrajamo u nociceptiva vlakna (29).

Heterogenost C vlakana vidljiva je kroz razli¢ite podjele, medu kojima je i podjela na
peptidergicka i1 nepeptidergi¢ka vlakna. Peptidergicki C nociceptori otpustaju neuropeptide,
tvar P i peptid vezan za gen kalcitonina (engl. calcitonin-gene related peptide; CGRP). Oni
izrazavaju TrkA neurotrofni receptor, za koji se veze NGF. Nepeptidergicki C nociceptori
izrazavaju c-Ret neurotrofinski receptor koji je ciljno mjesto vezanja neurotropnog faktora
rasta glija stanica (engl. glial-derived neurotrofic factor; GDNF). Veliki broj c-Ret-pozitivnih
neurona takoder veze izolektin B4 (engl. isolectin B4; 1B4) (30). Budu¢i da ne postoje
vlakna i ziv€ani putovi koji prenose osjet boli, anatomski i funkcionalno specijalizirani
periferni osjetni neuroni, nociceptori odgovaraju na vanjske Stetne podrazaje. Ti podrazaji
putuju prema kraljezni¢noj mozdini kao niz elektric¢kih signala duz C 1 Ad vlakana smjestenih

u spinalnim ili kranijalnim neuronima (25).

Senzorni poremecaji su puno ceSce zastupljeni nego motoricki (31). Neuropatija malih
neurona prestavlja 70-90% svih perifernih neuropatija i smatra se jednom od prvih pojava u
dijabeti¢nih bolesnika (32). Degeneracija osjetnih nemijeliniziranih neurona ima najvazniju

ulogu u nastanku neuropatske boli (33, 34).

Prezentacija klinicke slike dijabeticke neuropatije ovisi o tipu zahvacenih vlakana i oSte¢enih
neurona. Neuropatija malih neurona rezultira nastankom boli i poremecajima osjeta
temperature (35), dok neuropatija velikih neurona uzrokuje poremecaje dodira, vibracije,

pritiska, slabljenje muskulature i poremecaje refleksa (24).

U dijagnostici je najvaznije razluc€iti pripadnost negativnim simptomima (gubitka osjeta) ili
pozitivnim simtomima (hiperalgezija) (36). Do sada su u istraZivanjima opisane termalno,

mehanicki 1 kemijski izazvane hiperalgezije na animalnim modelima DM kao odgovor na
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podrazajne testove bolnog ponasanja. Na Stakorskom dijabetickom modelu je testovima
hladnog i1 toplog podrazaja u orofacijalnom podru¢ju uocena dugodjelujuca toplinska
hiperalgezija, dok su ostali senzorni testovi bili pozitivni samo kod podrazivanja Sape
dijabeti¢nih Stakora (19). S druge strane, studije provedene na pacijentima variraju u
rezultatima, od onih bez vidljivih simptoma (37), preko izrazenih promjena karaktera boli u
orofacijalnom podrucju uz somatosenzorne ispade duz maksilarne grane trigeminalnog Zivca,
kod losije glikemijske kontrole (20), do znacajnih pogorSanja simptoma orofacijalne boli u

oboljelih od DM (38).

Neuropatija malih neurona, neovisno o zahvacenosti tipa vlakana, teze se dijagnosticira od
neuropatije velikih neurona, jer ne utje€e na promjene prenoSenja akcijskog potencijala
prilikom testiranja ziv€ane provodljivosti (39). U dijagnostici dijabeticke neuropatije malih
neurona primjenjuju se razli¢iti testovi, kao $to su: biopsija koze s mjerenjem smanjenja

gustoce intraecpidermalnih ziv€anih zavrSetaka i kvantitativni senzorni testovi (40).

1.3 Bol

Prema definiciji Medunarodnog udruzenja za istrazivanje boli (engl. International
Association for the Study of Pain; IASP) bol se definira kao neugodan osjetni i emocionalni
dozivljaj, povezan sa stvarnim ili potencijalnim oSte¢enjem tkiva, ili opisan u okvirima

takvog oStecenja (2).

Prema duljini trajanja simptoma razlikuju se akutna 1 kroni¢na bol. Akutna bol po€inje nakon
ozljede tkiva, Cesto s burno izrazenim simptomima, brzo se razvija i kratko traje. Prema tome,
akutna se bol definira kao simptom koji upucuje na oSte€enje tkiva ili bolest (41). Kroni¢na
bol se razvija sporije, traje mnogo duze (viSe od 3 mjeseca) od vremena potrebnog za
izljecenje pocetnih simptoma bolesti i ne mora nuzno biti posljedica bolesti ili ozljede tkiva
(41). Kroni¢na bol se o€ituje simptomima bolne preosjetljivosti i boli nakon podrazaja koji u

uobicajenim okolnostima ne uzrokuje bol (25).

1.3.1 Vrste i mehanizam nastanka boli

Prema mehanizmu nastanka bol se moze podijeliti u Cetiri kategorije: nociceptivna, upalna,

neuropatska i1 funkcionalna bol. Takva klasifikacija se odnosi na klasifikaciju klinickih
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prezentacija boli i temelji se na pretpostavkama o neurofizioloSkim mehanizmima
odgovornima za nastanak i/ili odrzavanje boli (42). Klasifikacija omogucava precizniju
razlu€ivost medu razli¢itim klinickim prezentacijama boli, te poboljSanje klinickih ishoda
biranjem lijekova koji ciljaju izravne neurofizioloSke mehanizme nastanka odredene vrste

boli (42).

Nociceptivna bol nastaje zbog stvarnog ili prijeteceg osStecenja tkiva aktivacijom nociceptora.
Opisuje se kao bol koja nastaje uz normalnu aktivnost somatosenzornog ziv€anog sustava, za

razliku od neuropatske boli gdje postoji patoloska promjena aktivnosti tog sustava (2).

Neuropatska bol nastaje kao rezultat oStecenja ili disfunkcije perifernog ili srediSnjeg
ziv€anog sustava, a ne receptora za bol. Neuropatska bol kao klinicki opis zahtijeva
postojanje ostecenja koje se moze dokazati, uz ispunjenje neuroloskih dijagnostickih kriterija
(2). Najces¢i uzroci su lezije perifernog ziv€anog sustava, kao posljedica dijabetesa, post-
herpeticne neuralgije, lumbalne radikulopatije, pretjerane konzumacije alkohola,
kemoterapije ili zlouporabe lijekova. Isto tako, neuropatska bol kao rezultat lezije srediSnjeg
ziv€anog sustava, nastaje u pacijenata s ozljedom kraljeznicne mozdine, multiplom
sklerozom ili mozdanim udarom (24). Neuropatska bol obuhvacéa abnormalnu obradu osjetnih
informacija i obicno je perzistentna ili rekurentna maladaptivna bol. Zbog ograni¢enja u
razumijevanju patofiziologije boli i terapijskog protokola maladaptivna bol postaje znacajan

klinicki problem (3).

1.3.2 Dijabeticka neuralgija

Prevalenciju neuropatske boli u dijabetesu je veoma teSko procijeniti zbog velikih razlika u
rezultatima dosada$njih istraZivanja, a njena prosjecna pojavnost procjenjuje se na 25%
dijabeti¢nih bolesnika (43). Dokazano je da dijabeti¢ni bolesnici s prezentacijskom slikom
boli u podrucju lica vise osjecaju bol (38), skloniji su razvitku depresivnih poremecaja (44),
uz posljedi¢no smanjenu funkcionalnost 1 losiju kvalitetu Zivota u odnosu na zdrave osobe

(45).

Tocan mehanizam nastanka i prijenosa osjeta boli u DPN jo$ uvijek nije jasan. Izvor boli
moze biti bilo gdje na putu od oSte¢enih Zivaca do somatosenzornog korteksa mozga ili moze

nastati zbog kombinacije oStec¢enja (46).
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Kroni¢na hiperglikemija uzrokuje regeneracijsko izrastanje aksona oSteCenih neurona
dovode¢i do oSteCenja susjednih kolateralnih neurona. Uslijed periferne senzitacije
hiperpodrazljivi aksoni provode ektopi¢ne signale na susjedne neoSte¢ene neurone i uzrokuju
pojavu boli (47). Nakon ostecenja aksona C vlakana potice se kolateralno grananje A
vlakana koja otpustaju ekscitacijske neurotransmitere i uzrokuju nastanak neuropatske boli
(33). Iznenadne promjene u glikemijskoj kontroli mogu uzrokovati strukturne i funkcionalne
promjene u perineuralnim krvnim zilama, koje dovode do hipoksije i razvitka neuropatske
boli (48). Pojacan izrazaj o naponu ovisnih natrijevih, VGCC i o naponu neovisnih kalijevih
kanala u SG Stakora imaju znacajnu ulogu u nastanku ektopi¢nog signala, razvitku osjeta boli
i periferne osjetljivosti, koja pogoduje razvitku sredi$nje preosjetljivosti. Ulazak iona kalcija
u stanicu putem VGCC potice lucenje tvari P i glutamata, koji sudjeluju u modulaciji osjeta
boli u SG stakora (49). Sintetizirani metilglioksal depolarizira osjetne neurone aktiviranjem
kapsaicinskih receptora (engl. transient receptor potential vanilloid 1; TRPV1) u SG Stakora
i poti¢e postranslacijsku modifikaciju o naponu ovisnih natrijevih kanala, s posljedicnom
povecanom podrazljivoséu i ucestalijim okidanjem akcijskih potencijala nociceptivnih
neurona tijekom DPN (50). Dijabeticka neuropatija uzrokuje pojacanu osjetljivost neurona
mehanizmom simpati¢kog grananja i razmjene adrenalina medu neuronima (51). Prema
teoriji nadziranog ulaza (engl. gate control theory) postoji mehanizam koji regulira protok
signala iz periferije prema sredi$njem Zivéanom sustavu (SZS). Pojadana percepcija boli
pojacanjem signala nastaje ako nociceptivna informacija iz C 1 Ad vlakna nadmasi prijenos iz
AP vlakana, ¢ime se ,,ulaz* otvara i nociceptivni impulsi se poja¢ano provode do kraljeZni¢ne
mozdine (52). U SG S$takora ozljeda neurona hiperglikemijom potice promjenu funkcije
velikih mijeliniziranih neurona, inicijalno mehanoreceptora, prema prenosenju nociceptivnih
informacija (53). Magnetskom rezonancijom potvrdena pojacana vaskularna perfuzija
neurona talamusa u bolesnika s DPN pokazala je da modulacija i pojacavanje osjeta boli ne
nastaje samo na razini SG nego 1 talamusa mehanizmom centralne senzitacije (49). U
kroni¢noj neuropatskoj boli adaptivnim mehanizmom plasticnosti mozga nastaju promjene
kortikalnog remodeliranja, reorganizacije i somatosenzorne kortikalne aktivnosti kroz

pretjeranu podrazljivost korteksa u odsutnosti vanjskog podrazaja (49).

Dijagnosticiranje dijabeticke neuropatije prema postavljenim standardnim protokolima
temelji se na klinickom pregledu i1 prepoznavanju vidljivih simptoma, provodenjem testova
provodljivosti  akcijskog potencijala, biopsijom koze, kornealnom konfokalnom

mikroskopijom i odredivanjem gustoce intraepidermalnih vlakana (24). Testiranje Ziv€ane
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provodljivosti (engl. nerve conduction; NC) rani je i naj¢esce koristen test za otkrivanje DPN,
(54), ali isti ne biljezi promjene i1 kod neuropatije malih neurona (40). Medutim,
dijagnosticiranje neuropatske boli uvelike ovisi o subjektivhom opisu simptoma boli u
bolesnika i provedenim testovima za neuropatsku bol, koriStenjem vizualnih Iljestvica i
upitnika za stupnjevanje boli (55). Farmakoloska terapija neuropatske boli se uglavnom
temelji na simptomatskom lijeCenju (48). Bududi istrazivacki pothvati teze prospektivnim
istrazivanjima u proucavanju ucinka imunomodulacijske terapije u lijeCenju dijabeticke
neuropatije (3). Usprkos mnogobrojnim provedenim istrazivanjima s ciljem pojaSnjenja
etiologije 1 odgovarajuce terapije u bolesnika s dijabeticCkom neuropatijom, do sada samo
50% pacijenata sa neuropatskom boli postize zadovoljavajucu analgeziju, a kontrola razine
glukoze u krvi se pokazala jedinim na¢inom bolje kontrole bolesti, s upitnim ishodom tijeka

bolesti (56).

1.4 Anatomske karakteristike trigeminalnog ganglija i Zivaca

Trigeminalni sustav je osjetni sustav koji se sastoji od dvije populacije primarnih senzornih
neurona; trigeminalnog ganglija (TG) i trigeminalne mezencefalicke jezgre (engl.
mesencephalic trigeminal nucleus; MTN), njihovih perifernih 1 sredi$njih ciljnih podrucja i
projekcijskih putova prema srediinjem Zivéanom sustavu (SZS). Aksoni neurona TG se
uglavnom projiciraju prema mehanoreceptorima, termoreceptorima i nociceptorima u
podruc¢ju lica, usne 1 nosne Supljine, a MTN u proprioceptore Zvacnih miSica.
Pseudounipolarni neuroni u TG su somatotopski rasporedeni, tako da se tijela neurona koja
Salju aksone u oftalmicku, maksilarnu i mandibularnu granu trigeminalnog Zivca nalaze

redom u anteromedijalnim, srednjim i posterolateralnim dijelovima TG (46).

Trigeminalni Zivac, peti kranijalni Zivac, je najveéi zivac odgovoran za prijenos osjeta iz
podrucja glave i odredene motoricke funkcije poput Zvakanja. Naziv "trigeminalni" potjece
od cinjenice da se dijeli u tri ve¢a ogranka: oftalmicki Zivac (lat. n.ophtalmicus; V),
maksilarni zivac (lat. n. maxillaris; V,) 1 mandibularni zivac (lat. n.mandibularis; V3).
Oftalmicki 1 maksilarni Zivac su osjetni Zivei, dok mandibularni Zivac ima osjetna i motoric¢ka
vlakna. Osjetna funkcija trigeminalnog Zivca jest prijenos taktilnih, proprioceptivnih i
nociceptivnih osjeta iz podrucje lica i usta u mozak. Motoricki, aktivira miSic¢e za Zvakanje, te
misice tensor tympani, tensor veli palatini, milohioidni mi$i¢ i prednji trbuh digastri¢nog

misica (57). Trigeminalni Zivac izlazi iz mozga na ponsu mozdanog debla, prelazi preko vrha
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piramide i ulazi u cavum Meckeli, gdje je smjeSten trigeminalni ganglij (lat. ganglion

seminulare, ganglion Gasseri; TG).

1.4.1 Trigeminalni spinalni put i prenoSenje informacija u glodavaca

Trigeminalni ganglij je prvi dio osjetnog puta prilikom prenoSenja informacija od brkova
prema mozgu glodavaca. Trigeminalni ganglij sadrzi stanicna tijela osjetnih ziv€anih vlakana
iz podrucja lica i glave. Ganglij je analogan SG, koji sadrze stani¢na tijela osjetnih vlakana iz
regije trupa i udova. Osjetni korijen trigeminalnog zivca izlazi kao glavna grana TG na putu
prema mozdanom deblu, dok vlakna motorickog korijena prolaze mandibularnim zivcem na
svom putu do zZvacnih miSica i1 njihova tijela nisu smjesStena u gangliju, nego u motorickoj

jezgri (engl. trigeminal motor nucleus; TMN) (57).

Vecina osjetnih vlakana ulazi u TG, bez obzira na distribucijsku granu trigeminalnog zivca.
Tijela njihovih neurona, poput svih somatosenzornih neurona, leZe izvan SZS, u ganglijima, a
proksimalni zavrSetci ulaze u mozdano deblo sredinom ponsa. Prvi aferentni akson zaobilazi
glavnu osjetnu trigeminalnu jezgru (engl. principal sensory trigeminal nucleus; PrTN) i
spusta se spinalnim trigeminalnim putem kroz mozdano deblo. Akcijski potencijali se
provode silaznim putem u spinalnu trigeminalnu jezgru (engl. spinal trigeminal nucleus;
SpTN), gdje se otpusStaju neurotransmiteri iz prvog aferentnog aksona na tijelo drugog
neurona unutar SpTN. Akson drugog neurona prelaskom na suprotnu stranu mozdanog debla
nastavlja prijenos akcijskog potencijala ventralnim trigeminalnim lemniskom. U talamusu
akson drugog neurona otpusta neurotransmitere i aktivira tijelo treeg neurona. Informacije iz
podrucja lica i glave ulaze u ventroposteriornu medijalnu jezgru (VPM) i intralaminarnu
jezgru (ILN) talamusa. Spinalni trigeminalni put dalje prevodi signal preko kapsule interne i
zavrSava u razli¢itim kortikalnim regijama. Neurotransmiteri otpuSteni iz tre¢eg aferentnog
aksona aktiviraju kortikalne neurone i poticu obradu informacija viSeg stupnja. Signali iz
VPM zavrSavaju u somatosenzornom korteksu, dok iz ILN u cingularnoj vijuzi i inzuli

cerebralnog korteksa (46).

Taktilni (dodir 1 pritisak) osjet iz podrucja lica 1 oralne regije prenosi se preko velikih AP
aksona neurona TG do PrTN i rostralnog dijela (lat. subnucleus oralis 1 interpolaris) SpTN.
Osjet boli i temperature iz orofacijalne regije prenosi se tankim Ad i C trigeminalnim

primarnim aferentnim vlaknima prema subnucleus caudalis SpTN i zatim se nastavlja
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spinotalamickim putem prema tijelu treeg neurona. Propriocepcijski osjet iz lica i oralne
Supljine prenosi se izravno ili preko premotornih neurona u supratrigeminalu jezgru (engl.
supratrigeminal nucleus; SUTN) i MTN, jedini ganglij smjesten unutar SZS. Eferentnu
projekciju masetericnog refleksnog luka iz TMN prenose aksoni trigeminalnih motoneurona,

koji putuju motornim korijenom trigeminalnog zivca u zZvacne misice (58).

Trigeminalni ganglij ovisno o veli¢ini sadrzi A (velike), B (srednje) i C (male) neurone.
Najve¢i broj neurona (70%) otpada na skupinu malih i1 srednjih neurona, zaduzenih za
procese nocicepcije (59). Razli¢ite populacije neurona u TG i MTN mogu se prepoznati
prema morfoloskim, elektrofizioloSkim i neurokemijskim obiljezjima. Neurofunkcionalna
organizacija TG i TMN neurona mozZe ovisiti o filogenetski razli¢itim migracijama pojedinih
primarnih aferentnih neurona, ali i obuhvacanju razli¢itih sredi$njih i perifernih ciljnih
podrudja trigeminalnih grana. Trigeminalni osjetni neuroni kao kemijski heterogena skupina
izluCuju razliCite kemijske neurotransmitere u sinaptiCkom prijenosu i imaju moguénost

prilagodavanja neurokemijskog fenotipa u odgovoru na vanjske promjene (46).

1.4.2 Trigeminalna neuropatija

Kranijalna dijabeti¢ka neuropatija obi¢no prvo zahvaca Zivce koji inerviraju one misice s
daljnjom tendencijom Sirenja na grane trigeminalnog Zivca. Medutim, u nekim studijama su
prikazani slucajevi zahvacanja iskljucivo trigeminalnog Zzivca (20, 60). Trigeminalna
neuropatija obiljeZzena je simptomima boli, tikovima i miSi¢nim spazmom (61), uz Zarenje
usana, trnjenje i gubitak osjeta duz osjetnog podrucja trigeminalnog Zivca, $to je ujedno i
najcesca prezentacijska slika dijabeti¢kih neuroloskih komplikacija u orofacijalnom podrucju
(20, 21). Trigeminalna neuropatija najceS¢e je jednostrana s radijalnim Sirenjem duz
distribucijskog podru¢ja zivca. Velinom zahvaca oftalmicku 1 maksilarnu granu
trigeminalnog Zivca, uz pogorSanje simptoma s loSijom kontrolom glikemije (60).
Dugotrajnost trigeminalne neuralgije uz Ceste remisije, razvitak depresivnog poremecaja i
sklonost suicidalnosti bolesnika ukazuje na potrebu za pruzanjem psiholoske pomoci
oboljelima (44). Raznovrsnost etiologije trigeminalne neuropatije (62) otezava

pravovremenost postavljanja dijagnoze i provodenje terapijskih mjera (63).

