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POPIS I POJASNJENJE KRATICA:

IASP - International Association for the Study of Pain

DRG - Spinalni ganglij (engl. dorsal root ganglion)

DREZ — Podrucje ulaska straznjeg korjena (engl. dorsal root entry zone)

GFAP — Glijalni fibrilarni kiseli protein (engl. Glial Fibrillary Acidic Protein)

0X-42 - Mi§ja monoklonalna antitijela uglavnom izraZeni u monocitima i granulocitima

TCR- T limfocitni stani¢ni receptor (eng. T cell receptor)



1. UVOD

Prema International Association for the Study of Pain (IASP) bol je definirana kao
neugodno osjetilno ili emocionalno iskustvo povezano uz stvarno ili moZebitno oSte¢enje
tkiva (1). Bol se moZe percipirati kao probadajuca, gréevita i/ili Zare¢a, a u svome osnovnome
smislu koristan je osjet koji, za jedinku koja osjeti bol, te ima kratkoro€ne (brzo povlacenje od
izloZenosti podraZzaju koji moze dovesti do oStecenja tkiva), a i dugoroc¢ne korisne u€inke
(uvjetuje promjenu ponasanja u smislu mirovanja, njege i drugih oblika ponaSanja koji ¢e
dovesti do oporavka oStecenog tkiva). Posebno vazna uloga boli u psihosocijalnome smislu je
glasanje (krik) kao reakcija na bolni podraZaj, a koje ima svrhu upozorenja drugih jedinki na
mogucu Stetnu izloZenost (1). Na taj nacin bol, kao koristan osjet, uvjetuje promjenu
ponasanja, kako jedinke, tako i ¢lanova skupine, sprje€avajuci izlaganje moZebitnoj ili
aktualnoj opasnosti ozljedivanja. Receptori za razli¢ite modalitete boli ve¢ duZe vrijeme su
poznati. Ti receptori pripadaju skupini tzv. nociceptora. Nociceptori (od latinske rije¢i noci-
znacenja ozlijediti + receptor-znacenja prijamnik) relativno su slabo diferencirani zavrSetci
Ziv€anih vlakana u kojima se generiraju akcijski potencijali kao odgovor na podrazaje iz
vanjske sredine koji svojim u¢inkom mogu dovesti do oSteCenja tkiva ili je oStecivanje tkiva
upravo u tijeku.

Prema veliCini i vrsti aferentnih vlakana i prema vrsti podrazaja na koji najbolje odgovaraju
nociceptori se dijele na

X mehani¢ka (slabo mijelinizirana vlakna) Ad i
<> polimodalitetnu grupu (nemijelinizirana vlakna) C (1).
Drzi se da Ad (slabo mijelinizirana) vlakna prenose akutnu, oStru bol, dok

(nemijelinizirana) C vlakna prenose odloZenu, difuznu, tupu bol. Nadalje, AS mehanicki

nociceptori odgovaraju najbolje na mehanicke podrazaje koji oStecuju ili prijete moZebitnim



mehanickim ostecenjem tkiva. S druge strane oni ne reagiraju na toplinu, hladnoc¢u ili
kemijske supstance koje mogu prouzrociti oStec¢enje tkiva. C nociceptori i C Ziv€ana vlakna
bolje odgovaraju i sprovode podrazaje nastale opasnom toplinom, hladno¢om i kemijskim
sredstvima. Obje skupine ziv€anih vlakana, kao i Ziv€ana vlakna grupe

AP (mehanoreceptorska vlakna koja prenose nebolne mehanicke podrazaje) aksoni su

ZivCanih stanica Cija se tijela nalaze u spinalnom gangliju (engl. dorsal root ganglion, DRG)

(Slika 1A, 1B 1 Slika 2).

Slika 1.
Odnos zZiv€anih i koStanih struktura u slabinskome dijelu kraljeSnice
1. Poprecni nastavak
2. Trnasti nastavak
3. DRG
4. Spinalni kanal
5. Intervertebralni disk

6. Zglobni nastavak



Slika 2.

Shema ledne mozdine i Ziv€anih korjenova

1. Ziv&ani korijen

2. DRG

3. Straznji korijenci¢ Zivca

4, Prednji korijenci¢ Zivca

5. SrediSnji kanal ledne mozdine

6. Straznji rog-Dorsal root entry zone (DREZ)
7. Bijela tvar-putovi ledne moZzdine

Podrazajem nociceptora nastaje akcijski potencijal koji se perifernim Zivcima prenosi
u straznji rog ledne mozdine, a odatle putovima smjestenim u straznjem dijelu ledne moZdine
do u mozak.
Bol moZemo podijeliti na viSe nacina:
Prema duzini trajanja:
1. Akutna- traje samo dok traje i podrazaj, ili dok traje cijeljenje tkiva.
2. Kroni¢na bol - bol koja traje i nakon ocekivanog perioda cijeljenja. Prema raznim
autorima taj arbitrarni period je od 3-6 mjeseci (2) , po nekima 12 mjeseci (3), dok neki autori
akutnom kvalificiraju bol koja traje do 30 dana, a kronicnom bol koja traje duZe od 6 mjeseci,

3. Razdoblje izmedu 30 dana do 6 mjeseci mozZe se jos kvalificirati kao subakutnu bol.(4)



Prema izvoru nastanka bol dijelimo na somatsku i visceralnu. Somatska bol -nastaje
podraZajem nociceptora u koZzi ili dubokim tkivima, ujedno je naj¢esSca vrsta boli, te kao takva
korisna informacija o potencijalnom ili stvarnom oS$te¢enju tkiva.

Visceralna bol-nastaje aktivacijom nociceptora u organima prsista, trbusne Supljine ili

zdjelice, te je takoder koristan, upozoravajuci, signal (5).

1.1 Neuropatska bol

Kroni¢na bol prema svome izvoru moZze biti:

1. Nociceptivna — bol koja se javlja radi podrazaja (nociceptora)- receptora koji se
aktiviraju kao odgovor na podraZaj koji izaziva aktualno ili moguce oStecenje tkiva.

2. Neuropatska - bol koja se javlja radi oStecenja ili oboljenja bilo perifernog (periferni
zivcei) ili srediSnjeg (ledna moZdina i mozak) dijela somatosenzornog sustava. Ova vrsta boli
mozZe se manifestirati na viSe nacina i javljati se spontano kao Zarenje, peckanje,trnci i sl. kada
govorimo o disesteziji. S druge strane neuropatska bol moze se manifestirati kao alodinija
kada se javlja jaki bolni odgovor na inace blag i u osnovi bezbolan vanjski podrazaj.

Preko 7%-8% europske populacije trpi neku vrst neuropatske boli, dok oko 5% slu¢ajeva
trpi jake povremene ili kontinuirane neuropatske boli. (6,7) Gotovo 45% amerikanaca u
nekome dijelu Zivota trpi neki oblik perzistirajuce boli. ( 8) Oko 40% bolesnika, unatoc
analgeticima trpi srednje do jake bolove nakon operacije (9,10) . Priblizno 70%
novootkrivenih bolesnika s malignom bole$¢u, i 60—100% bolesnika HIV/AIDS trpjeti ¢e
neku vrst boli tijekom njihove bolesti. (11)

Tako velika prevalencija boli, te ¢esto slaba ili nikakva moguénost kontrole razlogom
povecanog zanimanja istraZivaca za otkrivanje uzroka, te putova prijenosa, a konacno i

interesa u iznalaZenju mehanizama prevencije ili kontrole neuropatske boli.



Do danas nisu posve jasni razlozi zbog kojih se, nakon oboljenja ili oStecenja perifernog ili
srediSnjeg Ziv€anog sustava, moze razviti neuropatska bol kao nesvrsishodan osjecaj koji
nema za cilj sprijeciti oStecivanje ili potencijalno oStecivanje tkiva. Tako, bol kao koristan i

upozoravajuci simptom bolesti, postaje bolest za sebe kada bol postane neuropatska.

1.2. Ektopic¢na aktivnost kao pokreta¢ neuropatske boli

Kako se put boli od periferije do mozga sastoji od barem 3 neurona moguce je oStecenje ili
oboljenje bilo kojeg od njih te time , ovisno o razini na kojoj je oStecenje ili oboljenja

nastalo, neuropatsku bol moZemo podijeliti na:

> Perifernu (oStec¢enje perifernog Zivca)
o Centralnu (oStecenje ledne mozdine i/ili mozga) i
> Mijesana (oSte¢enje perifernog i srediSnjeg Ziv€anog sustava)

Periferna neuropatska bol posljedica je periferne senzitizacije koja se javlja zbog upale,
aberantne regeneracije oSte¢enog ZivCanog tkiva, te reakcije okolnih tkiva na ozljedu, radi
¢ega dolazi do poja¢ane podraZljivosti i pojacane osjetljivosti neurona na podrazaje, $to

dovodi do spontane patoloSke aktivnosti.

Centralna neuropatska bol javlja se radi centralne senzitizacije radi pojacane aktivnosti
neurona u viSim Ziv€anim centrima,te pojacane aktivnosti neuroglije (mikroglija i
astrociti) ¢ime je proSireno receptivno podrucje i pojacan je odgovor na podraZaje
ukljucivo i inace bezbolne taktilne podrazaje.
Neuropatska bol moZe imati povremen ili kontinuirani karakter,a prema intenzitetu moze se
javljati u rasponu od disestezije (promijenjenog osjeta), hiperestezije (poja¢anog osjeta), pa
sve do alodinije (jakog bolnog doZivljaja nastalog zbog vanjskog podraZaja slabijeg

intenziteta).



Ostecenje perifernog Zivca, bilo ozljedom, upalom ili tumorom moZe dovesti do
pojave neuropatske boli. Nakon ozljede Zivca, neurom koji se razvije, zajedno sa dorsal root
ganglion (DRG) proksimalno od oSte¢enja mogu postati izvorom ektopickih praznjenja koja

se smatraju vaznim uzrokom centralne senzitizacije i pojave neuropatske boli (12).

1.3. Ablativne tehnike

Jo§ uvijek nije jasno kako zaustaviti ta ektopicka praznjenja i na taj nacin zaustaviti
pojavu neuropatske boli. IstraZivanje mogucnosti odvajanja izvora aferentne aktivnosti
uobicajeno obuhvaca lokalnu privremenu blokadu Zivca (13) ili kirurSke procedure poput

dorsal root entry zone (DREZ) ablacije, ganglionektomije , rizotomije i dr. (14)

Spinalni ganglij (Slika 1A ), zajedno s lednom moZdinom u eksperimentalnome
Stakorskome modelu za ispitivanje boli ciljno je mjesto na kome se rade eksperimenti za
istrazivanje bolnog ponaSanja. Kako je na slici 1A. razvidno spinalni ganglij je smjeSten
neposredno uz vertebralni kanal 1 okruZen je koStanim dijelovima kraljeSnice, Sto ga Cini teSko
dostupnim bez uklanjanja koStanih dijelova kraljeSnice. Za pristup u vertebralni kanal, te na
spinalni ganglij potrebno je manje ili viSe odstranjenje koStanih dijelova kraljeSka. Kod
ekstenzivne laminektomije koja se koristi u ovome eksperimentalnome modelu osim
popre¢nog nastavka i dijela lamine (§to samo po sebi ne dovodi do nestabilnosti u tom
dinamickome segmentu) trebalo je odstraniti i zglobne nastavke (Sto zajedno sa ostalim

dovodi do nestabilnosti tog segmenta).



Kako je ve¢ naprijed opisan smjestaj ciljnih dijelova Ziv€anog sustava na kojima se zahvati
obavljaju za vecinu od tih kirurSkih procedura potrebna je manje ili viSe opseZna

laminektomiju.