Do sada je u malom broju studija prikazalo problem povezanosti dijabetesa i trigeminalne

neuropatije, s varijabilnim rezultatima i jo$ uvijek je nejasno zasto dijabeti¢ni bolesnici CeSce
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dozivljavaju akutne bolne trigeminalne atake (60). Urban i sur. prikazali su
elektrofizioloskom studijom pojavu trigeminalne neuropatije u dijabeti¢nih bolesnika s DPN
(64), dok su Finestone i sur. uocili da 50% bolesnika s trigeminalnom neuropatijom boluje od
dijabetesa (65). Arap i sur. su testovima osjetljivosti u podrucju trigeminalnog zivca prikazali
pojavnost orofacijalne boli i ve¢i prag boli duz maksilarne grane trigeminalnog Zivca u
dijabeti¢nih bolesnika (20). Dosadasnji rezultati istraZivanja variraju, od onih bez vidljivih
simptoma (37), preko izrazenih promjena karaktera boli u orofacijalnom podrucju, uz
somatosenzorne ispade duz maksilarne grane trigeminalnog Zzivca, kod loSije glikemijske
kontrole bolesnika (20), do znacajnih pogorSanja simptoma orofacijalne boli u oboljelih od

dijabetesa (38).

Strukturne promjene u TG, kao posljedice dijabetesa, mijenjaju prijenos orofacijalne osjetne
informacije i rezultiraju razvitkom trigeminalne dijabeticke neuropatije (19). Uz pozitivne
testove odgovora na termalni bolni podrazaj, patohistoloske analize na TG dijabeti¢nih
Stakora prikazale su znacajan gubitak neurona i smanjenje volumnog udjela neurona TG u
dijabeti¢nih zivotinja (19).

Gangliji su primarno ciljno tkivo u patogenezi neuropatske boli jer strukturne promjene
ganglija rezultiraju razvitkom neuropatije (66). Morfoloske promjene SG uocene su ve¢ u
ranom stadiju pokusno izazvane dijabeti¢ne neuropatije (67), uz vakuolarnu degeneraciju,
membrana i propadanje neurona SG nakon Sest mjeseci trajanja pokusnog dijabetesa (68).
Isto tako, poznato je da periferno oSteCenje zivca evocira dinamicke promjene u razinama
izrazaja neuropeptida 1 njthovih receptora u projekcijskim podru¢jima ozlijedenih aksona,
fenomenom neurokemijske plasticnosti (46). Na modelu dijabetiCke neuropatije
hiperglikemija je uzrokovala smanjenje izraZaja vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta
(engl. vascular endothelial growth factor; VEGF) u senzornim neuronima SG 1
intraepidermalnih vlakana u kozi Stakora, uz prateCu mehanicku alodiniju 2 mjeseca nakon

indukcije DM (69).

Promjene neurokemijskog fenotipa kao posljedice hiperglikemije moguce je ocekivati i na
TG. Brojne su razlike u anatomiji i razvoju izmedu SG i TG. Trigeminalni ganglij ima mnogo
gusée inervacijsko podru¢je s manje nemijeliniziranih vlakana; ozljeda Zzivca rezultira
manjom moguénoS¢u kompenzacijskog odgovora reinervacijskim grananjem simpati¢kih
vlakana, s ucestalijim ektopi¢nim okidanjem akcijskog potencijala mijeliniziranih i

nemijeliniziranih vlakana (70). Isto tako, rezultati brojnih studija ukazuju na razlike u
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nocicepcijskoj populaciji neurona medu tim ganglijima. Imunohistokemijskom metodom, je
utvrdeno da u SG viSe neurona pokazuje dvostruku kolokalizaciju na CGRP i IB4 u odnosu
na TG, dok su IB4 neuroni bili znacajnije manji u SG (70). Shodno tim promjenama,
opravdano je ocekivati razli¢itu patohistolosku sliku u nocicepcijskoj populaciji TG u odnosu

na SG 1 u stanjima hiperglikemije.

1.5 Kalcij-kalmodulin ovisna protein kinaza II (CaMKII)

Kalcij/kalmodulin-ovisna protein kinaza II (CaMKII) je enzim koji se nalazi u stanicama
centralnog i perifernog Ziv€anog sustava i ima vaznu ulogu u sinaptic¢koj plasti¢nosti, ucenju i
pamcenju (71). CaMKII katalizira fosforilaciju proteina i dugodjelujuom potencijacijom
signala (engl. long term potentiation; LTP) posreduje u oscilacijama koncentracija iona
kalcija u medustanicnom prostoru i odgovoru neurona kao Sto su: transkripcijska i
translacijska regulacija, funkcija receptora i membranskih kanala, sinteza i oslobadanje

neurotransmitera (72).

1.5.1 Struktura i regulacija enzimatske aktivnosti CaMKII

CaMKII je multifunkcionalna oligomerna serin/treonin kinaza sa Sirokim spektrom
djelovanja. U neuronima je CaMKII prisutna u cetiri izoforme, koje su proizvodi cCetiriju
zasebnih gena (73). Izoforme o i P primarno se nalaze u SZS, dok se izoforme v i & mogu

naci u svim tkivima. Izoforma a je do sada najc¢esce istraZivana (74).

Svojstvo podjedinica CaMKII da izgrade holoenzim od razli¢itth odnosa izoformi joj
omogucéava slozenost strukturne konfiguracije i razliditost bioloskih funkcija. Stakorska
kalcij/kalmodulin-ovisna protein kinaza Il a (CaMKIla) je polipeptid sastavljen od 478
aminokiselina. Na aminoterminalnom odsjecku (aminokiseline 1-128) nalazi se kataliticka
domena kinaze koja ukljuuje mjesto za vezanje iona magnezija/adenozin-3-fosfata
(Mg2+/ATP) 1 mjesto za raspoznavanje supstrata. Regulacijska domena, definirana
aminokiselinama 281-314 ukljucuje dvije medusobno preklopljene regije: auto-inhibitornu
domenu i domenu za vezivanje kalmodulina, dok karboksiterminalni odsjecak (aminokiseline

315-478) sudjeluje u sastavljanju holoenzima (75).
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Vezivanje kalcija i kalmodulina aktivira CaMKII preko interakcije sa sekvencom koja se
preklapa s katalitickom domenom, mijenjajué¢i time njezinu konformaciju i oslobadajuci
aktivno mjesto. Aktivirana kinaza katalizira fosforiliranje vanjskih supstrata i1 vlastitih
podjedinica, Sto rezultira autofosforilacijom kinaze. Svojstvo autofosforilacije na 286.
aminokiselini treonin povecava afinitet CaMKII za vezivanje kalcija 1 kalmodulina i do tisu¢u
puta, te joj daje svojstvo ,,memorijske molekule® u procesima dugorocne potencijacije i
paméenja (76). Autofosforilacija je autonomna aktivnost neovisna o daljnjoj kalcijskoj
stimulaciji, jer se nakon defosforilacije nekih podjedinica one mogu ponovno refosforilirati
putem susjednih autofosforiliranih podjedinica. Autofosforilacija smanjuje disocijaciju
kalmodulina, nakon ¢ega autofosforilirani enzim zadrzava svoju aktivnu formu ¢ak i nakon
odvajanja kalmodulina i pada koncentracije kalcijevih iona. ,,Zarobljavanje* kalmodulina ga
odrzava vezanim za CaMKII na duze vrijeme i povecava vjerojatnost povecanja broja

aktiviranih molekula kinaze (75).

Stoga, brza autofosforilacija rezultira autonomnom 1 konstitucijski aktivnom formom
CaMKII, koja katalizira dodatne autofosforilacije na razli¢itim mjestima i1 prevodi prolazna
povecanja koncentracije iona kalcija u stanici u promjenu aktivnosti i fosforilaciju ciljnih

proteina (71).

1.5.2 Uloga CaMKII u sinaptickoj plasti¢nosti i paméenju

Jedno od temeljnih obiljezja mozga je sinapticka plasti¢nost, koja se oc€ituje jacanjem ili
slabljenjem aktivnosti sinapti¢kih veza izmedu neurona kao odgovor na neuronske podrazaje
i medustanicnu aktivnost. Ta znacCajka je neophodna za formiranje 1 funkcioniranje
neuronskih krugova. Ovisno o specificnom obrascu stimulacije, pojedine sinapse mogu
pojacati ili oslabiti ekscitacijsku postsinapticku snagu prijenosa signala za nekoliko minuta
do nekoliko mjeseci. Spomenuti oblici plasticnosti, LTP i dugoro¢na depresija (engl. long
term depression; LTD) sudjeluju u regulaciji sinapticke snage i1 pohrane informacija u

neuronskim krugovima, neophodnima za procese ucenja 1 pamcenja (71).

CaMKIlo ima ulogu u sinaptickoj plasti¢nosti neurona ziv€anog sustava, dekodiranjem
poruke koju izrazava amplituda, frekvencija i vremensko trajanje individualnog povecanja
koncentracije iona kalcija (77). CA1l regija hipokampusa velikog mozga je neophodna u
procesu stvaranja dugorocne memorije 1 koriStena je kao primarni model za proucavanje

dugoro¢ne potencijacije sinaptickog prijenosa signala. U hipokampusu dugoro¢na
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potencijacija izaziva se promjenama u frekvenciji intradendritskih oscilacija kalcija, kojom
upravljaju N-metil D-aspartat glutaminski receptori (NMDA), i brzim povecanjem
autonomne aktivnosti CaMKII 1 njezine autofosforilacije (78). Visokofrekventna
presinapticka stimulacija CA1l hipokampalnih sinapsi potie izlu€ivanje neurotransmitora
glutamata, koji  aktivira NMDA i receptore  a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazolepropionske kiseline (AMPA). Aktivacija NMDA receptora tijekom dugoro¢ne
potencijacije signala dovodi do ulaska kalcijevih iona, §to u konacnici uzrokuje dugorocnu
potencijaciju AMPA receptora, reguliranih ekscitacijskim postsinaptickim strujama (79).
Ulazak kalcija preko VGCC na membrani neurona ili otpuStanjem iz endoplazmatskog
retikuluma, modulira sve funkcije neurona putem kratkoro¢ne ili dugorocne regulacije
sinapti¢kih interakcija. Povecan utok iona kalcija zapocinje biokemijsku kaskadu reakcija
preko aktivacije enzima CaMKII. Aktivirana CaMKII se difuzno translocira u sinapse i
fosforilira AMPA glutamatne receptore, koji su vazni u dugoro¢noj potencijaciji i pohrani

informacija u formi dugoro¢nog paméenja (80).

Testovima promijenjenog ponaSanja u Stakora je potvrdena povezanost mehanizma ucenja s
brzim i specificnim porastom CaMKII aktivnosti u hipokampusu (81). Tan i Liang su uocili
povecanje aktivnosti CaMKII u amigdaloidnoj jezgri Stakora nakon izvodenja testa
prilagodbe novom okoliSu (82). Pratece istrazivanje potvrduje da testiranje u Morrisovom
bazenu inducira aktivaciju CaMKII u hipokampusu Stakora, a zadrzavanje memorije je
ovisilo o stupnju autonomne aktivnosti CaMKII u hipokampusu (83). Zivotinje koje imaju
toCkastu mutaciju CaMKIlo, koja blokira autofosforilaciju na aminokiselini 286. treonin
pokazale su gubitak dugorocne potencijacije i poremecaj u provodenju zadatka povezanog s
prostornom i radnom memorijom (84). Poremecaji fosforilacije CaMKII u hipokampusu
Stakora tijekom rane faze dijabetesa bili su prac¢eni kognitivnim ispadima i hipokampalnom

atrofijom (85).

Osim uloge u postsinaptickoj, CaMKII je uklju€ena 1 u presinapticku regulaciju otpustanja
neurotransmitera. CaMKIlo 1 njezin aktivni oblik zabiljezeni su 1 na presinaptickim
membranama C vlakana SG S$takora. CaMKlIla sudjeluje u katalizaciji otpuStanja sinaptickih
vezikula i izlu¢ivanja neurotransmitera fosforiliraju¢i proteine koji otpustaju vezikule (77).
Na neuropatskom modelu boli uzrokovanom kapsaicinom (CAP), CAP je stimulirao
fosforilaciju CaMKIla, a inhibicija CaMKIla je dovela do smanjenja CAP potaknutog
presinaptickog otpuStanja neurotransmitera i aferentne aktivnosti neurona posredovane

vaniloid receptorima (engl. transient receptor potential vanilloid 1; TRPVT) (77).
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Promjene na razini izrazaja, lokalizacije, interakcija ili aktivacije postsinaptickih proteina
reguliranih od strane kinaza, dovode do morfoloskih i funkcionalnih promjena ekscitacijskih
sinapsi odgovornih za procese sinaptiCke plasticnosti. Pojedine psihijatrijske 1 neuroloske
bolesti povezane su s promjenama u broju i morfologiji dendritskih izbocina, §to dovodi do

disfunkecije sinapticke plasti¢nosti i procesa ucenja i pamcenja (79).

1.5.3 CaMKII i neuropatije

Ioni kalcija se vazan su ¢imbenik u nastanku akcijskog potencijala na stanicnoj membrani i
regulira podrazljivost neurona. Poremecaji u regulaciji prometa kalcija na stanicnoj
membrani, kao 1 poremecaji u njegovoj unutarstani¢noj signalizaciji, mogu doprinjeti razvoju
neuroloskih simptoma (36). CaMKII ima vaznu ulogu u regulaciji intracelularnog kalcija
(86), promjenama aktivnosti i fosforilaciji ciljnih proteina (87), te posljedi¢noj podrazljivosti
osjetnih neurona (88). Autofosforilirana CaMKII zadrzava autonomnu aktivnost neovisno o
daljnjoj stimulaciji kalcijem, S$to ¢ini molekularnu osnovu stani¢ne memorije (76).
Pretpostavlja se da aktivirana CaMKII sluzi kao klju¢na komponenta unutarstani¢nih
signalnih putova, pridonoseci razvoju simptoma neuropatije i trajne podrazenosti neurona
straznjeg roga nakon ozljede kraljezni¢ne mozdine (89). LijeCenje inhibitorima CaMKII
rezultiralo je znacajnim smanjenjem mehani¢ke alodinije i Sirokog dinamickog raspona

neuralne aktivnosti potaknute raznim podrazajima (90).

CaMKlIla je glavna izoforma CaMKII, izraZena u srediSnjem i perifernom zivéanom sustavu
(72). Nalazi se zajedno sa p opioidnim receptorima u razli¢itim podrucjima mozga u kojima
se obraduje osjet boli, kao i u lednoj mozdini i SG (91). U SG, CaMKIla je prisutna u
neuronima malog promjera, koji su povezani s prijenosom osjeta boli (72, 76, 89). Ozljeda
perifernog Zivca je dovela do promjene izrazaja CaMKII u SG 1 razvitka razli¢itih simptoma
neuropatije, kao Sto su hiperalgezija ili alodinija (92-94). Sli¢no je pronadeno i na modelu
visceralne neuropatije uz pratecu visceralnu preosjetljivost (93). Izrazaj CaMKII je
zabiljezen u 60% neurona TG, uglavnom malih i srednje velikih neurona, od kojih polovica
biljezi kolokalizaciju s CGRP i TRPV1, za koje se smatra da su uglavnom prisutni u malim
nociceptivnim neuronima (95). Takva distribucija CaMKII potvrduje patofiziolosku pozadinu
aktivacijskog puta CaM-CaMKII u razvitku neuropatije i promjenjenom prijenosu
nocicepcijskog signala u osjetnim neuronima. Od svih analiziranih izoformi CaMKII u

istrazivanju Ferhatovi¢ i sur., jedino se izrazaj pCaMKIla znacajno povecao nakon indukcije
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DM1, §to navodi na zakljucak da je samo ta izoforma isklju¢ivo ukljucena u patofiziologiju
rane dijabeticke neuropatije (96). S duzinom trajanja DM (od 6 mjeseci do 1 godinu) izrazaj

izoformi a, 1 0 se smanjio u malim neuronima DRG (97).

Mnogi nociceptivni podrazaji, ukljucujuéi termalne, mehanicke, kemijske i upalne, mogu
potaknuti povecanje koncentracije kalcija u osjetnim neuronima, podrazujuéi posljedi¢no
nociceptore, preko aktivacijskog puta CaM-CaMKII (88). Povecanje izrazaja VGCC unutar
primarnih osjetnih neurona (98), moZe uzrokovati povecanje unutarstani¢nih koncentracija
iona kalcija 1 aktivaciju CaMKII preko mehanizma kalcij-kalmodulin (Ca2+—CaM) (99). Price
i sur. imunohistokemijski su potvrdili kapsaicinom uzrokovano povecanje opsega
autofosforilacije CaMKlla i promjene u aktivnosti TRPV 1-pozitivnih nociceptivnih neurona
u TG Stakora (77). Uzimaju¢i u obzir distribuciju CaMKII i odgovor na razli¢ite bolne
podrazaje uz povecanje koncentracije kalcijevih iona, Liang i sur. prikazali su da
podrazljivost malih i srednje velikih kapsaicin osjetljivih neurona TG moze biti regulirana
aktivnoSéu CaMKII preko stani¢nih naponom reguliranih kanala (88). U razli¢itim modelima
neuropatije o naponu ovisni natrijevi i kalijevi kanali reguliraju podrazljivost neurona
sredi$njeg i perifernog sustava (100, 101), preko aktivnosti CaMKII (95, 102). Aktivirana
CaMKII na promatranim modelima neuropatija preko razli€itih vrsta receptora modulira
podrazljivost neurona osjetnih ganglija (102-105). CaMKlla djeluje preko nekoliko vrsta
nocicepcijskih receptora: p opijatnih receptora (106), purinergi¢kih (P2X), NMDA (107),
AMPA (108), TRPV1 (77). Aktivacija tih receptora rezultira povecanjem koncentracije
unutarstanicnog kalcija i modulacijom nocicepcijske aktivnosti neurona (109). Na
postoperativhom modelu incizije straZnje Sape zamijecena je promjena ponaSanja Stakora kao

sekundarna hiperalgezija uzrokovana aktivacijom CaMKIIa preko AMPA receptora (110).

Do sada su promjene aktivnosti i izrazaja CaMKII opisane na razliitim modelima
neuropatije (77). Na modelu dugotrajne upale, promjene u koncentraciji iona kalcija unutar
osjetnih neurona, preko pojacane podrazljivosti ili otpustanja neurotransmitora, potenciraju
razvitak promijenjenog osjeta boli (111). Promjene u prometu kalcija dovode i do promjena
izrazaja gena zaduzenih za nocicepciju (112), tako da upalom uzrokovana promjena
ponasanja moze dovesti do hiperalgezije ili povratnom inhibicijskom spregom, do blokade u
prijenosu osjeta boli (113). Na modelu traumatske ozljede prikazano je da ozljeda
nociceptora SG dovodi do smanjenja otpusStanja kalcija u ozlijedenim neuronima (114), te
prolaznog propadanja evociranih Ca2+ struja (115), koji uz fenotipske promjene neurona,

dovode do pretjerane podraZljivosti membrane karakteristicne za neuropatsku bol (116). Na
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modelu neuropatije prikazano je da traumatska ozljeda, odnosno presijecanje perifernih
Zivaca, smanjuje izrazaj CaMKII u osjetnim neuronima SG Stakora (89). Nakon ozljede
ishijadi¢nog Zivca i straznjeg roga kraljezni¢ne mozdine podvezivanjem ili upalom, uocena je
mogucnost srediSnjeg 1 perifernog transporta CaMKlla, za Sto se pretpostavlja da bi moglo
imati ulogu u razvoju neuropatije (76). Dvostrukim imunohistokemijskim bojenjem utvrdena
je kolokalizacija CaMKlla s nocicepcijskim biljezima IB4, CGRP i TRPV1 u SG Stakora
(76). Sve navedeno ukazuje na vaznost CaMKII u prijenosu nociceptivnih informacija nakon
ozljede perifernog zivca i nastanku neuropatske boli. Nakon intraplantarnog injiciranja
formalina, povecanje izrazaja CaMKIla se uocava i u straznjem rogu kraljezni¢ne mozdine,
uz inhibiciju mehanicke alodinije blokadom dugoro¢ne potencijacije CaMKlIla (77). Ferrari i
sur. potvrdili su ulogu neuroplasti¢nosti CaMKIIa na modelu dugotrajne upalne neuropatije,

prilikom prelaska akutne u kroni¢nu fazu upale i prateci razvitak simptoma neuropatije (117).

1.5.4 CaMKIl i dijabeticka neuropatija

Neuroni SG u Stakora znacajno se mijenjaju nakon indukcije DM i posljedicno nastaju
morfoloSke promjene ziv€anog tkiva (68), promjene u kalcijskim strujama i povecana
stani¢na podrazljivost (85), Sto pridonosi razvitku simptoma neuropatije (98). Hiperglikemija
uzrokuje poremecaj u prijenosu iona kalcija i odgodeni oporavak evociranog potencijala
kalcijevih struja u SG (118), povecanu unutarstani¢nu razinu kalcija u vecini dijabetickih
tkiva 1 povecan izrazaj VGCC u primarnim osjetnim neuronima dijabeti¢nih Stakora (119).
Cao i sur. su prikazali utjecaj pokusnog DM na promjenu izraZaja naponom reguliranih
kalijevih 1 natrijevih kanala u neuronima SG (120). Uz poremecen promet iona kalcija,
oksidativni stres, kao produkt hiperglikemije, vrlo vjerojatno pridonosi mitohondrijskim

promjenama i inducira programiranu smrt neurona (121).