1.4. Deformiteti kraljesnice kao posljedica kirurskih zahvata

Nigdje u dostupnoj literaturi ne postoji precizan i jasan opis kako uc€initi laminektomiju, te
koje dijelove kraljeska odstraniti, te tako terminoloSki posve jasno definirati laminektomiju u
eksperimentalnome Stakorskome modelu za ispitivanje boli. Imaju¢i na umu da razlicito
ucinjena i nestandardizirana operacija (laminektomija) sama po sebi moze dovesti do nastanka
deformiteta kraljeSnice, pri ¢emu dolazi do dugotrajne kompresije koStanim i drugim
elementima kraljeSnice na lednu mozdinu i/ili druge dijelove Ziv¢anog sustava. Tako nastali
deformitet kraljeSnice sam po sebi moze biti uzrokom nastanka boli, a onda utjecati na
dobivene rezultate ispitivanja bolnog ponasanja u eksperimentalnome Stakorskome modelu.
Smatrali smo,stoga, nuZnim standardizirati proceduru i time ukloniti utjecaj te iste procedure i
njome prouzroc¢enog deformiteta, na dobivene rezultate ispitivanja bolnog ponaSanja.
Laminektomija u Stakorskome modelu, sama po sebi, dovodi do razvijanja oZiljnog tkiva, ¢ija
kolic¢ina ovisi o ekstenzivnosti laminektomije (opseZnija ili manje opseZna laminektomija)
kolic¢ini krvarenja tijekom operacije (viSe krvarenja - viSe oZiljnog tkiva), Sto moze, dodatno,

utjecati na bolno ponaSanje Zivotinje.

1.5. Nestabini segment kraljesnice i bol

Svakako treba imati na umu da, laminektomijom prouzrocena, nestabilnost dinamickog
segmenta kraljeSnice dovodi do deformacije kraljeSnice, ali i radi nefizioloskih gibanja dovodi
i do pritiskivanja i ,,ubadanja* ledne moZzdine i/ili Zivaca dijelovima nestabilne kraljeSnice.

Time nestabilnost, dinamickog segmenta kraljeSnice, sama po sebi izaziva bol 1 u konacnici, u



eksperimentalnome modelu doprinosi bolnom ponasanju. Tako ostaje dvojbenim koliko na
bolno ponaSanje Zivotinje utjeCe sama laminektomija i njome prouzro¢ena nestabilnost, a
koliko je bol posljedica oStecenja ZivCanih struktura i nastale neuropatske boli, koju se, u
ovome Stakorskome modelu Zeljelo istraziti. Utjecaj nestabilnosti na nastajanje deformiteta i
izazivanje boli u medicini je poznat ve¢ duZe vremena. Stoga je joS ranije u spinalnoj kirurgiji
razvijena teorija kolumni (15,16). Prema teoriji dvaju kolumni (Slika 3 A) drZi se da
oStecenje veceg dijela jedne od kolumni dovodi do nestabilnosti segmenta i razvitka
deformiteta, te da takvo oSteCenje samo po sebi dovodi do pojave boli. Novija,te sada opce
prihvacena teorija govori o 3 kolumne (Slika 3 B) pri ¢emu oStecenje samo jedne od kolumni
ne izaziva nestabilnost dinamickog segmenta kraljeSnice, te ne moZe dovesti do nastanka

deformiteta i1 time prouzrociti bol.

B. Kolumne po Denis-u

Slika 3 A i B - Teorija o kolumnama

U ranijim studijama pokazalo se da je ekstenzivnost odstranjenja kosStanih dijelova

kraljeSnice i ekstenzivnost ozljedivanja tkiva utjecala na pojavu bolnog ponaSanja Zivotinja



u Stakorskome modelu neuropatske boli (17), ali niti u jednoj od tih studija nije to€no opisano
kako je radena i $to je obuhvacala ucinjena laminektomija.

Ekstenzivna laminektomija, za razliku od manje ekstenzivnih (poStednijih) zahvata
dovodila je do pojave deformiteta kraljeSnice koji je sam po sebi mogao biti uzrokom bolnog
ponasanja (17). Upravo utjecaj laminektomije na bolno ponasanje u Stakorskome modelu za
ispitivanje neuropatske boli bio je jedan od razloga ovog istraZivanja. IstraZzivanjem se htjelo
definirati Sto pod terminom laminektomija podrazumjevamo, tj. koje dijelove kraljeska se
odstranjuje, te moZze li stabilizacija kraljeSnice nakon ucinjene laminektomije sprije€iti
nastavak deformiteta kraljeSnice i sprijeciti posljedi¢nu pojavu bolnog ponaSanja. VaZnost
provedene studije nadalje ocituje se izvedenim eksperimentom koji je precizno opisan, Sto ¢e
omoguciti pouzdanost i ponovljivost u drugim laboratorijima i po drugim istrazivaima, a
dobiveni rezultati mogu biti koriSteni u novim Zivotinjskim studijama i eksperimentalnome
modelu neuropatske boli, kao 1 u drugim eksperimentalnim modelima koji nisu povezani s
istraZivanjem bolnog ponasanja (primjerice u modelima za ispitivanje ozljeda i oporavka
ledne moZdine). Isto tako, moZe se ocekivati da ¢e dobiveni rezultati biti od utjecaja za
nastanak novih terapijskih modela koji bi mogli biti primjenjivi u studijama na ljudima i u

klinickim pokusima.
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2. CILJEVIISTRAZIVANJA I HIPOTEZE

2.1. Ciljevi istrazivanja

1. Utvrditi je 1i moguce sprijeciti deformitet kraljeSnice nakon laminektomije

2. Dokazati smanjenje bolnog ponaSanja u Zivotinja u kojih je stabilizirana kraljeSnica

3. Dokazati da stabilizacija smanjuje upalnu reakciju okolnog tkiva nakon laminektomije
4. Opisati nacin 1 metodologiju nove vrste stabilizacije kraljeSnice nakon ekstenzivne

laminektomije

2.2. Hipoteze

1. Stabilizacija kraljeSnice nakon ekstenzivne laminektomije sprjeCava nastanak deformiteta.

2. Sprjecavanje nastanka deformiteta stabilizacijom, nakon ekstenzivne laminektomije
ublaZava bolno ponaSanje u Stakora.

3. Stabilizacija nakon laminektomije smanjuje upalni odgovor u okolnom tkivu

11



3. MATERIJAL I METODE

3.1. Eksperimentalne Zivotinje i kirurSke procedure

Svi eksperimentalni postupci i protokoli u ovome radu temeljeni su na etickim
smjernicama [ASP-a za ispitivanje eksperimentalne boli u budnih Zivotinja i dobili su
prethodnu suglasnost EtiCkog povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu.
Da bismo testirali postavljene hipoteze eksperimentalne Zivotinje podijelili smo slucajnim

odabirom u tri skupine:

a) skupina u kojoj je ucinjena ekstenzivna laminektomija bez stabilizacije,
b) skupina u kojoj je ucinjena ekstenzivna laminektomija sa stabilizacijom,
c) kontrolna skupina.

Upotrijebili smo 33 Sprague-Dawley muska Stakora tjelesne mase 150-200 g koje smo
podijelili u gore navedene skupine, pri ¢emu je u svakoj skupini bio jednak broj (n=11)
Zivotinja.

U prve dvije skupine u€injena je desnostrana ekstenzivna laminektomija. U skupini
bez stabilizacije, po u€injenoj ekstenzivnoj laminektomiji rana je bila Sivana kirur§Skim
koncem (Mersilk 4.0, Ethicon, USA). U drugoj skupini, nakon ucinjene ekstenzivne
laminektomije uslijedila je stabilizacija, koja je u daljnjem tekstu podrobno opisana, a rana je
zatvarana na uobicajen nacin istom vrstom kirurS§kog konca kao i u ostalim skupinama. U
kontrolnoj skupini napravljena je samo incizija koZe, koja je potom Sivana uobicajeno i nije se
ni po ¢emu izvana razlikovala od rane u drugim skupinama, ¢ime smo postigli jednaki vanjski
izgled. Jednakim vanjskim izgledom Zivotinja nakon operacije u svim trima skupinama
izbjegli smo prepoznavanje kojoj skupini bi Zivotinja pripadala, te smo na taj nacin

onemogucili subjektivnost ispitivaca koji su testirali ponasanje Zivotinja.
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Sve kirurSke procedure ucinjene su u op¢oj inhalacijskoj anesteziji, za §to smo koristili
mjesavinu 4% isoflurana u kisiku za uvod. Zivotinju smo smjestili u plastiénu zatvorenu
kutiju u koju smo doveli gore navedenu mjeSavinu plinova. Kada je Zivotinja bila potpuno
uspavana, iz kutije je premjeStena na operacijski stol, te priklju¢ena na improviziranu masku
kako bi se nastavila anestezija (2% mjeSavine isoflurana u kisiku za odrZavanje anestezije).

Nakon odstranjenja dlaka u sve tri skupine, uslijedila je incizija koZe desno u odnosu
na trnaste nastavke donjeg dijela slabinske kraljesnice. Sve operacije radene su pod
operacijskim mikroskopom (M520 MC1, Leica Microsystems AG, Heerbrugg, Switzerland).

U skupinama laminektomiranih Stakora sa 1/ili bez stabilizacije, a nakon incizije koze
vezivno tkivo i paravertebralni miSi¢i odvojeni su od kostiju, te su meka tkiva odmaknuta i
zadrZana samodrzac¢ima. Na taj nacin jasno su prikazane ciljne koStane strukture. Ekstenzivna
laminektomija, kakva se uobicajeno radi u eksperimentalnim Stakorskim modelima
podrazumijeva odstranjenje trnastih nastavaka i desnog dijela lamine 5. i 6. slabinskog
kraljeska, koriste¢i se malim instrumentom za odstranjenje kosti. Posebnu pozornost nastojali
smo obratiti kirurSkoj tehnici, da bismo ¢im viSe smanjili nepotrebno traumatiziranje okolnih
tkiva, poglavito Ziv€anih korjenova i ganglija. KoStani orijentiri bili su straznji gornji vrSak
zdjelice s desne strane 1 desni popre€ni nastavak 5. slabinskog kraljeska koji je u operaciji
odstranjen, kako je to prikazano na slici 4. Neposredno ispod, a nakon odstranjenja poprecnog
nastavka, prikazan je odgovarajuci Ziv¢€ani korijen kao konacna potvrda pozicije, a prikazani
Ziv€ani korijen je sacuvan. U operaciji smo odstranili i dva susjedna (5.1 6.slabinski kraljesak)
zglobna nastavka s desne strane, desnu hemilaminu i trnaste nastavke, te dio lijeve
hemilamine (slika 4). Tako ucinjena leminektomija, kako ¢emo kasnije pokazati, izaziva
nestabilnost tog dinamickog segmenta kraljeSnice, te nastanak deformiteta i s time povezanu

pojavu bolnog ponasanja.
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Slika 4. Snimka koStanog preparata kraljesSnice i usporedni shematski prikaz odgovarajuceg
segmenta kraljeSnice. Na desnom koStanom preparatu i shematskom prikazu prikazan
je defekt nakon postupka ekstenzivne laminektomije.

Legenda: <— = spinalni ganglij (L5 i L6), sk = straZnji korijen, sZ = spinalni Zivac, z =

zglobni nastavak, p = popre¢ni nastavak i § = Siljasti nastavak.

U skupini Zivotinja sa stabilizacijom metalni fiksator u obliku slova U umetali smo od
cetvrtog slabinskog (L.4) do prvog kriznog kraljeska (S1), buSeci rupice u laminama i
pediklima Cetvrtog slabinskog i prvog kriznog kraljeska s desne strane. Fiksatore koje smo
koristili izradili smo, prema vlastitoj zamisli, savijanjem kirurske Zice (no. 5, monofilament,
steel wire, CrNi, Ethicon, Sommervile, NJ, USA). Za svaku Zivotinju, nakon busenja rupica u
pediklima L4 i S1, a sukladno udaljenosti rupica koje smo izbusili, izradio bi se fiksator

tocnih primjerenih dimenzija (duzina srednjeg dijela U fiksatora bila je od 10-15 mm dok je
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duzina krakova koji su umetani u kost bila svaki put 3 mm). Krakovi fiksatora su pod
pritiskom utisnuti u izbuSene rupice, a ¢vrstinu fiksacije provjeravali smo tako da se, nakon
ugradnje, Zivotinju lagano odizalo drze¢i je za fiksator.