Mehanizam opseZzne aktivacije CaMKII uzrokovan dijabetesom je jo§ uvijek nedovoljno
istrazen. Erickson 1 sur. pokazali su da putem O-povezane glikozilacije, hiperglikemija
aktivira CaMKII, zakljuc¢avaju¢i je tako u konstitucijski aktivnu konformaciju (122). N-
acetilglukozamin transferaza (engl. O-linked N-acetylglucosamine transferase; O-GIcNAc)
putem modulacije 279. aminokiseline serina u CaMKII, poti¢e autonomnu aktivnost CaMKII
i stvaranje molekularne memorije, ¢ak i nakon smanjenja koncentracije iona kalcija. Iako taj
proces jos nije istraZen na ziv€anom sustavu, moze se ocekivati sli¢an proces 1 unutar osjetnih

ganglija nakon izlaganja istih hiperglikemiji. Isto tako, povecanje izrazaja VGCC unutar
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primarnih osjetnih neurona na dijabetickom modelu (123), moze uzrokovati povecanje
unutarstani¢nih koncentracija iona kalcija i aktivaciju CaMKII preko mehanizma Ca**-CaM
(99). Na dijabetickim modelima razli¢itih tkiva (124, 125) potvrdeno je da hiperglikemija
potice aktivnost CaMKII preko povecane sinteze ATP i otpustanja kalcijevih iona (126).

Dosadasnja istrazivanja na modelu dijabeticke neuropatije pokazala su da indukcija DM1
uzrokuje povecanje izrazaja CaMKII i njene fosforilirane izoforme alfa. Potvrdeno je da
CaMKII ima vaznu ulogu u patogenezi dijabeticke neuropatije, gdje promjene u njezinom
izrazaju na razini SG pridonose nastanku simptoma neuropatije (96, 127). Povecanje izrazaja
CaMKI1I i njezine fosforilirane a izoforme u DM1 zivotinja, u neuronima svih veli¢ina, su
bile pracene odgovaraju¢im promjenama i u ponaSanju zivotinja povezanim s boli, vidljivim
kroz razvoj mehanicke i termalne hiperalgezije (96). Izrazaj CaMKII se povecao u oba spola
Stakora nakon indukcije DMI1, dok je analiza ponaSanja povezanog s boli u konacnici
pokazala da ne postoje niti spolne razlike u odgovorima na mehanicke i termalne podrazaje

(127).

U istraZivanjima dijabeticke neuropatije drugog dijela osjetnog puta, Bori¢ 1 sur. su utvrdili
da se 2 tjedna od indukcije DM izrazaj CaMKII i pCaMKIla znacajno povecao u straznjem

rogu DM1 $§takora, dok u DM2 modelu takve promjene nisu utvrdene (128).

S duljinom trajanja dijabetesa (i do 6 mjeseci), bio je vidljiv trend znacajnog povecanja
izrazaja CaMKII 1 pCaMKIla, medutim nakon 12 mjeseci od indukcije DM promjene

1zrazaja istih vise nisu zabiljezene (129).

Budu¢i da je koza mjesto terminalnih zavrSetaka primarnih osjetnih neurona, a i dijeli isto
ektodermalno podrijetlo kao SZS, daljnji rezultati Bori¢ i sur. su prikazali poveéan izrazaj
CaMKII 1 pCaMKlla u kozi, ali ne 1 u intraepidermalnim Ziv€anim vlaknima DM1 Stakora

(130).

Intratekalnom 1 intraganglijskom primjenom inhibitora CaMKII, smanjio se izrazaj CaMKII
u dorzalnom rogu kraljeznicne moZzdine 1 SG, dok je utjecaj na bolno ponaSanje nakon
intraganglijske primjene inhibitora CaMKII smanjio osjetljivost na hladne i mehanicke

podrazaje 2 sata nakon injekcije (131).

Nastavno na rezultate prijasnjih istrazivanja CaMKII bi mogla biti potencijalna nova
farmakoloska meta za lijeCenje dijabetiCke neuropatije. Na tragu tih istrazivanja predlaze se

istrazivanje povezanosti izrazaja pCaMKllo 1 u drugim Ziv€anim tkivima razlicitih
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subpopulacija neurona na Stakorskom modelu DM1 i DM?2. Taj pristup bi mogao biti od
velikog znacaja u istrazivanju patofiziologije trigeminalne dijabetiCke neuropatije 1 lijecenju

modulacijom pCaMKIla u razli¢itim subpopulacijama osjetnih neurona TG.

1.6 Dijabetes i upalni odgovor

Dijabetes je stanje kroni¢ne sustavne upale. Posljedi¢ne metaboli¢ke i enzimatske promjene
vode strukturnim i funkcionalnim poremecajima neurona (3, 68). Hiperglikemija utjece na
poremecaje u odgovoru imunoloskog sustava, luenju citokina, ¢imbenika rasta i izraZaja
gena neuropeptida (132). Citokini, kao $to su interleukin-1, interleukin-6, inhibicijski
¢imbenik leukemije, cilijarni neurotropni ¢imbenik i ¢imbenik nekroze tumora alfa pokazuju
viSestruki uc¢inak na ravnotezu izmedu glije i neurona u ziv€éanom sustavu. Njihova uloga je
regulacija obnavljanja i propadanja neurona, izravno ili preko neurotropnih ¢imbenika,
esencijalnog procesa u patogenezi dijabeticke neuropatije (133). Nedostatak potpore
neurotrofickih ¢imbenika, kao $to su NGF ili VEGF, potencira proces stani¢ne smrti i

propadanja neurona SG na modelu dijabetesa (134).

Dijabetesom potaknute promjene u lucenju neuropeptida zabiljezene su u razliitim
organima, kao $to su organi gastrointestinalnog sustava, krvne Zile, kraljezni¢na mozdina i
mozak. Oscilacije u povecanju i smanjenju izrazaja istih variraju, ovisno o tkivu koje
inerviraju (135). Troger i sur. su uo€ili smanjenje izrazaja tvari P 1 CGRP u TG S§takora u
kratkorocnom modelu DMI1, s porastom izraZaja istih nakon 4 tjedna (136). Povecano
urastanje ili regeneracija NPY-imunoreaktivnih Ziv€anih vlakana u jeziku Stakora se mozZe
objasniti kompenziranim odgovorom plasticnosti neurona u dijabetickom modelu, kao
rezultat promjene u koncentraciji neurotropnih ¢imbenika otpuStenih iz upalnih stanica
imunoloskog sustava (135). Cimbenik rasta neurona regulira otpustanje neuropeptida, kao dio
signalnog puta regeneracije neurona u odgovoru neurona na ozljedu. U ranom stadiju
dijabetesa, sinteza razli€itih neuropeptida je najceSce potaknuta izlu¢ivanjem NGF iz upalnih
stanica, koji sprjeCava razvitak osjetne dijabeticke neuropatije (137). Gyorffi i sur. potvrdili
su slicno na modelu kratkoronog dijabetesa, promatraju¢i promjene i oSte¢enja na razini
mijeliniziranih 1 nemijeliniziranih neurona (138). Upala potencira osjet boli 1 hiperalgezije,
preko pojacane podraZljivosti osjetnih neurona, uslijed aktivacije kalcijskih struja i
izlu¢ivanja neurotransmitera (113). Pretpostavlja se da je poremecena homeostaza kalcija

ukljucena u patogenezu dijabetiCke neuropatije (118). Uz upalnim putem stimuliran proces
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aktivacije kalcij—CaM—CaMKII (88), dijabetes uzrokuje poremecaj u unutarstanicnom

prijenosu informacija unutar neurona SG i razvitak neuroloskih simptoma (98, 118).

Nakon ozljede primarnih osjetnih neurona dolazi do brojnih promjena u izrazaju gena.
Razvoj oligonukleotidne mikroCip tehnologije omogucio je istodobnu procjenu razine
izrazaja nekoliko tisuéa mRNA transkripata. Tim studijama otkrivene su tisu¢e gena ¢iji se
izrazaj mijenja nakon ozljede neurona, koji su potencijalni kandidati za terapijske zahvate u
razli¢itim modelima neuropatije. Daljnjim promatranjem je utvrdeno da se samo odredeni
broj gena nakon ozljede opetovano pojavljuje u neovisnim studijama. Medu genima ¢ije su

promjene izrazaja nakon ozljede potvrdile u viSe studija su i geni za NPY i VEGF (139).

1.6.1 Neuropeptid Y

Neuropeptid Y se sastoji od 36 aminokiselina i pripada obitelj peptida gusterace. Jedan je od
najraspostranjenijih peptida u tijelu svih zivih vrsta. Aktivnost ovog peptida ovisi o
raspostranjenosti NPY receptora u perifernom i srediSnjem Ziv€anom sustavu (140).
Sudjeluje u regulaciji aktivnosti neuroendokrinog i metaboli¢kog sustava. Njegova primarna
funkcija nije ograni¢ena samo na odrZavanje energetske ravnoteze, nego i na regulaciju
krvnog tlaka i anksioznosti. U posljednje vrijeme se naglasava njegova uloga u procesu

stvaranja stani¢ne memorije i reguliranju aktivnosti nocicepcije (141).

NPY je pronaden u neuronima SG i TG (142). U zdravom tkivu izraZzaj NPY se tesko biljezi,
ali nakon ozljede neurona zabiljezene su promjene istoga (143). Nakon periferne aksotomije
ili nekih drugih vrsta pokusne ozljede Zivca dolazi do dugotrajnih promjena u izraZaju
neuropeptida i njihovih receptora u primarnim osjetnim neuronima. U razli¢itim modelima
ozljede Zivca 1 indukcije boli, potvrdeno je povecanje izraZaja proteina i mRNA NPY (144).
Promjene su zabiljeZene pretezno u srednjim 1 velikim neuronima SG i rezultiraju izrazitim
povecanjem NPY imunoreaktivnih primarnih aferentih vlakana koja se protezu u duboke
lamine dorzalnog roga kraljeznicne mozdine Stakora i1 oslobadaju NPY (145). Nasuprot
navedenome, nakon aksotomije neuroni SG majmuna pokazuju neznacajan porast NPY
mRNA, bez vidljivih promjena u NPY inervaciji dorzalnog roga kraljezni¢ne mozdine (146).
Nakon ozljede zivca medijanusa uslijedilo je povecanje izrazaja NPY 1 nociceptivnog biljega
c-Fos, zaduzenog za prijenos signala u neuropatskoj boli (147). Stovise, intezitet izrazaja
NPY u SG $takora nakon ozljede je bio povezan s promjenom bolnog ponasanja (148). U TG

je prisutnost NPY zabiljeZena nakon perifernog presjecanja i podvezivanja grana donjeg
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alveolarnog zivca (149). Banoliel i sur. su uocili povecanje izrazaja NPY u TG Stakora, uz
pretpostavku da dovoljno visoke koncentracije NPY mogu biti povezane s hiperalgezijskim
odgovorom na ozljedu infraorbitalnog zivca (141). Uloga NPY je do sada istrazivana i na
upalnim modelima ozljede Zivca, pri ¢emu je utvrden njegov pojacani izrazaj u neuronima
(150). Rezultati Kosti¢ 1 sur. ukazuju na to da bi neurogena upala mogla biti vazan okidac za
nastanak simptoma neuropatije 1 da sprjeCavanje razvoja upalnog odgovora umanjuje
prezentaciju istih. Lokalna primjena NPY stvara znacajnu neurogenu upalu, koja moze biti
odgovorna za poja¢ano bolno ponasanje u odnosu na bolno ponasanje koje nastaje kao
rezultat oSteCenja zivca (151). Ozljeda Zivca takoder mijenja i1 izrazaj NPY-receptora u
neuronima SG. Izrazaj proteina i mRNA Y1 receptora je smanjen u malim neuronima SG
Stakora nakon aksotomije perifernog zivca, u odnosu na poveéanje izrazaja Y2 receptora u
Stakora (152). Medutim, iste promjene nisu vidljive i na modelu misa (144), §to sugerira
meduvrsne razlike u na¢inu na koji NPY receptori reagiraju za ozljede perifernog zivca. Na
modelu ozljede perifernog zivca u Stakora 1 miSa nisu otkrivene promjene u izrazaju Y11 Y2
receptora u straznjem rogu kraljezni¢ne mozdine. Medutim, varijacije u vezanju NPY za
dorzalni rog kraljezni¢ne mozdine, ipsilateralno od oSteéenja zivaca opisane su na modelu

Stakora i majmuna (153).

Nakon ozljede perifernog Zivca dolazi do kompenzacijkog urastanja simpatickih vlakana koja
otpustaju neuropeptide (25). Oslobadanje NPY iz simpatic¢kih, noradrenalinskih Zziv€anih
zavrsetaka oko krvnih Zila, unutar 1 izvan SG, kao 1 iz kromafinih stanica medularnog dijela
nadbubreZnih Zlijezda moze doprinijeti nastanku stresom inducirane hiperalgezije. U TG za
razliku od SG povecan izrazaj NPY nakon ozljede Zivca nastaje na razini neurona TG, a ne
simpatickih vlakana (141). Pojacan izrazaj NPY kao i1 povecan broj NPY vezikula u somi
neurona sudjeluje u nastanku 'unakrsnog pobudivanja neurona'. Mehanizam 'unakrsnog
pobudivanja neurona' izaziva brzu depolarizaciju 1 pobudivanje susjednih neurona uz
nastanak promjenjenog bolnog ponasanja nakon ozljede (154). Nadalje, hiperalgezijski
odgovor na podraZaj moze nastati i mehanizmom 'kemijskog unakrsnog pobudivanja neurona’
izmedu A i1 C neurona. Naime, poznato je da NPY otpuSten iz oSteCenih velikih neurona
potice aktivnost malih nociceptivnih NPY-receptor-pozitivnih neurona, izazivajuéi osjet boli
(155). Stoga, neuroni SG postaju jace stimulirani na pobudivanje i sudjelovanje u nastanku
neuropatske boli preko mehanizma unakrsnog pobudivanja neurona. Akumulirani NPY
unutar ozlijedenih neurona sudjeluje u interakciji s Y2 receptorima, poticu¢i spontano

izbijanje akcijskog potencijala u osjetnim neuronima (156). Regulacijom VGCC, NPY
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povecava podrazljivost malih neurona SG zaduZenih za nocicepciju i sudjeluje u modulaciji

prijenosa osjetne informacije (156).

Iako je poznato da NPY sudjeluje u nocicepciji, njegova funkcija u neuropatskoj boli jos§
uvijek je nedovoljno razjasnjena, a istrazivanja pokazuju razli¢ite pa Cak i proturje¢ne
rezultate (151). U nizu studija pokazano je da farmakoloSka primjena NPY uzrokuje
analgeziju u zdravih 1 ozlijedenih Stakora. Ovaj antinociceptivni u¢inak se moze posti¢i samo
malim dozama NPY (157). Nasuprot tome, druge studije su pokazale da NPY primijenjen
subkutano u straznju Sapu Zzivotinje s kronicnom ozljedom Zivca pogorSava hiperalgezijske
odgovore na nociceptivne podrazaje (158). Razlike u rezultatima nakon primjene NPY mogu
biti ishod sudjelovanja razliitith podtipova NPY receptora, njihova izrazaja u razli¢itim
vrstama stanica, primjene NPY na razli¢itim mjestima, koriStenja razli¢itih pokusnih modela
boli, kao i utjecaja vremena aplikacije NPY. Specificno djelovanje NPY se moze povezati i s
promjenama u njegovom izrazaju koje nastaju nakon ozljede neurona (151).

Fizioloski u¢inak NPY ostvaruje se vezanjem na receptore vezane za G proteine. NPY se
veze za najmanje pet razlicitih receptora (Y1-Y5 receptori), od kojih najcesce za Y1 1 Y2
receptore (152). Vezanje NPY na receptore posljedicno utjee na unutarstanic¢nu distribuciju
iona kalcija, preko modulacije inozitol 1, 4, 5-trifosfatnog (IP3) puta ili pak aktivacijom i
inhibicijom VGCC na membrani neurona. Oba tipa Y1 1 Y2 receptora mogu regulirati N 1
P/Q tip kalcijevih kanala, dok Y1 receptori aktiviraju R 1 L tip kalcijevih kanala (144). Dugo
vremena se smatralo da NPY ostvaruje inhibicijski ucinak djeluju¢i na neurone koji
izrazavaju Y1 receptor, a da vezanje za Y2 receptor povecava podrazljivost neurona.
Medutim, kasnije je utvrdeno da Y2 receptor takoder pokazuje inhibicijsku ulogu, putem
smanjenja otpustanja ekscitacijskog neurotransmitera glutamata. Mutacija gena za Y1
receptor u misa je pokazala da antinociceptivni ucinak u dorzalnom rogu kraljeznicke
mozdine ovisi o nedostatku aktivnosti Y1 receptora (152). Dakle, vrsta NPY receptora, kao i
lu¢enje odgovaraju¢eg neurotransmitora, selektivno inhibira ili pojacava kalcijske struje u

neuronima i utje¢e na moduliranje osjeta boli preko nociceptivnih senzornih neurona.

Komunikacija izmedu neurona ukljucuje receptore koji se mogu nalaziti na presinapti¢kim
(na ziv€anim zavrSecima) i postsinaptickim (na dendritima ili tijelu neurona) dijelovima
neurona, pri ¢emu presinapticki receptori obi¢no moduliraju otpustanje neurotransmitera, dok
postsinaptic¢ki receptori utjeCu na aktivnost postsinaptickih neurona. Iako se dugo vremena

pretpostavljalo da Y1 receptor djeluje postsinapticki, a Y2 receptor presinapticki, novije
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morfoloske 1 elektrofizioloSke studije ukazuju da oba tipa receptora mogu imati presinapticku

1 postsinapticku funkciju u regulaciji prijenosa signala (144).

Osjetni neuroni izrazavaju funkcijski povezane Y1 i Y2 receptore, iako je njihov izrazaj
ovisan takoder i o tipu stanica i o vrsti organizma u kojem se istrazuju. Koristenjem metoda
in situ hibridizacije i imunohistokemije NPY jedva da je zabiljezen u neuronima SG
glodavaca (142). Nasuprot tome, proteini Y1 receptora se lako vizualiziraju u malim,
nociceptivnim neuronima SG Stakora (20%), a Y2 receptora u srednjim i velikim neuronima
misa. U isto vrijeme, manji broj (10%) malih neurona SG majmuna izrazava mRNA Y2
receptora, sa samo nekoliko mRNA pozitivnih neurona na Y1 receptor (159). U neuronima
Stakora zabiljeZzena je kolokalizacija Y1 receptora s CGRP, biljegom subpopulacije
peptidergi¢kih neurona SG. U miSa je utvrdeno da Y2 receptor lokaliziran u vakuolama
citoplazme neurona SG kolokalizira s CGRP i IB4, dok u neuronima s membranskim tipom
Y2 receptora ova kolokalizacija nije zamijeéena (154), iz ¢ega se zakljucuje da ¢e ovisno o
razlic¢itim subcelularnim lokalizacijama Y2 receptora ovisiti i afinitet za vezanje liganda, kao

1 odgovor na agoniste 1 antagoniste u prijenosu osjeta boli.

NPY je zabiljezen i u povrSinskim slojevima dorzalnog roga kraljezni¢éne mozdine Stakora.
Izrazaj NPY potjece uglavnom iz lokalnith NPY inhibicijskih interneurona, koji kao
neurotransmitter koriste y-aminomaslac¢nu kiselinu (engl. y-Aminobutyric acid; GABA) (160),
dok manji udio potjece od NPY pozitivnih primarnih aferentnih Ziv€anih zavrSetaka i
eferentnih neurona iz lokus coeruleus-a, koji otpuStaju noradrenalin 1 kolokaliziraju s NPY
(160). Y1 receptor vrlo je rasprostranjen u kraljezni¢noj moZdini Stakora. Do sada su
pronadeni Y1 receptori u najmanje sedam razli¢itih subpopulacija malih i velikih neurona, u
razli¢itim slojevima sive tvari kraljeZznicne mozdine. S druge strane, Y2 receptori su
isklju€ivo rasprostranjeni u aferentnim Zziv€anim zavrSetcima, koji zavrSavaju u povrSnim

laminama kraljeZni¢éne mozdine (144).

1.6.2 Neuropeptid Y i dijabetes

U ljudi oboljelih od dijabetesa, kao i u animalnim modelima DM, uoceno je drasti¢no
povecanje koncentracije NPY u krvnoj plazmi (161). Dosadasnja istraZivanja o izrazaju NPY
provedena su na razli¢itim tkivima u modelu dijabetickog oStecenja. Smatra se da promjene

izrazaja NPY i njegovih receptora u tkivu srca i na sr€anim Ziv€anim zavrSetcima, uz
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strukturne promjene miokarda i unutarstani¢nog signaliziranja kalcija, poti¢u nastanak
dijabeticke miokardijalne neuropatije (162). Povecani izrazaj NPY i/ili regeneracija NPY-
imunoreaktivnih ziv€anih vlakana u jeziku Stakora moze se objasniti kompenziranim
odgovorom plasti¢nosti neurona u dijabetickom modelu, kao rezultat promjene u
koncentraciji neurotropnih Cimbenika otpusStenih iz upalnih stanica imunoloskog sustava

(135).