Da bismo postigli bolju ekspoziciju kirur§kog polja Zivotinju smo nakon uvoda u
anesteziju postavljali na plasti¢ni valjak promjera 4 cm koji je imao rupu u sredini. Takva
pozicija i valjak s rupom, osim bolje ekspozicije, omogucavaju smanjenje kompresije na
donju Suplju venu, te posljedi¢ni zastoj u epiduralnim venama ¢ime se bitno smanjuje
intraoperacijski gubitak krvi. Nadalje, smanjenjem krvarenja izbjegnuto je nastajanje vece
koli¢ine priraslica,koje, kako smo ranije istaknuli, mogu biti uzrokom nastanka boli i
oStecenja ZivCanih struktura. MoZebitna manja krvarenja tijekom operacije zaustavljana su
Surgicel Fibrillar (Absorbable Hemostat-oxidized regenerated cellulose; Ethicon,
Sommerville, NJ, USA).

Tijekom eksperimenta Zivotinje su Cuvane u plasticnim kavezima u pricuvnoj
nastambi Zavoda za anatomiju, histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta, uz
osiguranje jednakih uvjeta 1 dvanaestosatni dnevno/no¢ni ritam.

Sve kirurSke procedure uradio je isti istraZivac.
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3.2. Testiranja ponasanja

Kako bismo testirali pojavu neuropatskog bolnog ponaSanja, nakon operacije, koriSten
je test mehanicke hiperalgezije bockanjem (engl. pin prick test) kako je opisano u ranijim
radovima. (18) Zivotinje su stavljane u plasti¢ne kaveze koji su na podlozi imale Zi¢anu
mreZicu. Iglom debljine 22G bockali smo koZu na tabanu straznje desne Sapice tako da bi se
koZa udubila, ali ne 1 ozlijedila.

Mogli smo primijetiti dvije vrste odgovora: a) iznenadno uzmicanje (povlacenje)
Sapice vrlo male amplitude i b) kompleksan odgovor koji ukljucuje zadrZavanje odignute
Sapice popraceno treskanjem, lizanjem i njegom Sapice ili glasanjem.

Ovaj, potonji, tip odgovora, radi njegove kompleksnosti i duZine trajanja prepoznat je
kao hiperalgezijski oblik. (16) Kompleksan tip odgovora dokazan je kao pouzdaniji znak
hiperalgezijskog odgovora nego jednostavni refleks povlacenja Sapice. (19,20) Reakcija
uzmicanja, iako Cesto koriStena kao pokazatelj bolnog ponaSanja, predstavlja refleksnu
reakciju koja dobro ne razlikuje Zivotinje s razvijenom neuropatskom boli od kontrolnih
Zivotinja.

Svaka Zivotinja testirana je jedanput prije operacije, a potom u tri navrata (4., 8.1 15.
dana) nakon operacije. Tijekom svakog testiranja podraZaji su aplicirani 10 puta na plantarnu
povrsinu straznje desne Sapice s razmakom od nekoliko sekundi izmedu svakog podraZaja.
Rezultati su prikazani kao postotak hiperalgezijskog tipa odgovora. Zivotinje iz
eksperimentalnih skupina nisu pokazivale nikakvih makroskopskih deformacija, poremecaja
motoric¢ke koordinacije, retencije mokrace, autotomije ili bilo kakovih drugih znakova koji bi

mogli kompromitirati slijepo testiranje.
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3.3. Radiografska analiza

Nakon zadnjeg testiranja ponasSanja (15. dan iza operacije) tj. 24 sata nakon tog
zadnjeg testiranja, Zivotinju bismo anestezirali intramuskularnom injekcijom mjeSavine
sastavljene od ketamina (Ketaminol, Intervet, EU, 60 mg/ml) i xylazine (Xylapan,
Vetoquinol, Bern, Switzerland, 50 mg/ml). Tako anesteziranoj Zivotinji ucinili bismo nativne
snimke u laterolateralnoj i anteroposteriornoj projekciji na rtg aparatu (MultiStar, Siemens,
Erlangen, Germany). Za snimanje u anteroposteriornoj projekciji Stakori su namjestani ravno
u ispruzenome poloZaju sljedec¢i zamisljenu crtu koja seze od vr§ka nosa, do polaziSta repa
snimane Zivotinje.

Deformacija kraljeSnice provjeravana je tako $to smo izracunavali odstupanje od
srediSnje crte, kako je to opisivano u ranijim radovima. (17) Izracun je napravljen u odnosu
na fiksne anatomske toCke kostura, tj. tocke ¢ija je pozicija neovisna o namjeStaju Zivotinje
tijekom snimanja. Ukratko, Zele¢i utvrditi razinu odstupanja, definirali smo sredi$nju os kao
crtu okomitu na crtu koja spaja vrhove ilija¢nih kostiju zdjelice (Slika 5). Razinu odstupanja
smo izracunavali odredivanjem kuta koji zatvara sredi$nja os i crta koja prolazi sredinom

trupa kraljeSka koji je najviSe odmaknut od srediSnje crte (Slika 5).
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Slika 5: Nacin mjerenja stupnja odmaka od sredi$nje osi. Slike A i D su Rtg snimke, slike B 1
E su shematski prikazi, a slike C i F su fotografije koStanih modela kraljeznice.
Legenda:* predstavlja liniju koja prolazili sredinom kraljeznice, a # liniju koja povezuje

grebene bocnih kostiju.

3.4. Potvrda rezultata i histoloska analiza

Nakon testiranja ponaSanja 1 radiografskih snimanja uslijedila je potvrda kirurSkih
procedura. Zivotinje su Zrtvovane; kraljesnica je izvadena, a potom kuhana u vodi kroz 15
minuta da bi se odstranila meka tkiva. Nakon kuhanja preparat bi se odloZio u 30% otopinu
vodikovog peroksida kroz narednih 30 min. Po vadenju iz otopine dobiveni preparat
kraljeSnice mehanicki je ociS¢en i fotografiran.

Za daljnju histolosku analizu uzeto je 8 kraljeSnica; dvije iz kontrolne skupine, te po
tri iz skupina s fiksacijom i bez fiksacije. Preparati su fiksirani (4% formaldehid u 0.1M
fosfatnoj puferiranoj fizioloSkoj otopini), a potom dekalcinirani (Shandon TBD-1, Thermo
Scientific). KraljeSnice smo, zajedno sa susjednim spinalnim ganglijima uklapali u parafinske
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blokove, a potom rezali na debljinu 10 um i polagali na silanizirana predmetna stakla.
Preparati su potom obradeni 3%-tnim vodikovim preoksidom i inkubirani u
10%-tnom normalnom kozjem ili svinjskome serumu te potom tijekom noc¢i ostavljani u
otopini primarnih antitijela na 4°C.
KoriStena su sljedeca antitijela:
- Glialni fibrilarni kiseli protein (Glial Fibrillary Acid Protein - GFAP) u razrijedenju
1:1000,
- 0X-42 (CD11b) u razrijedenju 1:100,
- Pan-T u razrjedenju 1:1000 u PBS (Chemicon International Inc., Temecula, CA,
USA).

GFAP je koriSten kao marker aktiviranih astrocita i satelitskih stanica u spinalnom
gangliju. 0X-42 (CD11b) je Cesto koriSteno antitijelo koje smo 1 mi iskoristili u ovome
eksperimentu da bi se otkrila ekspresija komplementa tipa 3 receptora, koji je jako poviSen u
hiperaktivnoj spinalnoj mikrogliji, monocitima/makrofagima i nekim neutrofilnim stanicama.
(21,22) Pan-T antitijela prepoznaju Stakorske T-stani¢ne receptore (TCR), koji se nalaze u
stani¢noj ovojnici 97% Stakorskih T-stanica. ( 23,24)

Za sekundarnu detekciju, preparati su inkubirani tijekom jednog sata na sobnoj
temperaturi 1 vlaznoj komorici s biotiniranim sekundarnim antitijelom, avidin-biotin
kompleksom 1 konac¢no s 0.05% otopinom diaminobenzedina (Calbiochem, EMD Biosciences
Inc., San Diego, CA, USA). Nakon zavr$nog ispiranja u PBS-u preparati su postavljeni na
stakalca i1 pokriveni pokrovnim stakalcem, te pripremljeni za mikroskopski pregled.
Kontrolno bojanje sekundarnim antitijelom bez primarnog antitijela takoder je ucinjeno.

Tijekom analiza ispitiva¢ nije znao iz koje eksperimentalne skupine dolaze uzorci tkiva.
Podatke za analizu spremali smo tako da je svaka Zivotinja predstavljala jedan skup podataka.

Specifi¢no, za svaki preparat koji je pregledavan, (3-4 sekcija po spinalnom gangliju),
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ucinjene su 2-3 fotografije digitalnom kamerom (DP-71, Olympus America, Mellville, NY,
USA) koriste¢i svaki put isto uvecanje (40x) i iste postavke snimanja. Na svakoj tako
napravljenoj mikrofotografiji potom smo iscrtali i superponirali kvadrate dimenzija 100 x
100 pm unutar kojih je nuzno trebalo biti, barem 80% povrSine, prekriveno ganglijskim
stanicama. Za provjeru GFAP bojanja izbrojali smo ukupan broj neurona u svakome kvadratu,
isto kao i broj neurona okruzZen prstenima GFAP-imunotreaktivnih satelitskih stanica. Brojane
su samo one stanice koje su bile, u preko 50% opsega, okruzene GFAP-pozitivnim satelitskim
stanicama. Broj neurona okruZen ovim prstenima iskazan je kao postotak od ukupnog broja
svih neurona. Ove vrijednosti su uprosjecene i koriStene za statistiCku analizu da bi se

evaluiralo ucinke razlicitih vrsta operacija izmedu skupina eksperimentalnih Zivotinja.

3.5. Statisticka analiza

Razlike u postocima pozitivnih hiperalgezijskih odgovora izmedu dana kada je
Zivotinja testirana i izmedu tipova operacija testirana je analizom varijance s ponovljenim
mjerenjima, nakon Cega je slijedilo Bonferroni post hoc testitranje.

Deformacije nastale kirurSkim zahvatima analizirane su analizom varijance, nakon
¢ega je uslijedio isti post-hoc test kao i za analizu ponaSanja.

Broj imunopozitivnih stanica analiziran je Kruskal-Wallis testom s Dunn-ovim post-
hoc testom.

Standardna linearna Pearson korelacija koriStena je za ispitivanje odnosa izmedu
bolnog ponasanja i GFAP aktivacije u DRG satelitskim stanicama.

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska sredine (SEM).

Statisticka znacajnost je odredena na razini p<0.05.
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4. RAZULTATI

Svrha intraoperacijske stabilizacija kraljeSnice bila je prevenirati deformaciju
kraljeSnice 1 nastanak, s time povezanog, bolnog ponaSanja. Testiranja ponaSanja prije
operacije, pokazala su podjednak postotak hiperalgezijskog tipa odgovora u sve tri ispitivane
skupine.

Operacijom nisu prouzroceni neuroloski deficiti, a nakon operacija i budenja iz
anestezije svi Stakori imali su normalnu i simetri¢nu snagu miSica i kretnje uz posve uredan
hod.

Ekstenzivna laminektomija bez stabilizacije rezultirala je zna¢ajnim povecanjem

postotka hiperalgezijskog tipa odgovora (Slika 6).
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Slika 6. Promjene u hiperalgezijskom tipu odgovora nakon laminektomije sa ili bez fiksacije
U skupini sa stabilizacijom broj hiperalgezijskih odgovora signifikantno se smanjuje
u drugom i tre¢em postoperacijskom testiranju (ANOVA; F(6, 63) = 2.22, p =0.05).
Podatci su prikazani kao srednja vrijednost + SEM).

Legenda: * - statisticki znacajna razlika u odnosu prema kontrolnoj skupini.