Uz navedeno, utvrdeno je da NPY posjeduje i imunomodulacijsku ulogu kod upalnih stanja.
lako je izlu¢ivanje NPY iz neurona enterickog autonomnog ziv€anog sustava stimulirano
upalnim medijatorima i citokinima, aktivirani NPY posjeduje svojstvo “neurogenske
regulacije upale” putem parakrinog utjecaja na imunoloski sustav (163). Nabzdyk i sur. su na
kuni¢jem modelu zacjeljivanja ishemijskih dijabeti¢kih rana prikazali smanjenje genskog i
proteinskog izrazaja NPY u kozi Zivotinja zbog poremecaja u imunoloskom odgovoru (132).
Slabije cijeljenje dijabetickih rana, kao rezultat dijabetiCke neuropatije, regulirano je od
strane imunoloskog sustava preko neuropeptida NPY i povratnog odgovora istog, ne samo na
stanice imunoloSkog, nego 1 epitelnog sustava koze, koja ima istu ektodermalnu osnovu

razvoja kao i ziv€ani sustav (132).

Do sada su samo 3 studije proucavale izrazaj NPY u ziv€anom tkivu SG na modelu
dijabetesa. Izrazaj NPY nije zabiljezen u SG nakon izlaganja hiperglikemiji, kao niti u
kontrolnim skupinama Stakora (147, 164, 165). Lin 1 sur. istrazili su izrazaj NPY u SG na
modelu ostecenja zivea medianusa u dijabeti¢nih Stakora, objasnjavajuci razvitak simptoma
neuropatije ve¢ nakon 2 tjedna prate¢om hiperglikemijom (147). Burnand i sur. metodom
RNA hibridizacije na mikro¢ipovima, 8 tjedana od indukcije dijabetesa nisu uspjeli pronaci
promjene u genskom izraZaju razli¢itih ¢cimbenika, koje su karakteristicne za aksotomiju (a
medu koje se ubraja i gen za NPY), u SG dijabeti¢nih Stakora. lako model DM u mnogome
oponasa model aksotomije, povecanje izrazaja ovih gena je izostalo vjerojatno zbog gubitka
neurotrofickih ¢imbenika rasta u dijabetickom modelu ostecenja neurona (164). Chottova
Dvorakova 1 sur. takoder nisu utvrdili promjene izrazaja NPY unutar SG Stakora, na
kroni¢énom modelu sréane dijabeticke neuropatije, u trajanju od 26 do 53 tjedna, koriStenjem

RT-PCR i imunohistokemijskog bojanja (165).
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1.6.3 Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta

VEGEF-A je ¢lan obitelji dimernih glikoproteina. Pripada velikoj obitelji ¢imbenika rasta koji
nastaju iz trombocita. Ostali ¢lanovi ove obitelji su VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E i
¢imbenik rasta placente (engl. placental growth factor; PGF) (166). Svi tipovi VEGF, ovisno
o tipu stanica i stani¢nih procesa, vezu se razli¢itim afinitetom i selektivno$¢u na razlicite
receptore na membrani stanica. Aktivnost VEGF posredovana je transmembranskim tirozin-
kinaznim receptorima visokog afiniteta: VEGFR-1 1 VEGFR-2, kao i VEGF tirozin-
nekinaznim koreceptorima iz obitelji neuropilina (NRP): NRP1 NRP2. Misevi koji nemaju

VEGEF receptora ugibaju u embrionalnoj fazi razvoja (166).

Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta je signalni protein rasta koji utjeCe na permeabilnost
krvnih zila i proliferaciju endotelnih stanica. VEGF ima presudnu ulogu u patoloskoj 1
fizioloskoj angiogenezi. Multifunkcionalni je protein, koji pokazuje visestruke ucinke na
endotelne stanice krvnih Zila i uzrokuje neoangiogenezu. VEGF stimulira endotelne stanice
na migraciju, diobu te ih Stiti od apoptoze i starenja (166). Na molekularnoj razini, VEGF
reprogramira gensku ekspresiju endotelnih stanica, §to dovodi do povecanog izrazaja brojnih
specificnih proteina kao §to su: prokoagulantni tkivni ¢imbenik, proteini uklju¢eni u
fibrinoliticke puteve, matriks metaloproteinaze i brojni antiapoptoticki ¢imbenici. Njegova
druga znacajna uloga je povecavanje permeabilnosti krvnih zila (167). lako primarno djeluje
na endotel krvnih zila, VEGF ima uc¢inak i na druge stanice koje izraZzavaju VEGF receptore.
VEGEF stimulira monocito/makrofagnu kemotaksiju, ima ucinak na limfocite, granulocitno-
makrofagne progenitorske stanice, osteoblaste, i neke tumorske stanice. VEGF kao
permeabilni vaskularni ¢imbenik rasta ima ulogu u stanjima upale i drugim patoloSkim
procesima. U razliitim upalnim stanjima mastociti su glavne stanice koje sudjeluju u
izlu€ivanju proinflamatornih molekula VEGF (168). VEGF ima zna¢ajnu ulogu u normalnoj
angiogenezi, tijekom upale, u procesima koji su vezani uz zarastanje rana, razvoju embrija,
reproduktivnom ciklusu 1 trudno¢i. Osim u fizioloSkim stanjima, povecanje izrazaja VEGF
gena je pronadeno i tijekom razvoja cijelog niza bolesti kao §to su reumatoidni arthritis,
dijabeticka retinopatija, a vezZe se i uz rast, invaziju i metastaziranje tumora (169). Smatra se
da je VEGF od kriticne vaznosti u tumorskoj angiogenezi, zbog svoje vazne uloge u
stimulaciji stani¢nog preZivljavanja, mitogenezi, migraciji, diferencijaciji, kao 1 krvozilnoj
propusnosti i mobilizaciji endotelnih progenitorskih stanica (170). Tumorski mikrookolis§

karakteriziran hipoksijom, acidozom, prisutno$¢u slobodnih radikala i citokina, povezan je s
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promjenama u izrazaju i djelovanju VEGF 1 njegovih receptora. Povisena koncentracija
VEGF u krvnome serumu korelira s loSijjom prognozom u nekih solidnih tumora.
Istovremeno, novije spoznaje ukazuju da inhibicija tumorske angiogeneze povecava ucinak

primjenjene kemoterapije i radioterapije (171).

Novija istrazivanja naglaSavaju njegovu pluripotentnu ulogu i u zivéanom sustavu. VEGF
posjeduje neurotrofnu (prezivljavanje) i neurotropnu (neurogeneza i rast neurona) ulogu u
parakrinom nadziranju neurona srediSnjeg i1 perifernog zivcanog sustava (170). Protektivna
uloga VEGF s naglaskom na neuronalnoj komponenti zastite obuhvaéa neurogenezu,
sinapticku plasti¢nost, neuroprotekciju i neuroregeneraciju razliititih vrsta neurona i
potpornih stanica (172). Zastitna uloga VEGF opisana je na modelima razlicitih neuroloskih
bolesti, uklju¢uju¢i oporavak nakon mozdanog udara, u Alzheimerovoj i Parkinsonovoj
bolesti, multiploj sklerozi i epilepsiji (134). Na najproucavanijem modelu amiotrofi¢ne
lateralne skleroze prikazana je progresivna degeneracija motornih neurona, kao rezultat
delecije gena zaduZenog za izrazaj VEGF, kao 1 poboljSanje simptoma, povecanjem izrazaja
VEGF u neuronima nakon injiciranja istog (173). Iako je do sada terapijski u¢inak VEGF na
ozljede neurona u dijabetickoj neuropatiji smatran isklju¢ivo posrednim, preko poticanja
angiogeneze i reperfuzije (174), danasnji rezultati upucuju na izravnu ulogu VEGF u zastiti
neurona (170). U hipoksi¢nim uvjetima tijekom upalnih stanja i na dijabetickom modelu
neuropatije, VEGF je pokazao neuroprotektivnu ulogu povecanjem mozdanog protoka,

smanjenjem odgovora neurona na stres 1 povecanjem prezivljavanja neurona (175, 176).

U cilju uspostavljanja funkcionalne mreze neurona, neuroni tijekom razvoja prolaze faze
diferencijacije, migracije, usmjeravanja aksona prema specificnim mjestima inervacije i
uspostavljanja sinapticke mreze kontakata. VEGF 1 njegovi receptori imaju izravne ucinke u
spomenutim funkcijama (177). Nedavna istrazivanja su pokazala da u nepovoljnim uvjetima
hipoksije, oksidativnog stresa i hipoglikemije VEGF posredovanjem razli¢itih mehanizama,
inhibira stani¢énu smrt 1 potiCe neurogenezu (177). Diferencijacija neurona iz mati¢nih
neuralnih i progenitornih stanica odvija se za vrijeme razvitka, ali i u odrasloj dobi. Endotelne
stanice utjeCu na njihovu proliferaciju preko aktivnosti VEGF. Intracerebroventrikularno
injiciranje VEGF poti¢e neurogenezu i preko razli¢itih ¢imbenika rasta, kao §to je BDNF
(engl. brain-derived neurotrophic factor) stimulira proliferaciju neurona (169). Putem slicnog
mehanizma, povecanjem izrazaja VEGF 1 VEGF-2 receptora, antidepresivi djeluju na
proliferaciju neurona hipokampusa (178). Buduéi da, u patogenezi psihijatrijskih bolesti

zna€ajnu ulogu imaju apoptoza i atrofija neurona, trofi¢ni ¢imbenik VEGF se pokazao
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neophodnim u odrzavanju morfologije 1 plasticnosti neurona. lako novije studije na
Stakorskom modelu depresije nisu zabiljezile promjene VEGF u serumu, izrazaj VEGF je bio
nizak u hipokampusu i frontalnom reznju Stakora. S druge pak strane, povecan izrazaj VEGF
je pokazao antidepresivni i anksioliticki uc¢inak, koji se ocitovao pove¢anom mobilnoséu
miSeva u izvrSavanju zadatka plivanja (178). Povecan izrazaj VEGF u hipokampalnoj
formaciji posljedi¢no poboljSava pamcenje 1 mehanizme ucenja (177). Suprotno tome,
gubitak VEGF tijjekom razvitka mozga rezultira smanjenjem vaskularizacije mozga i
apoptozom neurona, s posljedicnom atrofijom hipokampusa i mikrocefalijom (178). Uc¢inak
VEGEF u zastiti neurona od hipoksije ili glutamatom inducirane neurotoksi¢nosti je vidljiv na
razliitim vrstama stanica; hipokampusnih, dopaminergickih i cerebelarnih neurona, neurona
mreznice i perifernog ziv€anog sustava. VEGF ostvaruje izravnu neuroprotektivnu ulogu
inhibicijom apoptoze neurona preko enzima kaspaze 9, kao i povecanjem izrazaja vlastitih,
VEGF-2 receptora (169). Neizravnu neuroprotektivnu ulogu VEGF ostvaruje povecanjem
mozdanog protoka i dilatacijom cerebralnih arterija, pove¢anjem opskrbe mozga glukozom i

antioksidativnom aktivnos$éu preko hem oksigenaze (169).

VEGEF je pokazao i ulogu u regeneraciji neurona nakon ozljede. Na modelu kompresijske
ozljede cervikalnog SG Stakora regeneracija neurona je bila potaknuta povecanjem izrazaja
VEGF i VEGF-2 receptora (179). Izlaganje miSeva novom okoliSu uzrokovalo je povecanje
izrazaja VEGF 1 brojnih dendrita u hipokampalnim neuronima, $to ukazuje na njegovu
funkciju u dendritogenezi 1 modulaciji sinapticke plasti¢nosti (178). U perifernom zivéanom
sustavu, VEGF se pokazao neophodnim u poticanju rasta i prezivljavanja aksona senzornih
neurona SG, djeluju¢i preko VEGF-2 receptora, dok je u SG novorodenih Stakora isti proces
bio posredovan preko NRP2 receptora. Povecan izrazaj VEGF-2 receptora je zaStitio neurone
od paklitakselom izazvane neuropatije, dok je inhibicija istoga rezultirala razvitkom senzorne

periferne neuropatije (180).

Uloga VEGF je do sada istrazivana na modelima upalne i konstrikcijske ozljede Zivca 1
razvitka simptomatske neuropatije, pri ¢emu je utvrden promjenjen izraZaj istog u neuronima
(181-183). Injiciranje cisplatina uzrokuje alodiniju 1 termalnu hiperalgeziju, uz gubitak
regeneracijske sposobnosti osjetnih neurona u miSa. Bol vjerojatno nastaje kao rezultat
smanjenja izrazaja VEGF 1 regeneracijskih biljega u osjetnim neuronima odgovornim za
procese neuroregeneracije i neuroprotekcije. Ovakav model odgovora kemoterapijskom
modelu u pacijenata oboljelih od malignih bolesti, gdje injiciranje VEGF pokazuje ulogu u

zaStiti nerona od apoptoze i razvitka simptoma neuropatije (184).
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Na modelu ozljede kraljezni¢ne mozdine, aplikacija VEGF smanjila je posljedice ozljede,
inhibicijom upale putem povecanja stanicnog procesa autofagije, Sto je imalo kriti¢nu ulogu u
prezivljavanju i funkcionalnom oporavku motornih neurona. Iako je paradoksno, budu¢i da
autofagija ima ulogu u stani¢noj smrti, u ovom slucaju autofagosomi S$tite neurone od
stani¢ne smrti 1 potiu prezivljavanje, ¢iS¢enjem upalnih ¢imbenika iz citoplazme neurona
(185). Na modelu kompresijske ozljede cervikalnog SG, lokalna upala je uzrokovala
povecanje apoptotskih promjena neurona, ali i izrazaja VEGF. VEGF je kompenzacijski
zaStitio neurone stimulacijom regeneracije krvnih zila koje opskrbljuju neurone i izravnim
poticanju regeneracije neurona preko njihovih membranskih receptora (179). Povecanje
izrazaja VEGF-A i VEGF-B u neuronima TG, kao i subkonjuktivalna aplikacija VEGF-B
uzrokovala je regeneraciju oStecenih neurona, bez obuhvacanja zdravih neurona i poticanja
neovaskularizacije. Proces regeneracije primijeen je i na perifernim tkivima, poboljSanjem
osjeta roznice (186). Dhondt i sur. su potvrdili neuroprotektivnu ulogu VEGF-B, na osjetnim
neuronima u razli¢itim patoloSkim stanjima. Povecani izrazaj VEGF-B u SG Stakora je
smanjio hiperglikemijski uzrokovani odgovor neurona na stres i povecao prezivljavanje

neurona (187).

1.6.4 Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta i dijabetes

Promjene izraZzaja VEGF u Ziv€anom sustavu su prouavane i na dijabetickim modelima.
Medutim, iako su promjene izrazaja VEGF vaZan ¢imbenik u patofiziologiji dijabeticke
neuropatije te su praene promjenama u bolnom ponaSanju Stakora, rezultati dinamike
izrazaja VEGF u SG na dijabetickom modelu su za sada proturjecni, dok njegov izrazaj u TG
do sada nije istraZivan (69, 176, 183). Samii i sur. pokazali su da hiperglikemija izravno
potiCe povecan izraZzaj VEGF u SG miSa 12 tjedana nakon indukcije DM (188). Taiana i sur.
potvrdili su isto na embrionalnim SG Stakora ve¢ 2 dana nakon izloZenosti hiperglikemiji
(183), dok su Pawson 1 sur. zabiljeZili smanjenje izraZzaja VEGF u malim i srednjim osjetnim

neuronima SG $takora 3 tjedna nakon indukcije DM2 (69).

Verheyen i sur. potvrdili su terapijsku ulogu VEGF u izravnoj zaStiti osjetnih neurona na
modelu dijabeticke neuropatije (176). Funkcionalne promjene perifernih neurona 12 tjedana
nakon indukcije DM, uz povecanje izrazaja VEGF u neuronima SG, ukazuju na njegovu
ulogu u regeneraciji nakon oStecenja neurona (188). Patogeneza dijabeticke neuropatije je

usko povezana s mikroangiopatijom i neuralnom ishemijom (174). VEGF se pokazao kao
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dobar Cimbenik u zastiti neurona SG od stani¢nog stresa uzrokovanog hiperglikemijom, na
modelima dijabeticke periferne neuropatije in vivo i in vitro. Verheyen i sur. prikazali su
utjecaj hiperglikemije na povecan izrazaj ¢cimbenika aktivacije transkripcije vezanog uz stres
(engl. stress-related gene-activating transcription factor 3; ATF3), jednog od prvih biljega
odgovora neurona na stres izazvan ozljedom. Injiciranje VEGF u straznju Sapu Stakora
smanjuje odgovor neurona na stres kao i1 oSte¢enje mitohondrijskih membrana potaknuto
hiperglikemijom. Dvostrukim imunohistokemijskim bojenjem na VEGF receptor 1 i protein
gen produkt (engl. protein gene product 9,5; PGP 9,5) u osjetnim neuronima i zivéanim
zavrSetcima koze dijabeticnih Stakora, potvrden je utjecaj VEGF na smanjenje izrazaja
simptoma neuropatije, $to je rezultiralo smanjenjem mehanicke hiperalgezije (176). Unos
VEGF putem plazmidnog vektora, u dva zivotinjska modela poboljsao je ishod ishemijske
dijabeticke neuropatije, regeneracijom malih osjetnih i velikih neurona perifernog zivéanog
sustava te rezultirao smanjenjm znakova termalne hiperalgezije (174). Natsume 1 sur. su na
dijabetickom modelu, povezali utjecaj povecanog izrazaja VEGF u tibijalnom Zivcu Stakora s
zaStitom neurona od oStecenja, poboljSanjem ishoda neuroloskih mjerenja i ponaSanja
povezanog s boli (168). U pacijenata oboljelih od oba tipa dijabetesa utvrdeno je da
hiperglikemija per se uzrokuje smanjenje izraZzaja VEGF u kozi, progresivno oStecenje
endotela 1 gubitak intraepidermalnih Ziv¢anih vlakana. Izrazaj VEGF je smanjen u tkivima
dijabeti¢nih bolesnika, s veéim intenzitetom gubitka izrazaja istog u tezim oblicima
simptomatskih neuropatija (167). Navedeno se povezuje s gubitkom intraepidermalnih

ziv€anih vlakana, koji je pra¢en pojavom neuroloskih simptoma u dijabetickoj neuropatiji.

VEGF ima ulogu u sinapti¢koj plasti¢nosti neurona SZS i u ranoj fazi dugoro¢ne
potencijacije (172). Djeluje preko NMDA receptora (189), koji su vazni u dugorocnoj
potencijaciji 1 pohrani informacija u formi dugoro¢nog pamcenja (190). U hipokampusu
VEGF izaziva dugoro¢nu potencijaciju modulacijom aktivnosti CaMKII (189), promjenama
u frekvenciji intradendritskih oscilacija kalcija kojom wupravljaju NMDA glutaminski
receptori (191), uzrokuju¢i promjene u sinaptiCkom prijenosu signala. Aktivirana CaMKII
sluzi kao kljuéna komponenta unutarstanicnih signalnih putova pridonoseéi razvoju

neuropatije i trajne podrazenosti neurona straznjeg roga u DM neuropatiji (192).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je bio istraziti promjenu izrazaja fosforiliranog oblika enzima CaMKlIla,
VEGF i1 NPY u neurokemijski specificnim subpopulacijama osjetnih neurona trigeminalnog
ganglija u Stakora, dva tjedna i dva mjeseca nakon indukcije Secerne bolesti tipa 1 1 2.
Dodatni cilj je bio analizirati morfoloske promjene u trigeminalnom gangliju izrazene
prosjecnim promjerom neurona. Dinamika promjena istrazivanih ¢imbenika ¢e ukazati na

njihovu mogucu ulogu u nastanku dijabeti¢ne trigeminalne neuropatije.
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3. HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Nakon izazivanja dijabetesa tipa 1 i 2 u Stakorskom modelu ¢e se:

1. povecati intenzitet izraZaja fosforilirane CaMKIla u trigeminalnom gangliju Stakora;

2. povecati udio VEGF-imunorektivnih neurona;

3. povecati udio NPY-imunorektivnih neurona;

4. promjene izrazaja istrazivanih ¢cimbenika ¢e biti naglaSenije u subpopulacijama malih
nociceptivnih neurona trigeminalnog ganglija;

5. promjene izrazaja istrazivanih ¢imbenika razlikovati ¢e se u dva eksperimentalna tipa

dijabetesa.
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4. METODE I MATERIJALI

4.1 Eticka pitanja

Istrazivanje je provedeno u Laboratoriju za neurokardiologiju Zavoda za anatomiju,
histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu i financirano sredstvima
projekta Mehanizmi sr¢ane boli u ishemiji, metabolickim promjenama i u starosti (216-
2160528-0067, MZOS). Animalni model financiran je u okviru projekta Molekularna
memorija u dijabetickoj neuropatiji (MEMODIN), sredstvima Hrvatske zaklade za znanost
(HRZZ) br. 02.05/28. Za provodenje istrazivanja suglasnost je izdalo Eticko povjerenstvo
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu (Klasa 003-08/10-03/0011, Ur.br.: 2181-198-04-

10-0008). Svi pokusni postupci izvedeni se u skladu sa smjernicama IASP-a.

4.2 Pokusne Zivotinje

U istrazivanju su koriSteni Sprague-Dawley Stakori muskog spola (mase oko 200 g), iz
Nastambe za male pokusne Zivotinje Sveuéilista u Splitu. Stakori su bili smjesteni u plastiéne
kaveze s podlogom od piljevine i kukuruzne stelje, u omjeru 3:1 da bi se izbjegao razvoj
kompresijske neuropatije (193). U prostoriji u kojoj su Stakori bili smjeSteni za vrijeme
istrazivanja odrZavana je konstantna temperatura od ~22°C, a automatska izmjena dnevno-

no¢nih ciklusa odvijala se svakih 12 h.

Zivotinje su uzgajane 2 tjedna ili 2 mjeseca nakon indukcije pokusnog modela, ovisno o
pripadnosti istrazivanim skupinama. IstraZivanje je obavljeno na 40 Stakora, koji su bili

rasporedeni u osam pokusnih skupina:

DM1-2t - Stakori sa Se¢ernom bolescu tip 1 Zrtvovani nakon 2 tjedna (n=6) i C-DMI1-2t—

kontrolni Stakori za dvotjedni model Secerne bolesti tipa 1 (n=4);

DM2-2t - Stakori sa Secernom boleS¢u tipa 2 zZrtvovani nakon 2 tjedna (n=4) i C-DM2-2t—

kontrolni Stakori za dvotjedni model dijabetesa tipa 2 (n=5);

DM1-2m - Stakori sa Se¢ernom boles¢u tipa 1 Zrtvovani nakon 2 mjeseca (n=5) i C-DM1-2m

- kontrolni Stakori za dvomjesecni model Secerne bolesti tipa 1 (n=3);
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DM2-2m - stakori sa Se¢ernom bolescu tipa 2 zrtvovani nakon 2 mjeseca (n=3) i C-DM2-

2m- kontrolni Stakori za dvomjesecni model Secerne bolesti tipa 2 (n=5).

4.3 Stakorski modeli dijabetesa

Ovisno o vrsti hrane koju su dobivali $takori su bili podijeljeni u dvije skupine. Stakori
koristeni za model DM1 1 njihova kontrolna skupina hranjeni su ad libitum standardnom
hranom za pokusne Stakore koja se u ukupnom postotku kalorijskog unosa sastoji od 9%
masti, 27% proteina i 64% ugljikohidrata (4RF24 GLP, Mucedola srl, Settimo Milanese,
Italija). Stakori koji su koristeni za model DM2 i njihova kontrolna skupina hranjeni su ad
libitum masnom hranom koja se sastojala od 58% masti, 25% proteina i 17% ugljikohidrata, u
ukupnom kalorijskom unosu. Stakori su na poéetku pokusa dva tjedna hranjeni jednom od
dvije vrste hrane, nakon ¢ega su rasporedeni u dijabeti¢ne ili kontrolne pokusne skupine

(194).

Seéerna bolest tipa 1 i 2 izazvane su Zivotinjama prema do sada poznatim modelima (194).
Model DMI1 izazvan je jednokratnim intraperitonealnim ubrizgavanjem streptozotocina
(STZ) u dozi od 55 mg/kg. STZ je toksi¢an za B stanice Langerhansovih otoci¢a u gusteraci.
Nakon primanja injekcije STZ unutar 2-4 dana Zivotinje razvijaju hiperglikemiju, osnovnu
karakteristiku dijabetesa (195). DM1 S$takori tijekom cijelog trajanja pokusa hranjeni su
standardnom hranom za pokusne Stakore. Kako bi razvili DM2 §takori su od pocetka pokusa
hranjeni 2 tjedna masnom hranom, te im je intraperitonealno aplicirana manja doza STZ (35
mg/kg). Na taj nacin oponasa se dijabetes na Stakorskom modelu koji se odlikuje
metaboli¢kim abnormalnostima i oponasa prirodni razvoj dijabetesa tipa 2 kod ¢ovjeka (194).
Kontrolna skupina za DM?2 Stakore (C-DM2) tijekom cijeloga pokusa je hranjena hranom s
visokim udjelom masti, a 2 tjedna nakon pocetka takve ishrane S$takori su dobili

intraperitonealnu injekciju citratnog pufera.

Stakori iz DM1 skupine testirani tijekom 2 mjeseca su primali jednom tjedno jednu jedinicu
dugodjelujuceg inzulina (Lantus Solostar, Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt am
Main, Njemacka), kako bi se izbjegao razvitak ketoacidoze i smanjenje tjelesne mase, koji bi
mogli dovesti do loSeg opceg stanja pokusne Zivotinje. Koristena je minimalna doza inzulina,
koja se obi¢no upotrebljava u istrazivanjima dijabeti¢ne neuropatije na STZ modelu Stakora,

dovoljna za odrZavanje dobrog stanja Stakora, a nedovoljna za utjecaj na istrazivane varijable.
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Pokusnim Zivotinjama je pomocu glukometra One Touch Vita (LifeScan, High Wycombe,
Velika Britanija) izmjerena koncentracija glukoze u plazmi cetiri dana nakon indukcije

dijabetesa, uzorkovanjem kapljice krvi s vrha repa.

U nastavak istrazivanja ukljuceni su samo DM1 S§takori koji su nataste imali koncentraciju
glukoze u plazmi iznad 300 mg/dL i DM2 §takori ¢ija je razina glukoze u plazmi bila vec¢a od
200 mg/dL, uz odsustvo bolnog ponaSanja na pocetku istrazivanja i razvoj pretjerano bolnog
ponasanja 2 tjedna nakon indukcije DM. Kriteriji iskljuCenja Stakora u studiji su bili:
koncentracija glukoze u plazmi ispod propisanih vrijednosti za dijagnosticiranje dijabetesa,
postojanje pretjeranog bolnog ponasanja na pocetku istrazivanja, odsustvo pretjeranog bolnog

ponasanja 2 tjedna nakon indukcije DM i smrt Zivotinje.

4.4 Priprema tkiva za imunofluorescenciju

Dva tjedna ili dva mjeseca nakon pocetka pokusa Stakori su anestezirani 5%-tnim
izofluranom (Forane, Abbott Laboratories Ltd., Queenborough, Velika Britanija), te
perfundirani fizioloSkom otopinom i Zambonijevim fiksativom (4% paraformaldehid i 0,20%

pikrinska kiselina u 0,1M fosfatnom puferu — PBS).

Trigeminalni gangliji su izvadeni, fiksirani 48 h u Zambonijevu fiksativu. Desni TG je
podvrgnut postupku krioprotekcije, u 30%-tnoj otopini saharoze u 0,01M PBS preko no¢i.
Sljedeci dan su tkiva uklapana u inertni medij za uklapanje (Optimal Cutting Temperature
OCT freezing medium, Tissue Tek, Tokyo, Japan) i zamrznuta. Tkivo je izrezano na
kriotomu (Thermo Shandon Cryotome, Pittsburgh, PA, SAD), na rezove debljine 7 pym uzduz
duge osi ganglija i rezovi zalijepljeni su na predmetna stakalca (Histobond +, Paul
Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Konigshofen, Njemacka). Lijevi TG je nakon fiksacije i
ispiranja u PBS-u dehidriran, uklopljen u paraffin i izrezan na serijske parafinske rezove,

debljine 5 um.

4.5 Bojenje hemalaun eozinom

Deaparafinirani tezovi TG su bojani hemalaunom u vremenskom periodu od 3-5 minuta,

nakon ¢ega su isprani jednu minutu u destiliranoj, a potom 5-10 minuta u vodovodnoj vodi.
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Nakon 3-5 minuta bojenja eozinom i dehidriranja preparata, rezovi su uklopljeni u kanadski

balzam i prekriveni pokrovnim stakalcem.

4.6 Imunoflurescencijska bojenja

Imunofluorescencijskom metodom je prikazana prisutnost biljega pCaMKIla, VEGF i NPY u
tkivu TG. Kao biljeg ne-peptidergickih neurona koriStena je kolokalizacija s IB4.

Za dvostruko imunofluorescencijsko bojenje koristena je kombinacija primarnih protutijela i
konjugata aglutinina IB4 s fluoresceinom (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD, kat. br. 2895,
uz razrjedenje 1:200), u kojoj su rezovi inkubirani preko noé¢i u tamnoj komori, te
odgovaraju¢a sekundarna protutijela. Nakon 1,5 h inkubacije preparata u otopinama
sekundarnog protutijela, rezovi su isprani u otopini PBS 1 preklopljeni pokrovnicama s
teku¢inom za prekrivanje histoloskih rezova (Immu-Mount, Shandon, Pittsburgh, PA, SAD).
Za kontrolu nespecificne reakcije sekundarnih protutijela, dijelu preparata u proceduri
bojanja je izostavljena inkubacija s primarnim protutijelima. Tim bojenjima nije dobiven

fluorescentni signal i potvrdena je specifi¢nost koriStenih sekundarnih protutijela.

U istraZivanju su koriStena sljedeca primarna protutijela:

1. Kuni¢je monoklonsko protutijelo za pCaMKlla (sc-12886-P, Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, SAD), razrjedenje 1:100;

2. Kuni¢je poliklonsko protutijelo za VEGF (ab46154, Abcam, Cambridge, Velika
Britanija), razrjedenje 1:200;

3. Ov¢je poliklonsko protutijelo za NPY (ab6173, Abcam, Cambridge, Velika
Britanija), razrjedenje 1:300;

4. Kozje poliklonsko protutijelo za GFAP (ab53554, Abcam, Cambridge, Velika
Britanija), razrjedenje 1:100;

5. Misje monoklonsko protutijelo za NeuN (1B7) (ab104224, Abcam, Cambridge,
Velika Britanija), razrjedenje 1:100;

kao 1 sljedeca sekundarna protutijela:
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1. Magarece protutijelo za IgG kuni¢a konjugirano s rodaminom (Rhodamine Red
TM; 711-295-152, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., Baltimore, PA,
SAD), razrjedenje 1:300;

2. Magarece protutijelo za IgG koze konjugirano s rodaminom (Rhodamine Red
TM; 705-295-003; Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., Baltimore, PA,
SAD), razrjedenje 1:300;

3. Magare¢e protutijelo za IgG misa konjugirano s fluorescein izotiocijanatom
(FITC; 715-095-150; Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., Baltimore,
PA, SAD), razrjedenje 1:150.

Protutijelo pCaMKlIla (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, SAD) je
poliklonalno procis¢eno protutijelo uzgojeno u kunicu protiv aminokiselinskog slijeda [Aa
282 HRQET(-phospho)VDCLK 291], koji sadrzi fosforilirani treonin 286 iz CaMKlla
ljudskog porijekla. Sekvenca imuniziraju¢eg peptida odredena je u prethodnoj publikaciji
Laboratorija za istrazivanje boli Medicinskog fakulteta u Splitu (89). U ekstraktu miSjeg
mozga analiziranom Western Blot metodom, to protutijelo prepoznaje jedinstveni stupac od
~50 kDa proteina, koji odgovara o¢ekivanoj molekulskoj masi CaMKII (prema tehnickoj
podatkovnoj tablici proizvodaca). Sli¢ni proteinski stupci opisani su u ekstraktu ljudskih

astrocita (196) i neuronima hipokampusa Stakora (197).

Za sekundarnu detekciju pCaMKIla i VEGF koriSteno je magarece anti-kuniéje protutijelo
konjugirano s fluorescentnom bojom Rhodamine Red TM (711-295-152, Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc., Baltimore, PA, SAD), u razrijedenju 1:300. To
sekundarno protutijelo je pCaMKIla i VEGF pozitivhe neurone obojilo crvenom
fluorescencijom. Magarece anti-kozje Rhodamine Red TM-konjugirano protutijelo (705-295-
003; Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., Baltimore, PA, SAD) koriSteno je za

sekundarnu detekciju NPY, u razrijedenju 1:300.

Kao biljeg nepeptidergickih nociceptora koristen je konjugat aglutinina IB4 s fluoresceinom,
izoliran iz alge Bandeiraea simplicifolia. To je aglutinin vrlo visokog afiniteta za terminalne
a—D galaktozidne ostatke, dok u manjoj mjeri pokazuje afinitet i za terminalne N-acetil-a-D-
galaktozaminilne ostatke. Odabran je konjugirani oblik aglutinina IB4 koji na sebi ima vezan
fluorescein (IB4 labeled FITC, Sigma — Aldrich, St. Louis, MO; SAD, kat. br. 2895; 1:200),

tako da su IB4 pozitivni neuroni fluorescirali zelenom bojom.
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4.7 Analiza slika i kvantifikacija

Svaki Cetvrti rez trigeminalnog ganglija pregledan je mikroskopom (BX61, Olympus, Tokio,
Japan) i fotografiran koriStenjem hladene digitalne kamere (DP71, Olympus, Tokio, Japan).
Sve slike su snimljene pri povecanju 40x i pri istoj vremenskoj ekspoziciji za svako pojedino
bojenje. Slike su analizirane kao monokromne mikrofotografije (2040x1536 piksela, 12
bitova, 0-4096 razina sive boje) u raCunalnom programu Image J (National Institutes of

Health, Bethesda, MD, USA).

Kod metode dvostrukog bojenja nainjene su mikrofotografije s filterom za zelenu boju
(stanice koje su pozitivno obiljezene FITC) i filterom za crvenu boju (stanice koju su
pozitivno obiljezene Rhodamine Red-om), te su te dvije slike medusobno spojene u jednu
kako bi se vizualizirale stanice koje su dvostruko pozitivho obojene. U istraZivanju je
osigurano provodenje slijepog ispitivanja, tako da su rezovi bili oznaceni brojevima, a

ispitivac koji je fotografirao rezove nije znao kojoj pokusnoj skupini pripadaju isti.

Na vidnim poljima veli¢ine 100x100 um, u kojima su neuroni pokrivali viSe od 80% povrSine
slike, mjeren je izraZaj 1 promjer svakog pojedinog neurona s vidljivom jezgrom. Opticku
gustocu (OG) enzimske imunoekspresije, temeljenu na imunoflorescentnom bojenju aktivnog
oblika CaMKIlIa, mjerilo se analizom mikrofotografija, delineacijskom metodom ocrtavanja
obrisa neurona, uz izuzimanje jezgara, u programu Image J (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, SAD). Analizirano je oko 150 neurona po svakoj Zivotinji. Navedena metoda,
omogucuje veoma precizno mjerenje (slino preciznosti mjerenja opticke gustoce metodom
Western blota), a njezino koristenje viSestruko je opisano u suvremenoj literaturi upravo za
mjerenje intenziteta izrazaja razlicitih proteina u ganglijskim neuronima (198). Dodatni cilj je
bio mjerenje uzduznog i popre€nog promjera svakog pojedinog neurona s vidljivom jezgrom.
Dobiveni podatci podijeljeni su na tri skupine, ovisno o veli¢ini i neurokemijskom sastavu
neurona: IB4 pozitivni neuroni, mali IB4 negativni neuroni (promjera manjeg od 30 um) i

veci [B4 negativni neuroni (promjera veceg od 30um).

U istrazivanju su koriStena imunohistokemijska mjerenja, gdje je kvantitativnim metodama
mjeren udio VEGF 1 NPY imunoreaktivnih neurona, samostalno 1 u kolokalizaciji s 1B4;
uzduzni 1 poprecni promjer imunoreaktivnih neurona s vidljivom jezgrom na podrucju
cijeloga reza. Kod analiziranja izrazaja VEGF brojeni su VEGF pozitivni i negativni neuroni,
samostalno 1 u kolokalizaciji s IB4, na uzorku od oko 300-500 neurona po Zivotinji, uz

istovremeno mjerenje promjera neurona, te je izraunat udio istih. Analiza izrazaja NPY
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provedena je na isti nafin kao i analiza VEGF, na uzorku od oko 1400-2300 neurona po
zivotinji. Postotak obojenih stanica je izraCunat dijeljenjem broja imunopozitivnih stanica
(VEGF ili NPY), odnosno dvostruko obojenih stanica (VEGF/IB4, NPY/IB4) s ukupnim
brojem neurona. Takoder, odreden je i uzduzni i poprecni promjer svake stanice. Pod
pretpostavkom da su ganglijske stanice okruglog oblika, prosje¢ni promjer stanica je

izracunat kao zbroj duljine 1 Sirine neurona s vidljivom jezgrom podijeljen s dva.

4.8 Statisticki postupci

Za provjeru pravilnosti raspodjele koriSten je Kolmogorov-Smirnovljev test. Za usporedbu
izrazaja istrazivanih Cimbenika izmedu kontrolnih i dijabeti¢nih skupina koriSten je
Studentov t-test. Kolmogorov-Smirnovljev test distribucija (engl. Kolmogorov-Smirnov
goodness-of-fit test) koriSten je za usporedbu raspodjela neurona prema prosjenom
promjeru. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (aritmeticka sredina) + standardna
devijacija (M£SD). Razina statistiCke znacajnosti postavljena je na p<0,05. Za statisticku

obradu koristen je ra¢unalni program Statistica 7,0 (StatSoft, Tulsa, OK, SAD).

Izracun potrebne veli¢ine uzorka proveden je koriStenjem mreznog programa koji se nalazi na
mreznoj stranici http://www.stat.ubc.ca/~rollin/stats/ssize/. Za izracun veliine uzorka
koriSteni su podatci dobiveni pilot istrazivanjem na tri Zivotinje, gdje su usporedene skupine
DMI 1 odgovarajuca kontrola. Izraunom veli¢ine uzorka dobiven je minimalan broj od 3
Stakora po skupini da bi studija imala snagu istraZzivanja od 80% (1-f), uz razinu znacajnosti
od o =5%. Na pocetku istrazivanja ukljucen je vec¢i broj Stakora, kako bi nakon primjene
kriterija ukljucenja 1 iskljucenja Zivotinja u istraZivanje u svakoj skupini ostalo najmanje 3

Stakora.
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S. REZULTATI

5.1 Validacija Zivetinjskih modela za indukciju dijabetesa tipa 1 i tipa 2

Tjelesna masa Zivotinja u pokusu su znac¢ajno se smanjila u DM1 i DM2 skupinama Stakora
nakon injekcije STZ u oba vremenska razdoblja. TeZzina DM1 Zivotinja nakon 8 tjedana
odgovarala je tezini kontrolne skupine nakon 2 tjedna indukcije DM1 (oko 260 grama), dok
su tezine C-DM1 Zivotinje nakon 8 tjedana dosegle skoro 420 grama. U modelu DM2 uocena
je sli¢nost u raspodjeli tezina, medutim razlika je bila manja medu kontrolama DM2, nego
DMI1 modela s duzinom trajanja dijabetesa. Zivotinje u modelu DM2, kao i kontrolne
skupine su imale znaCajno vece tezine, u oba vremenska perioda u odnosu na istoimene

skupine u modelu DM1 (Slika 1).