Interakcija izmedu vrste operacije i vremena testiranja ponasanja pokazala se
znacajnom (ponavljana mjerenja ANOVA; F(6, 63) = 2.22, p = 0.05, slika 6). Kratko nakon
laminektomije bez stabilizacije (prvo testiranje 4. poslijeoperacijski dan) postotak
hiperalgezijskih odgovora nije bio znacajno povecan u odnosu na mjerenja u skupini Stakora

s fiksacijom. Nakon 8. i 15. dana broj hiperalgezijskih odgovora u skupini laminektomiranih,
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u odnosu na kontrolnu skupinu znacajno je porastao (slika 6). Skupina Zivotinja u kojoj je
ucinjena laminektomija i stabilizacija pokazala je razliCitu sliku ponasanja u odnosu na
skupinu u kojoj je u¢injena samo laminektomija (slika 6). Stabilizacija kraljeSnice nakon
ekstenzivne laminektomije zna¢ajno smanjuje bolno ponasanje 8. i 15.dana nakon operacije u
odnosu na skupinu Zivotinja u kojoj je u€injena ekstenzivna laminektomija bez stabilizacije.
Kirurska stabilizacija kraljeSnice nakon ekstenzivne laminektomije sprjeava nastanak

deformiteta kraljeSnice (slike 7.1 8.).
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Kontrola ~ Laminektomija Laminektomija
sa stabilizacijom
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Slika 7. Prosjecni kutovi deformacije u odnosu na srediSnju crtu. Statisticki znac¢ajan odmak
od sredis$nje osi prisutan je u skupini s laminektomijom bez fiksacije (ANOVA;
F(2,22) =15.3, p=0.008).

Legenda: * = znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu.

23



Slika 8. KoStani preparati i anteroposteriorni rtg snimci kraljeSnice u kontrolnoj skupini (A 1
D), u skupini sa (B 1iE) i bez stabilizacije (C i F). Na koStanim preparatima 1 rtg

snimci kraljeSnice bez stabilizacije uoc€ljiv je deformitet i savijanje kraljeSnice.
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Izvjesni stupanj deformacije kraljeSnice uocljiv na rtg snimcima i preparatima
kralje$nice prisutan je nakon laminektomije unato¢ stabilizaciji (slika 8). Takoder se na
slikama 5 1 7 moZe vidjeti da je prosjecni kut deformacije bio znatno ve¢i u skupini Zivotinja u
kojih nije, nakon laminektomije, u€injena stabilizacija, dok je u kontrolnoj skupini taj kut bio
ocekivano najmanji.

Posve je jasno da ekstenzivna laminektomija bez fiksacije dovodi do nastanka
znacajnijeg deformiteta kraljeSnice. Stupanj devijacije bio je znacajno veci u skupini bez u
odnosu na skupinu sa stabilizacijom (5.411.6 naspram 2.412.8 stupnjeva) (slike 51 8).

Jednostrana ANOV A pokazala je znacajnu razliku deformacije kraljeSnice izmedu
skupine Zivotinja (F(2,22) = 15.3, p = 0.008), dok je post hoc analiza pokazala znacajnu
razliku izmedu kontrolne skupine i skupine u kojoj je u¢injena ekstenzivna laminektomija bez
stabilizacije. Nije nadena statistiCki znacajna razlika stupnja deformacije kraljesnice izmedu
kontrolne i skupine u kojoj je ucinjena ekstenzivna laminektomija i stabilizacija.

Histoloska provjera kirur§ke procedure potvrdila je ekstenzivnost ozljede nastale
laminektomijom. U skupinama Zivotinja kojima je ucinjena ekstenzivna laminektomija
odstranjivan je ve¢i dio lamine, desni poprecni nastavak, trnasti nastavak i zglobni nastavci. U
tim skupinama Zivcani korjenovi bili su okruzeni ekstenzivnim poslijeoperacijskim oziljnim

promjenama (slika 9).
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Slika 9. Histoloska provjera kirurSke procedure. Presjek kroz kraljeSnicu nakon ekstenzivne
laminektomije (H&E) .
Legenda: C = trup kraljeska, TP =popre¢ni nastavak, L = lamina, VC = vertebralni
kanal, CE = cauda equina, PVM = paravertebralni miSi¢i, PN = periferni Zivac, PM

= paraspinalni miSi¢i, E = rub odstranjene lamine, i ST = oZiljno tkivo.

Dok je oziljno tkivo nadeno uz kraljeSnice u skupinama s laminektomijom, posve
ocekivano isto nije nadeno u kontrolnoj skupini. GFAP imunohistokemijsko bojanje
straznjeg korijena, korjencica i cauda equina nije pokazalo razliku izmedu kontrolne skupine i

skupina u kojih je ucinjena ekstenzivna laminektomija sa ili bez stabilizacije (Slika 10).
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Slika 10. GFAP imunoreaktivnost u kraljeSnici u kontrolnoj skupini (A) i skupini bez fiksacije
(B). GFAP aktivacija satelitskih stanica u kontrolnoj skupini (C) i skupini bez
fiksacije (D).

Legenda: DRG = spinalni ganglij, CE = cauda equina, DR = dorsal root, * = fibrozno
oZiljno tkivo, strelice= aktivirane satelitske stanice koje okruZuju neurone spinalnog
ganglija.

Skala u dnu slika: (A i B)= 0.5 mm; (C i D) =50 um.

Laminektomija bez fiksacije znacajno povecava aktivaciju satelitskih glijalnih stanica
u susjednim spinalnim ganglijima (35% u skupini bez fiksacije naspram 17% u skupini s
fiksacijom i 5% u kontrolnoj skupini; Kruskal- Wallis test, p<0.001) (slike 9 i 10).

Korelacijska analiza nije pokazala povezanost bolnog ponaSanja i GFAP aktivacije

satelitskih stanica u eksperimentalnim skupinama. U eksperimentalnoj skupini Zivotinja u
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kojih je u¢injena laminektomija samo ponekad su nadene OX-42 i Pan-T pozitivne stanice

medu Ziv€anim vlaknima straZnjeg korijena (slika 11).

Slika 11. Mikroskopski izgled presjeka kroz kraljeSnicu u kontrolnoj skupini (A), skupini s
laminektomijom i fiksacijom (B) i laminektomijom bez fiksacije (C). OX-42 (D) and
Pan-T (E) bojani presjeci straznjih korijena u skupini bez fiksacije.
Legenda: DRG = spinalni ganglij, B =kost, CE = cauda equina, DR = straznji rog, *
= oZiljno tkivo, strelice = imunopozitivne stanice.

Skala u dnu slika (A and B)= 0.5 mm; (C and D)= 20 um.