Koncentracija glukoze u plazmi znacajno se povecala u DMI1 i DM2 skupinama Stakora
nakon injekcije STZ u oba vremenska perioda. Medutim, DM1 Zivotinje su imale zna¢ajno
veée koncentracije glukoze u plazmi u oba vremenska razdoblja u odnosu na zivotinje DM2.
C-DM1 i C-DM2 zivotinje su tijekom cijelog pokusa zadrzale normalne vrijednosti glukoze u

plazmi, koje se nisu razlikovale od pocetnih vrijednosti (Slika 1).
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Slika 1. Tjelesne mase i razine glukoze u plazmi Stakora u svim pokusnim i kontrolnim

skupinama 2 tjedna i 2 mjeseca nakon indukcije dijabetesa. Kontrolna skupina za

dijabetes tipa 1 (C-DM1), skupina s dijabetesom tipa 1 (DM1), kontrolna skupina za dijabetes
tipa 2 (C-DM2), skupina s dijabetesom tipa 2 (DM2). Podatci su prikazani kao M+SD; *

oznacava statistiCki znacajnu razliku u usporedbi s odgovaraju¢om kontrolnom skupinom; #

oznacava statisticki znac¢ajnu razliku u usporedbi s odgovaraju¢om skupinom modela DM1

(Student t-test).
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5.2 MorfoloSke promjene u neuronima trigeminalnih ganglija Stakora 2 tjedna i 2

mjeseca nakon indukcije dijabetesa

Na histoloSkom presjeku kroz trigeminalni ganglij Stakora u kontrolnih i dijabeti¢nih skupina
Stakora obojanih hemalaun-eozinom (Slika 2) vide se tijela pseudounipolarnih osjetnih
neurona sa okruglom srediSnje smjeStenom svjetlijom jezgrom 1 vidljivom tamnom
jezgricom. Neuroni nisu jednakomjerno rasporedeni, ali imaju tendenciju grupiranja u
uzduzne formacije odvojene usporednim snopovima mijeliniziranih ziv€anih vlakana.
Potrebno je uociti da mijelin nije primio boju, ali se moze vidjeti valoviti niz snopova
ziv€anih vlakana. Satelitske i Schwannove stanice se ne mogu jasno razlikovati, medutim
satelitske stanice oko tijela neurona pokazuju znakove nabujalosti citoplazme u dijabeti¢nim
skupinama u odnosu na njihove kontrole. Izmedu ziv€anih vlakana prisutno je mnogo
Schwannovih stanica. Iako je struktura i orijentacija snopova ziv¢anih vlakana sli¢na i u
kontrolnim i u pokusnim skupinama, DM skupine imaju mnogo vece vezikule u vidu
dvostrukih pupova stanicne membrane u podru¢ju Ranvierovih ¢vorova, koje su posebice

izrazene u dvo-mjese¢noj DM1 i DM2 skupini.

Imunofluorescencijsko bojenje na gfap (engl. glial fibrilar acidic protein) pokazalo je
intenzivniji izrazaj gfap u zadebljalim satelitskim stanicama dijabeti¢nih Stakora, kao i

kontrolnih Stakora u modelu DM2, 2 mjeseca nakon indukcije (Slika 3).
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Slika 2. Utjecaj dijabetesa tipa 1 i 2 na morfoloSke promjene u neuronima trigeminalnih
ganglija (TG) Stakora 2 tjedna i 2 mjeseca nakon indukcije dijabetesa. Reprezentativna
slika hemalaun-eozin bojenja TG 2 tjedna i 2 mjeseca nakon indukcije dijabetesa u kontrolnih
DMI1 i DM1 te u kontrolnih DM2 i DM2 s§takora. C1 — kontrolna DM1 grupa; DMI1 — tip 1
dijabetes; C2- kontrolna DM2 grupa; DM2 — tip 2 dijabetes; 2t — dvotjedni pokus; 2m —

dvomjesecni pokus.
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Slika 3. Utjecaj dijabetesa tipa 1 i 2 na morfoloSke promjene glije u trigeminalnim
ganglijima (TG) Stakora 2 tjedna i 2 mjeseca nakon indukcije dijabetesa.
Reprezentativna slika imunohistokemijskog bojenja TG na gfap (crveno) 2 tjedna i 2 mjeseca
nakon indukcije dijabetesa u kontrolnih DM1 i DM1 te u kontrolnih DM2 i DM2 $takora.
Neuroni su kontrastno obojeni protutijelom za NeuN (zeleno). C1 — kontrolna DM1 grupa;
DMI — tip 1 dijabetes; C2 — kontrolna DM2 grupa; DM2 — tip 2 dijabetes; 2t — dvotjedni

pokus; 2m — dvomjesecni pokus.

5.3 Distribucija neurona trigeminalnog ganglija Stakora prema veli¢ini u ranom

stadiju Secerne bolesti tipa 11i 2

Analiza distribucije prema veli¢ini neurona pokazala je atrofiju neurona u dijabeticnih DM 1
Stakora, kao 1 debelih Stakora skupine C-DM2, dok je DM2 nakon 2 mjeseca rezultirao
hipertrofijom izolektin pozitivnih i negativnih (IB4+/IB4-) neurona TG.

U subpopulaciji IB4+ neurona, znacajno veci broj neurona TG je bio manjeg prosjecnog
promjera u DM1 Zivotinja u odnosu na njihovu C-DM1 skupinu, 2 tjedna i 2 mjeseca nakon
indukcije dijabetesa (p<0,05; Slika 4A). Isto tako, znaCajna razlika u distribuciji veli¢ina
IB4+ neurona bila je vidljiva izmedu kontrolnih skupina, 2 tjedna i 2 mjeseca nakon pocetka
pokusa, s porastom u veli¢ini neurona u C-DM1-2m skupini, u odnosu na C-DM1-2t skupinu
(p<0,05; Slika 4A). Znacajna razlika u distribuciji veli¢ina IB4+ neurona bila je vidljiva
izmedu pokusnih skupina, 2 tjedna i 2 mjeseca nakon pocetka pokusa, gdje su IB4+ neuroni u
DM1-2m skupini bili zna¢ajno veéi u odnosu na neurone DM1-2t Zivotinja (p<0,05; Slika

4A).

S druge strane, 2 mjeseca nakon indukcije DM2, IB4+ neuroni su bili znacajno veci u odnosu
na C-DM2-2m (p<0,05; Slika 4B). Medu kontrolnim skupinama DM2, IB4+ neuroni su bili
manjeg promjera 2 mjeseca nakon indukcije dijabetesa, u odnosu na C-DM2-2t skupinu

(p<0,05; Slika 4B).

Sliéne promjene zabiljeZene su i u populaciji IB4- neurona, gdje je DMI1 rezultirao
raspodjelom veli¢ine neurona prema znacajno vecem broju manjih neurona, 2 tjedna i 2
mjeseca nakon indukcije dijabetesa (p<0,05; Slika 4A). Unutar DMI1-2m skupine, 1B4-
neuroni su takoder bili nesto ve¢eg promjera u odnosu na neurone DM1-2t skupine (p<0,05;

Slika 4A).
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Dva mjeseca nakon indukcije DM2, IB4- neuroni su bili znacajno vec¢i u odnosu na C-DM2-

2m i DM2-2t skupinu (p<0,05; Slika 4B). Medu kontrolnim skupinama, IB4- neuroni su bili

manji 2 mjeseca nakon pocetka pokusa u skupini C-DM2-2m, u odnosu na C-DM2-2t

skupinu (p<0,05; Slika 4B).
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Slika 4. Distribucija neurona trigeminalnog ganglija (TG) prema veli¢ini u ranom
stadiju Secerne bolesti tipa 1 i 2. Dijabetes tip 1 (DMI1; A) i dijabetes tip 2 (DM2; B).
Reprezentativni primjer imunofluorescencijskog bojenja na izolektin B4 (IB4; C; zeleno) i
pCaMKIla (D; crveno) u TG; preklopljena slika (E). C1 — kontrolna DM1 skupina; DM1 —
tip 1 dijabetes; C2- kontrolna DM2 grupa; DM2 — tip 2 dijabetes; 2t — dvotjedni pokus; 2m —
dvomjesecni pokus; IB4+ — izolektin pozitivni neuroni; IB4- — izolektin negativni neuroni; %
- postotak ukupnog broja neurona; K-S g.f.t. — Kolmogorov-Smirnov goodness-of-fit test.

Povecanje: 40x; mjerilo: 20 pm; podatci su prikazani kao M£SD.

5.4 Intenzitet izrazaja pCaMKIlo u neuronima trigeminalnog ganglija Stakora

samostalno i u kolokalizaciji s IB4 tijekom ranog stadija Sec¢erne bolesti tipa 1 i 2

Imunohistokemijska metoda koriStena je za analizu promjene intenziteta izrazaja pCaMKlIla

u trigeminalnom gangliju 2 tjedna i 2 mjeseca nakon indukcije dijabetesa tipa 11 2.

Indukcija DM1 i DM2 nije uzrokovala promjene u intenzitetu izraZzaja pCaMKIla nakon 2
tjedna u trigeminalnim ganglijima, neovisno o subpopulaciji analiziranih neurona (Slike 5 i

6).

Dva mjeseca nakon ubrizgavanja STZ intenzitet izrazaja pCaMKIla zna¢ajno se povecao u
trigeminalnom gangliju DM1 S§takora u usporedbi s njihovim kontrolama (p<0,05; Slike 5 i
7). Daljnje istrazivanje na DMI1 Stakorima pokazalo je poveCanje inteziteta izrazaja
pCaMKlIla u neuronima malog promjera (d<30um; p<0,05), posebice u subpopulaciji 1B4-
negativnih neurona <30 pum trigeminalnog ganglija (p<0,05; Slike 51 7).

Neovisno o vremenskom razdoblju nakon indukcije DM2 modela nije uocena statisticki

znacajna promjena izrazaja pCaMKlla u trigeminalnim ganglijima Stakora.

StatistiCka analiza je pokazala da ne postoji znacajna razlika u intenzitetu izrazaja pCaMKlla
izmedu dvaju pokusnih modela — DM1 i DM2, 2 tjedna niti 2 mjeseca nakon indukcije

(p>0,05; Slike 5-7).
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Slika 5. Utjecaj dijabetesa tipa 1 i 2 na intenzitet izrazaja pCaMKIllo u trigeminalnim

ganglijima (TG) Stakora 2 tjedna i 2mjeseca nakon indukcije dijabetesa. Reprezentativna
slika imunofluorescencijskog bojenja pCaMKlla u TG 2 tjedna i 2 mjeseca nakon indukcije
dijabetesa u kontrolnih DM1 (A; E), DM1 (B; F) i pCaMKlla u kontrolnih DM2 (C; G) i
DM2 (D; H) stakora. C1 — kontrolna DM1 grupa; DMI1 — tip 1 dijabetes; C2- kontrolna DM2
grupa; DM2 — tip 2 dijabetes; 2t — dvotjedni pokus; 2m — dvomjesecni pokus; povecéanje:

40x; mjerilo: 20 pm i odnosi se na sve slike.
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Slika 6. Utjecaj dijabetesa tipa 1 i 2 na intenzitet izrazaja pCaMKIla u trigeminalnim
ganglijima (TG) Stakora 2 tjedna nakon indukcije dijabetesa. Intenzitet fluorescencije
pCaMKIla u neuronima razli¢itog promjera i neurokemijskog sastava TG na modelu DM1
(A) i DM2 (B) 2 tjedna nakon injekcije STZ; kontrolne skupine — bijeli stupci; pokusne
skupine — crni stupci; C1 — kontrolna DM1 grupa; DM1 — tip 1 dijabetes; C2 — kontrolna
DM2 grupa; DM2 — tip 2 dijabetes; 2t — dvotjedni pokus; 2m — dvomjesecni pokus; SVI — sve
stanice; IB4- — izolektin negativne stanice; IB4- <30 pm — male IB4- stanice; 1 IB4- >30
um - velike IB4- stanice; IB4+ — izolektin pozitivne stanice; OG — opticka gustoca;
povecanje: 40x; mjerilo: 20 um i odnosi se na sve slike; podatci su prikazani kao M+SD; *

oznacava statisticki znacajnu razliku izmedu pokusne i kontrolne skupine.
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Slika 7. Utjecaj dijabetesa tipa 1 i 2 na intenzitet izrazaja pCaMKIla u trigeminalnim
ganglijima (TG) Stakora 2 mjeseca nakon indukcije dijabetesa. Intenzitet fluorescencije
pCaMKIla u neuronima razli¢itog promjera i neurokemijskog sastava TG na modelu DM1
(E) 1 DM2 (F) 2 mjeseca nakon injekcije STZ; kontrolne skupine — bijeli stupci; pokusne
skupine — crni stupci; C1 — kontrolna DM1 grupa; DM1 — tip 1 dijabetes; C2 — kontrolna
DM2 grupa; DM2 — tip 2 dijabetes; 2t — dvotjedni pokus; 2m — dvomjesecni pokus; SVI — sve
stanice; IB4- — izolektin negativne stanice; 1B4- <30 pm — male 1B4- stanice; 1 IB4- >30 pum
- velike IB4- stanice; IB4+ — izolektin pozitivne stanice; OG — opti¢ka gustoca; povecanje:
40x; mjerilo: 20 um 1 odnosi se na sve slike; podatci su prikazani kao M+SD; * oznacava

statisti¢ki znacajnu razliku izmedu pokusne i kontrolne skupine.
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5.5 Udio NPY samostalno i u kolokalizaciji s IB4 u trigeminalnom gangliju ranog

stadija Secerne bolesti tipa 11i2

Imunohistokemijska metoda je koriStena za analizu promjene izrazaja NPY u trigeminalnom
gangliju Stakora 2 tjedna i 2 mjeseca nakon indukcije dijabetesa tipa 1 i 2. Udio NPY
pozitivnih neurona u TG se povecao 2 tjedna i 2 mjeseca nakon ubrizgavanja STZ, u DM1

modelu u odnosu na njihove kontrolne skupine (p<0,05; Slike 91 10).

Kako bi se prikazale promjene u neurokemijski specificnim subpopulacijama neurona TG,
provedeno je dvostruko imunohistokemijsko bojenje na NPY i IB4. Nakon indukcije DM1 u
oba vremenska razdoblja, znac¢ajno se povecao udio NPY/IB4+ neurona TG u odnosu na
njihove kontrolne skupine, dok se udio NPY/IB4- neurona TG zna¢ajno promijenio samo u 2-
tjednoj, u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,05; Slika 8, 9A, 10A). Udio NPY/IB4-neurona
malog promjera (<30 um) se povecao u skupini DM1 modela u odnosu na kontrole u oba

vremenska perioda od indukcije.

Nadalje, indukcija DM2 je uzrokovala znafajnu promjenu udjela NPY/IB4+ i NPY/IB4-
neurona TG nakon 2 mjeseca od indukcije DM u odnosu na njihovu kontrolnu skupinu

(»<0,05; Slika 9B 1 10B).

Usporedbom oba DM modela, udio NPY pozitivnih i NPY/IB4+ neurona u TG 2 mjeseca
nakon ubrizgavanja STZ, bio je znacajno ve¢i u DM2 modelu u odnosu na DM 1 model

(»<0,05; Slike 10).

A

¥

Slika 8. Reprezentativna slika imunofluorescencijskog bojenja na NPY (crveno; A) i
IB4 (zeleno; B) u trigeminalnom gangliju Stakora 2 tjedna nakon indukcije DM1;
preklopljena slika (C). Strjelica oznacava veliki NPY+ neuron, vrh strjelice oznaava mali
NPY+ neuron, koji je ujedno i IB4+; zvjezdica oznaCava kolokalizaciju NPY i1 IB4.

Povecanje: 40x; mjerilo: 20 pm i odnosi se na sve slike.
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Slika 9. Utjecaj dijabetesa tipa 1 (DM1) i 2 (DM2) na izrazaj NPY i IB4 u trigeminalnim
ganglijima (TG) Stakora 2 tjedna nakon indukcije dijabetesa. Udio NPY i IB4 u
neuronima razli¢itog promjera 1 neurokemijskog sastava TG na modelu DM1 (A) i DM2 (B)
2 tjedna nakon injekcije STZ; kontrolne skupine - bijeli stupci; pokusne skupine - crni stupci.
% - udio neurona; povecanje: 40x; mjerilo: 20 um 1 odnosi se na sve slike; podatci su
prikazani kao M£SD; *oznacava statisti¢ki znacajnu razliku izmedu pokusne i odgovarajuce
kontrolne skupine, # oznacava statisticki zna€ajnu razliku u odnosu na odgovarajucu skupinu

u DM1 modelu (p<0,05).
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dijabetesa tipa 1 (DM1) i 2 (DM2) na izrazaj NPY i IB4 u

trigeminalnim ganglijima (TG) Stakora 2 mjeseca nakon indukcije dijabetesa. Udio

NPY i IB4 u neuronima razli¢itog promjera i neurokemijskog sastava TG na modelu DM1

(A) 1 DM2 (A) 2 mjeseca nakon injekcije STZ; kontrolne skupine - bijeli stupci; pokusne

skupine - crni stupci. % - udio neurona; povecanje: 40x; mjerilo: 20 pm i odnosi se na sve

slike; podatci su prikazani kao M+SD; *oznacava statisticki znacajnu razliku izmedu pokusne

i odgovaraju¢e kontrolne skupine, # oznaCava statisticki znafajnu razliku u odnosu na

odgovarajucu skupinu u DM1 modelu (p<0,05).
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5.6 Udio VEGF imunoreaktivnih neurona samostalno i u kolokalizaciji s IB4 u

trigeminalnom gangliju Stakora tijekom ranog stadija Secerne bolesti tipa 1 i 2

Imunohistokemijska metoda koriStena je za analizu promjene izrazaja VEGF u neuronima

trigeminalnog ganglija Stakora, 2 tjedna i 2 mjeseca nakon indukcije dijabetesa tipa 1 1 2.

Usporedbom oba DM modela, 2 tjedna nakon ubrizgavanja STZ, udio VEGF pozitivnih
neurona u TG bio je znacajno veci u kontrolnoj skupini DM2 u odnosu na kontrolnu skupinu
DMI1 modela, dok je udio VEGF/IB4+ neurona bio ve¢i u eksperimentalnoj skupini DM2 u
odnosu na eksperimentalnu skupinu DM1 modela (p<0,05; Slika 13).

Kako bi se prikazale promjene u neurokemijski specificnim subpopulacijama neurona TG,
provedeno je dvostruko imunohistokemijsko bojenje na VEGF i IB4. Istrazivanje je pokazalo
povecanje udjela VEGF+/IB4- neurona velikog promjera (d>30 um) 2 tjedna od indukcije
DMI1. Dva tjedna od indukcije DM2, znaajno se povec¢ao udio VEGF+/IB4+ neurona TG u
odnosu na njihove kontrolne skupine (p<0,05; Slika 13B). Udio VEGF+/IB4- neurona
ukupno i VEGF+/IB4- neurona malog promjera (d<30 pm) smanjio se 2 mjeseca nakon

indukcije DM1 u odnosu na njihove kontrolne skupine (p<0,05; Slike 13B i 14A).

Udio VEGF+/IB4- neurona vec¢eg promjera od 30um je bio nizi u DM2 modelu u odnosu na
DMI model nakon 2-tjedne indukcije, dok je nakon 2-mjese¢ne indukcije udio kontrolne

skupine DM2 bio nizZi odnosu na kontrolnu skupinu DM1 modela (p<0,05; Slike 13 1 14).

E @ & F G e
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Slika 11. Utjecaj dijabetesa tipa 1 (DM1) na izrazaj VEGF u trigeminalnim ganglijima
(TG) Stakora 2 tjedna i 2 mjeseca nakon indukcije dijabetesa. Reprezentativna slika
imunofluorescencijskog bojanja VEGF (crveno) i IB4 (zeleno) u trigeminalnim ganglijima, 2
tjedna nakon indukcije dijabetesa u kontrolnoj skupini DM1 (A; E), u skupini DM1 (B; F) 12
mjeseca nakon indukcije dijabetesa u kontrolnoj skupini DM1 (C; G), u skupini DM1 (D; H).

Povecanje: 40x; mjerilo: 20 um i odnosi se na sve slike.

: G ol g

Slika 12. Utjecaj dijabetesa tipa 2 (DM2) na izrazaj VEGF u trigeminalnim ganglijima

(TG) Stakora 2 tjedna i 2 mjeseca nakon indukcije dijabetesa. Reprezentativna slika
imunofluorescencijskog bojanja VEGF (crveno) i IB4 (zeleno) u trigeminalnim ganglijima, 2
tjedna nakon indukcije dijabetesa u kontrolnoj skupini DM2 (A; E), skupini DM1 (B; F) i 2
mjeseca nakon indukcije dijabetesa u kontrolnoj skupini DM2 (C; G), skupini DM1 (D; H).

Povecanje: 40x; mjerilo: 20 um i odnosi se na sve slike.
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Slika 13. Utjecaj dijabetesa tipa 1 (DM1) i dijabetesa tipa 2 (DM2) na izrazaj VEGF u

trigeminalnim ganglijima (TG) Stakora 2 tjedna nakon indukcije dijabetesa. Udio VEGF

u neuronima razli¢itog promjera 1 neurokemijskog sastava TG na modelu DM1 (A) i modelu

DM2 (B) 2 tjedna nakon injekcije STZ; kontrolne skupine - bijeli stupci; pokusne skupine -

crni stupci. % - udio neurona; povecanje: 40x; mjerilo: 20 um 1 odnosi se na sve slike;

podatci su prikazani kao M+SD; *oznacava statisticki znacajnu razliku izmedu pokusne 1

odgovaraju¢e kontrolne skupine, # oznacCava statisticki znacajnu razliku u odnosu na

odgovarajucu skupinu u DM1 modelu (p<0,05).
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Slika 14. Utjecaj dijabetesa tipa 1 (DM1) i dijabetesa tipa 2 (DM2) na izrazaj VEGF u

trigeminalnim ganglijima (TG) Stakora 2 mjeseca nakon indukcije dijabetesa. Udio

VEGF u neuronima razli¢itog promjera i neurokemijskog sastava TG na modelu DM1 (A) i

DM?2 (B) 2 mjeseca nakon injekcije STZ; kontrolne skupine - bijeli stupci; pokusne skupine -

crni stupci. % - udio neurona; povecanje: 40x; mjerilo: 20 um 1 odnosi se na sve slike;

podatci su prikazani kao M+SD; *oznaCava statisticki znacajnu razliku izmedu pokusne i

odgovaraju¢e kontrolne skupine, # oznaCava statisticki znacajnu razliku u odnosu na

odgovarajucu skupinu u DM1 modelu (p<0,05).
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6. RASPRAVA

Istrazene su promjene intenziteta izrazaja fosforilirane CaMKllo, VEGF i NPY u TG S$takora,
kako bi se prikazao utjecaj dijabetesa na promjenu izrazaja istih u razlicitim subpopulacijama
neurona TG 1 otkrila njihova moguca uloga u dijabetickoj trigeminalnoj neuropatiji. Takoder

su istraZzene morfoloSke promjene neurona TG izazvane DM1 ili DM2.

Validacija pokusnih modela ukazuje da su zivotinje oba modela razvile hiperglikemiju, koje
ja bila naglasenija u DM1 Stakora (Slika 1). Takoder je razvidno da su tjelesne mase
dijabeti¢nih stakora DM1 modela bile niZe u odnosu na njihove kontrole iste dobi. Nasuprot,
tjelesna masa kontrolnih zivotinja DM2 2 mjeseca nakon indukcije bila je visa u odnosu na

kontrolne $takore DM1 modela.

Morfometrija SG u pokusnoj dijabetickoj neuropatiji pokazuje da je indukcija dijabetesa
povezana sa strukturnim promjenama perifernog zivcanog sustava (19). Ta otkri¢a
impliciraju da stani¢no-specificne studije primarnih osjetnih neurona mogu biti vazne u
istrazivanju funkcionalnih razlika medu razli¢itim skupinama primarnih osjetnih neurona i

njihovih uloga u patofiziologiji dijabeticke neuropatije.

Na modelima eksperimentalnog DM1 1 DM2 uocene su morfoloSke promjene u TG $takora,
izazvane kako dijabetesom, tako i1 prehranom s visokim udjelom masnoca (HFD, eng. high fat
diet) — u kontrolnih skupina DM2 (Slika 2). Navedene promjene oCitovale su se zadebljanjem
satelitskih stanica, kao i progresivnom pojavom vakuola u vidu dvostrukih pupova stani¢ne
membrane Schwannovih stanica u podru¢ju Ranvierovih ¢vorova, koja je bila najintenzivnija
u DM?2 modelu, 2 mjeseca nakon indukcije. Imunofluorescencijsko bojenje na gfap pokazalo
je intenzivniji izrazaj gfap u zadebljalim satelitskim stanicama dijabeti¢nih Stakora, kao i
kontrolnih Stakora u modelu DM2, 2 mjeseca nakon indukcije (Slika 3). Ove promjene
ukazuju na aktivaciju satelitskih stanica, kao dio upalnog odgovora na oSte¢enje izazavano
hiperglikemijom 1 HFD. Pojava vakuola u Schwannovim stanicama ukazuje na progresivno
oStecenje ziv€anih vlakana primarnih osjetnih neurona TG u oba dijabeticka modela, ali
takoder ukazuje da HFD izravno (bez prisutnosti znakova DM) rezultira oSte¢enjem aksona
trigeminalnih osjetnih neurona. Zamijecene vakuolarne promjene mijelinske ovojnice mogle
bi doprinijeti poreme¢enom aksonalnom transportu NGF prema tijelima neurona, a koje su do
sada opisane u eksperimentalnim modelima DM (22). MorfoloSke promjene koje smo uocili

u TG Stakora u ranoj fazi DM1 1 DM2 odgovaraju ve¢ do sada opisanima, koje ukljucuju
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degeneraciju aksona i disfunkciju Schwannovih stanica s posljedicnom demijelinizacijom

(18).

Jos dramati¢nije promjene s gubitkom neurona TG 5 tjedana od indukcije DM utvrdili su u
Stakora Nones i1 sur. (19). Oni navedenim promjenama objasnjavaju ispad u prijenosu
senzornih informacija orofacijalne regije utvrden u dijabeticnih Stakora. Nadalje, senzorni
poremecaji uslijed razvitka DM komplikacija u modelu kroni¢cnog DM (do godinu dana)

takoder se povezuju s apoptozom neurona u SG Stakora (199).

Uz promjene intenziteta izrazaja pCaMKlIla, NPY i VEGF u specificnim subpopulacijama
neurona TG izazvane utjecajem DMI1, u ovoj studiji istraZzene su i promjene u veliCini
neurona TG nakon indukcije DM1 i DM2. Smanjenje veli¢ine IB4+ i IB4- neurona je uoceno
2 tjedna, kao i 2 mjeseca nakon indukcije STZ-DM1 modela. Sli¢no smanjenje veli¢ine
neurona SG u akutnoj (4 tjedna) (200) 1 kroni¢noj (12 mjeseci) pokusnoj dijabetickoj
neuropatiji je bilo objasnjeno atrofi¢nim promjenama neurona uzrokovanim hiperglikemijom
(68). S druge strane, DM2 je rezultirao znaCajnim povecanjem promjera neurona obiju
populacija, IB4+ i 1B4-, 2 mjeseca nakon indukcije DM?2. Dalje, usporedbom raspodjele
neurona prema kriteriju prosje¢nog promjera, prikazane su znac¢ajne razlike izmedu kontrolne
DMI 1 kontrolne DM2 skupine, 2 tjedna i 2 mjeseca nakon indukcije dijabetesa, ukazujuéi da
pretilost samostalno moze rezultirati manjim promjerom IB4+ i IB4- neurona u TG. Ozljeda
korijena spinalnog Zivca uzrokuje nocicepcijsku hipertrofiju (201), a neozlijedeni neuroni SG
hipertrofiraju prilikom in vivo impregnacije s NGF ili GDNF (202). Promjene u prisutnosti
NGF u perifernim tkivima 1 aksonalnom transportu istoga prema tijelima neurona, koje su do
sada opisane u pokusnom DM modelu (22), moguce su objasnjenje hipertrofije neurona TG u

Stakora 2 mjeseca nakon indukcije DM2.

U ovom istrazivanju prikazano je povecanje intenziteta izrazaja pCaMKlIla u neuronima TG
Stakora, 2 mjeseca nakon indukcije DM1 modela. Povecanje intenziteta izrazaja pCaMKlIla
pronadeno u neuronima TG dijabeti¢nih Stakora je u suglasju sa studijama provedenim na SG
Stakora (96, 127). Ferhatovic 1 sur. su opisali povecanje izrazaja pCaMKlIlo u DM1 Zivotinja
ve¢ 2 tjedna nakon indukcije dijabetesa (96, 127), uglavnom u velikim neuronima,
mehanoreceptorima (203). Nasuprot spomenutom istrazivanju na SG S$takora, u ovom
istrazivanju nisu nadene promjene u intenzitetu izrazaja pCaMKIla u neuronima TG unutar 2

tjiedna od indukcije DMI1 (Slika. 6). U spomenutom istrazivanju, dva mjeseca nakon
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indukcije dijabetesa se izrazaj pCaMKIla znacajno povecao u svim neuronima SG DMI1

Zivotinja 1 u svim skupinama neurona (mali, srednji 1 veliki) (96).

U suprotnosti sa spomenutom studijom na SG, u ovom je istrazivanju povecanje intenziteta
izrazaja pCaMKlla u TG DM1 zivotinja 2 mjeseca nakon indukcije dijabetesa bilo prisutno
isklju¢ivo u malim neuronima (Slika 7), za koje se zna da sudjeluju u procesu prenosenja
osjeta boli (203). Daljnjim istrazivanjem potvrdeno je povecanje inteziteta izraZaja
pCaMKlIlo u neuronima malog promjera (<30 pm), subpopulacije IB4-negativnih neurona
TG, koji prema dosadasnjim spoznajama veéinom pripadaju peptidergicnim malim C-
neuronima (203). Streptozotocinom izazvan DMI1 u Stakora uzrokuje ranu neuroloSku
disfunkciju (204), ukljuuju¢i promijenjenu osjetljivost na bol (205), Sto sugerira ranu
ukljucenost malih nocicepcijskih neurona (33, 206, 207). Dvije subpopulacije malih osjetnih
neurona, IB4+ i IB4- se ne razlikuju samo po svojim neurokemijskim znacajkama (vezivanje
za IB4; sinteza 1 sekrecija neuropeptida) 1 funkcionalnim karakteristikama, nego 1 odgovoru

na patoloske procese, kao $to je aksotomija (208).

Prezivljavanje IB4- neurona ovisi o NGF, a IB4+ neurona o GDNF (30). IB4- neuroni
pokazuju krace trajanje akcijskog potencijala i manju gustocu ionskih kanala ovisnih o
naponu (209). Visokom temperaturom aktivirane struje unutar ove subpopulacije neurona
(209), uz uocene promjene u intenzitetu izrazaja pCaMKllo unutar ove studije, mogu biti
djelomi¢no obrazlozenje razvitka termalne hiperalgezije u STZ induciranom DM1 modelu

(19).

Dosada$nje imunohistokemijske studije koje su proucavale izrazaj CaMKII u perifernom
ziv€anom sustavu opisale su ulogu CaMKII u procesu nocicepcije (76, 89, 95). Studija na
kranijjalnim ganglijima Stakora je dokazala da je 50% neurona TG, nodoznog 1 jugularnog
ganglija imunoreaktivno na CaMKII i da se nalaze u kategoriji malih do srednje velikih
neurona (95). Carlton 1 sur. su utvrdili da 39% IB4+ neurona SG Stakora takoder izrazava
CaMKlIla (76). Rezultati Price 1 sur. ukazuju na ulogu CaMKIla u nocicepcijskoj

preosjetljivosti, preko modulacije aktivnosti TRPV1 u osjetnim neuronima Stakora (77).

Iako je do sada povecan izrazaj pCaMKIla uocen na modelu akutnog 1 kronicnog DM u SG
(96, 97, 127), u sredi$njem zivcanom sustavu (128, 129, 210) i na razli¢itim drugim tkivima
(124, 125, 128), mehanizam masivne aktivacije CaMKII uzrokovan DM je jo$ uvijek
nedovoljno istrazen. Erickson 1 sur. pokazuju da putem O-povezane glikozilacije,

hiperglikemija aktivira CaMKII, zakljucavaju¢i je tako u konstitucijski aktivnoj konformaciji
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(122). Iako taj proces jo$ nije proucavan na zivéanom tkivu, razumno je za ocekivati slican
proces i unutar osjetnih ganglija, nakon izlaganja istih visokim koncentracijama glukoze.
Drugo potencijalno obrazloZenje bi se moglo odnositi na povecanje izrazaja VGCC unutar
primarnih osjetnih neurona (98, 123), §to moZe uzrokovati povecanje unutarstani¢nih

koncentracija iona kalcija i aktivaciju CaMKII preko kompleksa kalcij-kalmodulin (99).

Aktivacija CaMKII u neuronima poti¢e mnoge stani¢ne procese, uglavnom fosforilacijom
razliitih stani¢nih supstrata i njthovom posljedicnom aktivacijom/deaktivacijom (211). Neki
od tih procesa ukljucuju regulaciju razlicitih stani¢nih ionskih kanala i posljedi¢nu promjenu
stani¢ne podraZzljivosti (120). Pokazano je da aktivnha CaMKII regulira podrazljivost malih i
srednje velikih neurona TG osjetljivih na kapsaicin (88). Jedna od najbitnijih uloga CaMKII
je dugorocna potencijacija i pohrana informacija u formi dugorocnog pamdenja, za koju se
smatra da je molekularna osnova procesa ucenja (99). Poveéan izrazaj CaMKlIla u specifi¢noj
populaciji malih peptidergi¢nih neurona, moze rezultirati brzom i jaom reakcijom neurona
na bolni podrazaj ili pretjeranom reakcijom na normalni podrazaj, s klinickim simptomima
hiperalgezije i alodinije u orofacijalnoj regiji u dijabeti¢cnih bolesnika, kao i u pokusnim
zivotinjskim modelima DM (19, 20). Taj ucinak se moze uzeti u obzir i u patofiziologiji
migrena povezanih s dijabetesom, buduc¢i da su primarni osjetni neuroni koji inerviraju duru
mater lokalizirani u TG (212). Iako su spomenuti neuroni koji inerviraju duru mater
uglavnom ve¢i po veli€ini (212), a u ovoj studiji je pronadeno povecanje intenziteta izrazaja
pCaMKlla isklju¢ivo unutar malih neurona, nije moguce iskljuciti mogucénost zahvacanja

velikih neurona TG nakon duzeg trajanja dijabetesa.

Patofizioloske promjene nastale povecanjem izrazaja CaMKIlo u osjetnim neuronima,
rezultiraju nocicepcijskom preosjetljivos¢u 1 mehani€kom hiperalgezijom, preko modulacije
aktivnosti TRPV1 i interakcije s NMDA receptorima (77, 213); aktivacijom purinergickih
receptora (P2X3) (214) ili pak poveéenjem oksidativnog stani¢nog stresa i oSte¢enjem stanica
(124, 125). Razliciti putovi aktivirani hiperglikemijom dovode do stvaranja reaktivnih
kisikovih spojeva, koji uzrokuju oksidativni stres i upalu tkiva (215). D1 Pietro 1 sur. su uocili
vaznost signalizacijskog puta CaMKII u regulaciji aktivnosti sintetaze duSikovog oksida
(engl. nitric oxide synthase; NOS) na modelu DM (216). CaMKII je modulirajuéi aktivnost
NOS, doprinjela apoptozi pericita mreznice u DM modelu (125). Oksidativni stres nastao
djelovanjem visokih koncentracija glukoze je ve¢ mjesec dana nakon indukcije DM
uzrokovao apoptotske promjene neurona SG, kao i1 u akutno hiperglikemi¢nih Stakora 6 h

nakon primanja infuzije otopine glukoze (217).
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Hiperglikemija i CaMKII mogu izravno utjecati na patogenezu srcanih 1 neurodegenerativnih
bolesti (122) te neuroloSkih poremecaja, modulacijom prometa iona kalcija na razini
kalcijskih kanala, uz promjene genske transkripcije (118). Simptomi dijabeticke neuropatije
povezani su s izravnim neuropatskim ucfinkom hiperglikemije. U STZ-induciranim
zivotinjskim modelima dijabetesa prikazana je pozitivna korelacija hiperalgezije s razinom
hiperglikemije (218). Isto tako, u zdravih osoba, podizanje koncentracije glukoze u plazmi
infuzijama glukoze, posljedicno akutno snizava prag osjeta boli (219). Kontrolirana razina
glukoze povezana je s poboljSanjem ziv€ane provodljivosti i klini¢kih manifestacija

neuropatije u pacijenata s DM1, te mogu¢im poboljSanjem u pacijenata s DM2 (220).

StatistiCka analiza je pokazala da ne postoji znacajna razlika u intenzitetu izrazaja pCaMKlIlo
u TG zivotinja oboljelih od DM2. Dva tjedna i 2 mjeseca nakon indukcije DM2 modela,
intenzitet izrazaja pCaMKlla se smanjio, ali ne znacajno, u svim neuronima TG DM2
Stakora. Ti rezultati su u suglasnosti s rezultatima prethodnih istrazivanja na SG Stakora (96).
Dijabeticka neuropatija je bez sumnje potvrdena na razli¢itim DM2 modelima Stakora (221,
222). Isto tako, trigeminalna bol i osjetni poremecaji su uoceni u pacijenata oboljelih od DM2
(20). Medutim, taj oblik neuropatije je najCeS¢e subklinicki (64). Izostanak povecéanja
intenziteta izrazaja pCaMKIlo u DM2 zivotinja moze se opravdati nizim hiperglikemijama
koje prate klinicku sliku DM2 (96, 128). Za pretpostaviti je da je potrebno duze vremensko
izlaganje nizim hiperglikemijama, kako bi doSlo do promjena u intenzitetu izraZaja
pCaMKIla u trigeminalnim neuronima. Isto tako, spomenuti izostanak povecanja intenziteta
1zraZaja b1 mogao biti rezultat pretilosti kontrolne skupine DM2 Zivotinja i HFD prehrane (3)
ili pak smanjenog, ali perzistentnog lu€enja inzulina u DM2 modelu, koji bi potencijalno

mogao dovesti do promjena u intenzitetu izrazaja pCaMKlla (33, 96, 128).

U ovom istrazivanju utvrdeno je povecanje udjela NPY pozitivnih neurona TG 2 tjedna i 2
mjeseca nakon ubrizgavanja STZ, u DM1 Stakora, dok je izrazaj NPY u TG DM2 S§takora
znacajno porastao tek 2 mjeseca nakon indukcije dijabetesa (Slike 9. 1 10). Pojacan izrazZaj
NPY potvrden je u razli¢itim modelima ozljede neurona (141, 151), medutim, promjene u
izrazaju NPY u razli¢itim tkivima na dijabetickim modelima su prijeporne (132, 135). Do
sada su samo 3 studije proucavale izrazaj NPY u Ziv€anom tkivu SG na modelu dijabetesa
(147, 164, 165). Izrazaj NPY nije zabiljezen u SG nakon izlaganja hiperglikemiji, kao niti u
kontrolnim skupinama Stakora u istim istrazivanjima. Lin 1 sur. su prikazali izraZzaj NPY u SG
na modelu oStecenja zivca medianusa u dijabeti¢nih Stakora, opravdavajuéi brzi razvitak

simptoma neuropatije, pratecom hiperglikemijom, ve¢ 2 tjedna nakon indukcije DM (147).
Y patye, p perg y y J
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Burnand 1 sur. metodom RNA hibridizacije na mikro¢ipovima, 2 mjeseca od indukcije
dijabetesa nisu uspjeli pronaci promjene u genskom izrazaju NPY, koje su karakteristi¢ne za
fenotip neurona nakon aksotomije (a medu koje se ubraja i promjena izrazaja gena za NPY) u
SG dijabeti¢nih Stakora. Iako model DM oponasa model aksotomije, autori smatraju da je
povecanje u izrazaju ovih gena izostalo vjerojatno zbog gubitka neurotrofi¢nih Cimbenika
rasta u dijabetickom modelu osSte¢enja neurona (164). Chottova Dvorakova i sur. takoder
nisu zabiljezili promjene izrazaja NPY mRNA niti NPY imunoreaktivnosti unutar SG Stakora
na kroni¢nom modelu kardijalne dijabeticke neuropatije, u trajanju od 26 do 53 tjedna (165).
U fizioloskim uvjetima u zdravom tkivu osjetni neuroni ne prikazuju izrazaj NPY ili ga
prikazuju u vrlo malim koli¢inama, ali nakon ozljede neurona zabiljeZene su promjene NPY u
smjeru povecanja izrazaja istog u SG Stakora (141, 151). Rezultati navedenih istrazivanja
potvrduju da se morfologija neurona u dijabetickoj neuropatiji nije promijenila, tj. dijabetes
nije uzrokovao vidljivo oStecenje struktura neurona u dijabetickom modelu, ¢ime je izostalo i
povecanje izrazaja NPY u intaktnim neuronima SG Stakora. Slino je potvrdeno i u
istrazivanju Thomas i sur. gdje nisu uocene morfoloske promjene neurona SG Stakora do 12
tjedna od indukcije DM (223). Stoga, rezultati ovog istrazivanja sugeriraju da je povecanje
izrazaja NPY u TG u oba tipa dijabetesa nastalo kao rezultat oSte¢enja neurona u dijabetesu.
Nedavno istrazivanje Nones 1 sur. stereoloSkom analizom neurona TG 5 tjedana nakon
indukcije DM prikazuje znacajan gubitak neurona u TG Stakora (19), §to potvrduje ove
rezultate. Cimbenik rasta neurona regulira otpuitanje neuropeptida, kao dio signalnog puta
regeneracije neurona u odgovoru neurona na ozljedu. U ranom stadiju dijabetesa, sinteza
razli¢itih neuropeptida je najCeSce potaknuta izlucivanjem NGF iz upalnih stanica, koji
sprjeCava razvitak osjetne dijabeticke neuropatije (137). Stoga se povecani broj NPY
imunoreaktivnih ziv€anih vlakana u jeziku Stakora 4 tjedna nakon indukcije DM tumaci
promjenama u koncentraciji neurotropnih ¢imbenika otpuStenih iz upalnih stanica, kao
kompenzacijskog mehanizma zastite neurona nakon ostec¢enja (135). Gyorffi i sur. potvrduju
slicno na modelu kratkorocnog dijabetesa, promatraju¢i promjene i1 oSte¢enja na razini

mijeliniziranih i nemijeliniziranih neurona (138).

Utvrdeni porast udjela NPY imunoreaktivnih neurona oba pokusna modela (DM1 i1 DM2),
obuhvacao je dvije subpopulacije: IB4+, kao i male IB4- neurone, dok u velikim IB4-
neuronima nisu zabiljezene znafajne promjene izrazaja NPY. Kako je ve¢ spomenuto,

zahvacene dvije populacije neurona pripadaju nociceptorima (25, 40). Navedeno je u suglasju
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s podacima da neuropatske promjene izazavane dijabetesom zahvacaju najeS¢e prvo mala

Ad1C vlakna (3, 18, 40).

Poznato je da NPY povecava podrazljivost malih neurona SG zaduZenih za nocicepciju i
sudjeluje u modulaciji prijenosa osjetne informacije regulacijom VGCC (156). Uocene
promjene u povecanju izrazaja NPY u ovdje opisanom istrazivanju, mogu djelomic¢no
obrazloziti pojavu termalne hiperalgezije u STZ-induciranom DM modelu (19). Nasuprot
ovdje prikazanim rezultatima, Tsai i1 sur. potvrduju u svom istraZivanju neuropatije da se udio
NPY imunoreaktivnih neurona SG povecava u korist srednjih i velikih neurona SG nakon

presjecanja n. medijanusa (224).

Zanimljivo je da, iako je kasnije nastupio, porast izrazaja NPY u neuronima DM2 modela je
bio intenzivniji, rezultirajuéi gotovo dvostruko ve¢im udjelom NPY+ neurona u usporedbi s
TG Stakora u DM1 modelu. Navedene razlike izmedu dvaju modela mogle bi se objasniti
razli¢itom patogenezom oStec¢enja kod ova dva tipa bolesti. Naime, osnovnu znacajku DM2,
uz hiperglikemiju i hiperinzulinemiju, predstavlja razvoj inzulinske rezistencije (225).
Inzulinska rezistencija, iako izravno ne utjeCe na transport glukoze u neuronima, izaziva
ostecenje neurona drugim mehanizmima; ukljucujuéi oksidativni stres, proapopticke ucinke,
poremecenu funkciju razlicitih receptora i ionskih kanala, utjecaj na sinapticku plasti¢nost,
kao i regulaciju upalnog odgovora glija stanica (225). Takoder se moze uociti da HFD,
unato¢ uocenim morfoloskim posljedicama, nije sama po sebi izazvala porast izraZzaja NPY u

neuronima TG.

IzraZzaj VEGF u TG se znacajno povecao 2 tjedna nakon indukcije DM1 modela samo u
populaciji velikih IB4- neurona (mehanoreceptora) (Slika 13). Veliki neuroni sadrZe preteZito
mijelinizirane AP 1 Ad aksone, od kojih su neki 1 nociceptivna vlakna, koja potaknuta
oStec¢enjem 1ili upalnim procesom, pridonose nastanku osjeta boli (226). Isto tako, zna se da
povecana podraZzljivost srednjih i velikih neurona TG izlu€ivanjem tvari P aktivira susjedne

male nociceptivne neurone, zaduzene za inervaciju orofacijalne regije (155).

Nasuprot gore navedenome, istovremeno je, 2 tjedna nakon indukcije DM2 modela, porastao
izrazaj VEGF samo u populaciji IB4+ neurona TG Stakora. Utvrdeni porast izrazaja VEGF u
TG je u suglasju s rezultatima drugih istrazivanja, kojima je utvrdeno da je kompenzacijsko
povecanje izrazaja VEGF povezano s njegovom ulogom u zastiti neurona SG od oSte¢enja
hiperglikemijom (134). Naime, smatra se da bi funkcionalne promjene perifernih neurona

zabiljezene 12 tjedana nakon indukcije DM, uz povecanje izrazaja VEGF u neuronima SG,
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mogle ukazivati na ulogu VEGF u regeneraciji nakon oSte¢enja neurona (188). Verheyen i
sur. u povecanom izrazaju VEGF tijekom dijabeticne periferne neuropatije vide zastitu
neurona SG, koja vodi smanjenju izrazaja simptoma neuropatije i rezultira manjom
ucestalos¢u mehanicke hiperalgezije u odgovoru na bolni podrazaj (176). Uocene razlike
izmedu dvaju modela mogle bi se pripisati razli¢itim mehanizmima. Jedno od mogucih
obrazloZenja je pojava inzulinske rezistencije u DM2 modelu, na koju bi, prema nasim
se povezuje s nastankom inzulinske rezistencije i oste¢enja neurona) (3, 227) sama po sebi
rezultirala pove¢anim udjelom VEGF+ neurona u TG (Slika 13). Nasuprot tome, veliki IB4-
neuroni mogli bi, prema tome, biti znatno osjetljiviji na hiperglikemiju i nedostatak inzulina,
karakteristicne za DM 1. Prema tome, zabiljeZene razlike u ranom izrazaju VEGF u razli¢itim
subpopulacijama neurona TG izmedu dvaju razli¢itih modela — DM1 i DM2, ukazuju na
ovisnost samog izrazaja VEGF, ne samo o oSte¢enju neurona, ve¢ 1 o nedostatku inzulina i/ili
pojavi inzulinske rezistencije, koje razli¢ito pogadaju razlicite funkcionalne subpopulacije
neurona. Ova pojava mogla bi biti u podlozi obrazlozenja razli¢ite dinamike pojave oStec¢enja
malih i velikih neurona tijekom razvoja dijabeticke neuropatije (33). Nakon pocetnog porasta
izrazaja VEGF u neuronima TG, 2 mjeseca nakon indukcije DM uslijedilo je smanjenje
udjela VEGF+ neurona, koje je doseglo razinu znac¢ajnosti samo u subpopulaciji malih, 1B4-
neurona (peptidergicki nociceptori) i to isklju¢ivo u DM1 modelu (Slika 14). Moguéi razlog
gubitka izrazaja neuropeptida u neuronima, mogao bi se nalaziti u kontinuiranom izlu¢ivanju
1 gubitku VEGF iz stani¢nih vezikula na razinu nedovoljnu za imunohistokemijsku detekciju
(150). Smanjenje izraZzaja VEGF u malim peptidergickim neuronima moglo biti biti barem
djelomicno obrazloZenje razvitka termalne hiperalgezije u STZ-induciranom DM modelu
(19). Ovo potkrjepljuje i nalaz da gubitak intenziteta izrazaja VEGF 1 VEGF imunoreaktivnih
ziv€anih vlakana u kozi DM bolesnika korelira s pojavom neuroloskih simptoma i tezinom
simptoma DM neuropatije (167). Takoder, utvrdena je povezanost izmedu povecanog
izrazaja VEGF 1 poboljsanja ishoda ishemijske dijabeticke neuropatije, koja se pripisuje
pojacanoj regeneraciji malih osjetnih 1 velikih neurona perifernog ziv€anog sustava, a pra¢ena
je smanjenjem znakova termalne hiperalgezije (174). Pad izraZzaja VEGF selektivno u
subpopulaciji malih peptidergic¢kih neurona u modelu DM1 mogao bi se objasniti i njihovom
ovisnos¢u o izravnom djelovanju inzulina, koji u ovom modelu, za razliku od DM2, gotovo

potpuno nedostaje (33).
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Iako je utvrdeno da su promjene izrazaja VEGF vazan ¢imbenik u patofiziologiji dijabeticke
neuropatije te su pracene promjenama u bolnom ponaSanju Stakora, promjene dinamike
izrazaja VEGF u SG na dijabetickom modelu su za sada proturje¢ne, dok njegov izrazaj u TG
do sada nije istrazivan. Ograni¢en broj studija sugerira dinamicku varijaciju u izrazaju VEGF
u SG u razli¢itim vremenskim intervalima razvitka DM. Samii i sur. su pokazali da
hiperglikemija izravno potice povecan izrazaj VEGF u SG miSa 12 tjedana nakon indukcije
DM (188), dok su Pawson i sur. utvrdili smanjenje izrazaja VEGF u neuronima SG S$takora 3
tjedna nakon indukcije DM (69). U ranom stadiju DM, NGF izlucen iz upalnih stanica potice
sintezu razli¢itih neuropeptida, koji kompenzacijski sprjeCavaju razvitak osjetne dijabeticke
neuropatije (137). Kompezacijski mehanizam kojim oSte¢eni neuroni potiCu povecanje
izluCivanja NGF 1 izrazaja VEGF, implicira da DM ve¢ u ranom stadiju izaziva DPN.
Medutim, 4 tjedna nakon ostecenja dolazi do dekompenzacije mehanizma u luc¢enju NGF
(34), Sto bi moglo obrazloziti smanjenje udjela VEGF pozitivnih neurona TG, utvrdeno ovim
istrazivanjem, 2 mjeseca nakon indukcije DM1. Napredovanjem bolesti, nedostatak potpore
neurotrofnih ¢imbenika, kao §to su NGF ili VEGF, potice proces stani¢ne smrti i propadanja

neurona SG na modelu dijabetesa (134).

Ovo istrazivanje je prikazalo prisutnost NPY 1 VEGF u razli¢itim subpopulacijama neurona
TG, ukljucujuéi nociceptore. Fenotipske promjene istih subpopulacija neurona bi mogle biti
uklju¢ene u promjene prijenosa osjetnih informacija TG tijekom DM. Ovdje prikazano
istrazivanje ukazuje da je indukcija oba tipa dijabetesa povezana sa strukturnim promjenama
neurona, gdje promjene u izrazaju pCaMKIla u nociceptorima, kao i promjene veli¢ine

neurona mogu igrati vaznu ulogu u razvitku trigeminalne dijabeticke neuropatije (228).

Buduce studije bi mogle promatrati ponasanje Stakora karakteristicno za bol orofacijalne
regije kako bi se bolje razjasnila povezanost morfoloSkih 1 funkcionalnih orofacijalnih

senzornih promjena uzrokovanih STZ-DM.

Koncentracije glukoze u ovdje opisanoj studiji su bile mnogo vece od onih opisanih u studiji
Nones i1 sur. (19), jedine koja je prikazala orofacijalnu termalnu hiperalgeziju, ali ne i

pojacanu reakciju Stakora na mehanicki podrazaj u orofacijalnoj regiji.

Rano lijecenje je jedan od presudnih ¢imbenika u ublazavanju komplikacija dijabeticke
neuropatije, s ciljem sprjecavanja ireverzibilnih osSteCenja osjetnih neurona. Trigeminalna
neuropatija je joS uvijek nedovoljno istrazeno podrucje, ali od velikog klinickog znacaja zbog

jos uvijek nepoznate incidencije, ogranicenog znanja o specificnim obiljezjima bolesti,
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odgodenog postavljanja dijagnoze i neusuglaSenosti oko najboljeg terapijskog pristupa i
ucinkovitosti terapije. lako se simptomatski farmakoloski pristup ¢ini kao najbolji terapijski
izbor, odgovor trigeminalne neuropatije na terapije protiv boli je i dalje nezadovoljavajuci.
Poznavanje neuroanatomije i razumijevanje sloZzenih patofizioloskih mehanizama nastanka
promjena unutar TG, temelj je uspjeSnog terapijskog pristupa dijabetickoj trigeminalnoj

neuropatiji.

Promjena izrazaja enzima CaMKIla je klju¢na u patogenezi dijabeticne neuropatije. Iako su
promjene izrazaja CaMKlIla do sada opisane na razli¢itim tkivima i modelima neuropatije,
jos uvijek je nedovoljno istrazena njezina uloga u TG dijabeti¢noj neuropatiji. Budu¢i da se
promjene izrazaja VEGF 1 NPY javljaju kao odgovor na upalni podrazaj u dijabetickom
modelu, pretpostavljeno je da promjene izrazaja istih, mogu biti vezane uz strukturne i
funkcionalne promjene neurona TG u pokusnom modelu DM, putem plasti¢nosti neurona i
modulacije nocicepcijske aktivnosti. Stoga je cilj ovoga rada bio istraziti promjenu inteziteta
izrazaja pCaMKlla i izrazaj VEGF 1 NPY, u neuronima TG, samostalno i u neurokemijski
razli¢itim subpopulacijama osjetnih neurona. Dobiveni rezultati sugeriraju da promjene
intenziteta izrazaja pCaMKlla, kao i izrazaja VEGF i NPY, koje su bile izrazenije u
nocicepcijskim neuronima, ukazuju na njihovu mogucéu ulogu u patogenezi dijabeticke
trigeminalne neuralgije. Dobivene spoznaje bi mogle biti od velikog znacaja u daljnjim
istrazivanjima patofiziologije trigeminalne dijabeticke neuropatije i njezinom lijecenju,

modulacijom izrazaja pCaMKlIla, VEGF i NPY.
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7. ZAKLJUCCI

1. Indukcija DMI1 i DM2 u Stakora, kao i1 prehrana masnom hranom, rezultira
morfoloskim promjenama u TG, koje se ocituju aktivacijom satelitskih stanica,
oStecenjem aksona s formiranjem vakuola, te atrofijom neurona u modelu DM1 i

hipertrofijom neurona TG u modelu DM2.

2. Indukcija DMI uzrokovala je povecanje intenziteta izrazaja pCaMKlIlo u malim 1B4-
negativnim neuronima TG Stakora, koji odgovaraju populaciji peptidergickih

nocicepcijskih neurona, 2 mjeseca nakon aplikacije STZ.

3. DMI uzrokuje intenzivni porast izrazaja NPY u neuronima TG Stakora ve¢ nakon 2

tjedna, dok isti u DM2 modelu nastupa tek 2 mjeseca nakon indukcije.

4. Porast izrazaja NPY u oba modela, DM1 i DM2, zahvacéa prvenstveno nociceptivne

male neurone - IB4- 1 IB4+ populacije.

5. DMI uzrokuje porast izrazaja VEGF isklju¢ivo u populaciji velikih IB4- neurona, koji
odgovaraju mehanocepcijskim neuronima. Suprotno, DM?2 istovremeno rezultira

porastom izrazaja VEGF u populaciji B4+ neurona.

6. Dva mjeseca nakon indukcije obaju modela, izrazaj VEGF u neuronima TG S$takora se

smanjuje, posebice u populaciji malih peptidergickih neurona Stakora DM 1 modela.

7. UocCene promjene izrazaja istrazivanih Cimbenika koje zahvacaju prvenstveno
subpopulacije nociceptivnih neurona, mogu se povezati s ve¢ poznatom dinamikom
neuropatskih promjena izazavanih dijabetesom, koje zahvacaju najprije male Ad i C

neurone.

8. Morfoloske 1 neurokemijske promjene neurona TG uocene u kontrolnih Zivotinja
modela DM2, u usporedbi s kontrolnim zivotinjama modela DMI, bi se mogle

pripisati utjecaju prehrane s velikim udjelom masnoca.
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8. SAZETAK

Uvod: Dijabetes uzrokuje promjene funkcije trigeminalnog zivca, Sto se ocituje
promijenjenim provodenjem osjetnih informacija iz podrucja lica i mijenjanjem odgovora na
bolni podrazaj. Kalcij/kalmodulin-ovisna kinaza II alfa (CaMKIla) moze imati vaznu ulogu u
modulaciji nocicepcijske aktivnosti i plasticnosti osjetnih trigeminalnih neurona. Dijabetesom
podrzavan upalni odgovor preko medijatora neuropeptida Y (NPY) i vaskularnog endotelnog
¢imbenika rasta (VEGF) upucuje na mogucu ulogu istih u patogenezi dijabetiCke neuropatije.
Ci]j istrazivanja bio je istraziti izrazaj VEGF 1 NPY, te promjenu intenziteta izraZaja aktivnog
oblika enzima CaMKIla na Stakorskom modelu trigeminalnog ganglija (TG) ranog dijabetesa
tipa 1 (DM1) i tipa 2 (DM2). Dodatni cilj je bio istraziti distribuciju prema veli¢ini neurona i
postojanje razlike u ispitivanim parametrima u neurokemijski specificnim subpopulacijama

osjetnih neurona TG, 2 tjedna i 2 mjeseca nakon indukcije DM1 i DM2.

Metode: U pokusu su koristeni Sprague-Dawley Stakori muskog spola (mase oko 200 g).
Model DM1 izazvan je intraperitonealnim (i.p.) ubrizgavanjem streptozotocina (STZ) u dozi
od 55 mg/kg. Model DM2 dobiven je i.p. ubrizgavanjem manje doze STZ (35 mg/kg) 1
hranjenjem §takora hranom s visokim udjelom masti. Stakori su Zrtvovani 2 tjedna i 2
mjeseca nakon induciranja dijabetesa, a zatim je imunohistokemijski analiziran intenzitet
izrazaja pCaMKlloa, izrazaj VEGF 1 NPY, samostalno, ili u kolokalizaciji s izolektinom B4
(IB4).

Rezultati: Oba modela dijabetesa uspjeSno su inducirana, Sto je potvrdeno mjerenjem
glukoze u plazmi i tjelesne mase. U TG Stakora oba DM modela utvrdene su morfoloske
promjene, koje su se ocitovale promjenom dijametra neurona te aktivacijom satelitskih
stanica i propadanjem Schwanovih stanica. Dva mjeseca nakon ubrizgavanja STZ, intenzitet
izrazaja pCaMKlIlo se znacajno povecao u TG DMI Stakora, isklju¢ivo u malim IB4-
negativnim neuronima. DM1 model, kao 1 pretilost (kontrolna DM?2 skupina) su rezultirali
atrofijom, dok je DM2 model uzrokovao hipertrofiju neurona TG. Porast izrazaja NPY u oba
modela, u DM1 ve¢ nakon 2 tjedna, a DM2 tek nakon 2 mjeseca, zahvatio je prvenstveno
nociceptivne male neurone - IB4- i IB4+ subpopulacija. Dva tjedna nakon indukcije, DM1 je
uzrokovao porast izrazaja VEGF isklju¢ivo u populaciji velikih IB4- neurona, dok je DM2
istovremeno rezultirao porastom izrazaja VEGF u populaciji IB4+ neurona. Dva mjeseca

nakon indukcije obaju modela, izrazaj VEGF u neuronima TG Stakora se smanjio, posebice u
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populaciji malih peptidergickih neurona Stakora DM 1 modela.

Zakljuéci: Dobiveni rezultati sugeriraju na promjene intenziteta izrazaja pCaMKlla i
izrazaja VEGF i1 NPY, upravo u nocicepcijskim neuronima, $to ukazuje na njihovu mogucéu
ulogu u patogenezi dijabeticke trigeminalne neuropatije. Promatrane promjene mogu imati
kriticnu ulogu u modulaciji nocicepcijske aktivnosti 1 plasti¢nosti primarnih osjetnih neurona
TG. Dobivene spoznaje doprinose poznavanju patofiziologije trigeminalne dijabeticke

neuropatije.
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9. SUMMARY

Background: DM influences the trigeminal nerve function by changing the pain response
and transduction of the orofacial sensory pathways. The activity of calcium/calmodulin-
dependent protein kinase II alpha (CaMKIla) may play a critical role in the modulation of
nociceptor activity and plasticity of primary sensory trigeminal neurons. Diabetes affects
inflammatory response via neuropeptide Y (NPY) and vascular endothelial growth factor
(VEGF), which potencialy have relevant role in pathophysiology of diabetic neuropathy. The
aim of this study was to investigate the expression of pCaMKIla, VEGF and NPY in
subpopulations of trigeminal ganglion (TG) neurons in rat models of early diabetes type 1
(DM1) and 2 (DM2). Additional aim was to analyze change in the diameter of TG neurons 2

weeks and 2 months after the induction of both DM models.

Methods: DM1 model was induced by intraperitoneall (i.p.) injection of streptozotocin
(STZ) (55 mg/kg). DM2 rats were fed with the high fat diet (HFD) for two weeks and then
received 35 mg/kg of STZ 1.p. Two weeks and 2 months after the STZ-diabetes induction,
rats were sacrificed and immunohistochemical analysis for detection of pCaMKlIlo, VEGF
and NPY expression and in addition to double immunoflorescent labelling with isolectin
(IB4) was performed in TG.

Results: Increased expression of pCaMKIla, restricted to IB4-negative small-diameter
neurons, was seen in TG two months after STZ-DM1 induction. DM1 model, as well as the
obesity (control DM2 groups) resulted in the decrease of neuronal diameter, while DM?2
model led to neuron hypertrophy in TG. Increased percentage of NPY was observed 2 weeks
after DM1 and 2 months post DM2 induction. It was restricted to IB4-negative small-
diameter and IB4+ neurons. Two weeks after the induction of DM a percentage increase of
VEGF/IB4- large-diameter neurons was observed in DM1 animals while in DM2 animals
there was a percentage increase in VEGF/IB4+ neurons. Reduced ratio of VEGF/IB4- small-

diameter neurons was observed after two months of DM 1 induction.

Conclusion: Observed changes may play a critical role in the modulation of nociceptor
activity and plasticity of primary sensory trigeminal neurons. The results contribute to
understanding of the basic pathophysiology of trigeminal diabetic neuropathy. Modulation of
pCaMKlIla, VEGF and NPY expression in specific subpopulations of neurons could be used

in therapeutic approaches for diabetic trigeminal neuropathy.
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