Ukupan broj OX-42 i Pan-T pozitivnih stanica (u pregledanim presjecima) u skupini sa

fiksacijom bio je 4 odnosno 3, dok je u skupini bez fiksacije taj broj bio 2 odnosno 4. Nisu
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nadene takve stanice u kontrolnoj skupini. Mali broj nadenih stanica nije bio dostatan za

statisticku analizu.
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S. RASPRAVA

Polaze¢i od spoznaje da ekstenzivna laminektomija dovodi do nastanka deformacije
kraljeSnice (17), radi nestabilinosti operiranog dinamickog segmenta, glavni cilj ovog
eksperimentalnog rada bio je utvrditi hoce li stabilizacija kraljeSnice nakon ekstenzivne
laminektomije, sprije€iti nastajanje deformiteta u operiranome podrucju, te sprije€iti razvitak,
s time povezanog, bolnog ponaSanja. IstraZivanjem smo potvrdili naSu pretpostavku da
stabilizacija kraljeSnice nakon laminektomije sprjeava nastanak deformiteta u operiranome
podrucju.

Rezultati su, nedvojbeno, pokazali da ovako u€injena stabilizacija ima protektivnu
funkciju, te da sprjecava pojavu bolnog ponasSanja u Stakora kod kojih je u€injena ekstenzivna
laminektomija. Nasi rezultati pokazuju da bi stabilizaciju trebalo uciniti u svim protokolima i
modelima koji ukljucuju ekstenzivnu laminektomiju.

U radovima nekih autora pokazalo se da ekstenzivna laminektomija (sama po sebi)
moze prouzrociti deformaciju kraljeSnice koji onda moZe biti dodatni uzrok nastanku bolnog
ponasSanja eksperimentalne Zivotinje. (17) Glavni pokazatelj bolnog ponaSanja u ranijim, a
isto tako 1 u ovome radu, bila je pojava kompleksnog hiperalgezijskog odgovora koji je
ukljucivao odizanje Sapice, lickanje, grickanje Sapice i sl. (18 ) Temeljeno na ranijim
istraZivanjima ovaj tip odgovora pokazao se kao najbolji pokazatelj neuropatske boli izazvane
mehani¢kom ozljedom. (18) Dok je refleks povlacenja relativno nepouzdan pokazatelj
bolnog podrazaja, kompleksan odgovor na podrazaj i kompleksno ponasanje koje je s time
povezano pokazatelj su i bolnog podraZaja i boli. Razlikovanje bolnog podraZaja i boli vazno

je u studijama ponasanja kojima je konacni cilj razumijevanje mehanizama boli i nastanka
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bolnog ponaSanja (25). Nadalje, stimulacija iglicom neugodna je u Stakora koji odgovaraju
hiperalgezijskim tipom ponaSanja, te je time pouzdan pokazatelj boli. (26)

I drugi autori potvrdili su da ekstenzivna laminektomija i deformitet moZze doprinositi
nastanku poslijeoperacijske mehanicke alodinije u Stakorskome modelu. (27) Medutim u tim
studijama ucinak leminektomije ispitivan je kombinacijom obostrane leminektomije u
kombinaciji s ozljedom intervertebralnog diska i retrakcijom spinalnog Zivca.(27) Kako
ovdje nije u¢injena samo laminektomija (odstranjenje dijelova lamine - slika 4), kako je
uobicajeno u eksperimentalnome modelu za ispitivanje boli, ve¢ su oSteceni 1 drugi elementi
kraljeSnice koji utje€u na stabilnost, to i zakljucci, makar sugestibilni, nisu posve primjenjivi
na eksperimentalni model za ispitivanje boli.

Nije jasan razlog nastanka spinalnog deformiteta i posljedi¢ne boli izazvanih
kirurSkom procedurom, pa su pretpostavljani razli¢iti mehanizmi (28), poput onoga da bi
bliski kontakt, njeznog Zivca i ¢vrstih koStanih struktura, mogao biti glavnim razlogom
pojave, deformitetom izazvane, boli. Laminektomijom se izlaZe osjetljivu lednu mozdinu
kompresiji mekim tkivima (poput miSica, oZiljnog tkiva i dr.) (slika 9), a ta kompresija moze
izazvati ozljedu ledne moZdine. S druge strane, nakon laminektomije i destabilizacije,
hipermobilni kostani dijelovi kraljeSnice mogu izazvati kompresijsku ozljedu ledne moZzdine.
Da je tome tako daje nam za pravo misliti na temelju klini¢ke prakse u lijeCenju spinalnog
instabiliteta nastalog radi koStane destrukcije metastazama, $to podupire nase pretpostavke.
Razaranje kosti i zamjena kosti tumorom dovodi do gubitka stabilnosti, te posljedi¢ne
kompresije Ziv€anih struktura unutar spinalnog kanala. Klinicka iskustva pokazuju da
stabilizacija smanjuje bol u takvih bolesnika. (29,30,31,32,33)

Dinamika razvijanja bolnog ponasanja u ovoj studiji potvrdila je neke od pretpostavki;
pocetni porast bolnog ponasanja 8. poslijeoperacijskog dana moze se objasniti kao posljedica

procesa cijeljenja i akutne upale. Smanjenje bolnog ponasanja koje je utvrdeno u skupini
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Zivotinja kod kojih je ucinjena ekstenzivna laminektomija, te fiksacija moze se smatrati
pokazateljem smanjene mehanicke kompresije na Zivcane strukture.

Nadalje, oStecenje korijena perifernog Zivca koStanom kompresijom izaziva sintezu i
oslobadanje brojnih posrednika upale koji mogu podraZiti nociceptore i pojacati bol. (8,34)
Kroni¢na kompresija spinalnog ganglija moZe prouzrociti otpustanje citokina i drugih
posrednika upale koji mogu izazvati pojavu hiperalgezije 1 alodinije. (35)

Takoder smo u studiji usporedivali jacinu neuroinflamatorne reakcije izmedu
eksperimentalnih skupina. Ustanovili smo porast GFAP aktivnosti satelitskih glijalnih stanica
u susjednim spinalnim ganglijima. Makar je GFAP najcesc¢e koriSteni marker aktivacije
satelitskih stanica, porast njegove ekspresije ne moze biti izravno povezan s
neuroinflamacijom (brojni su moguci uzroci aktivacije GFAP, a ne samo neuroinflamacija).
Utvrdili smo da fiksacija nakon laminektomije prevenira gliozu (aktivaciju satelitskih stanica
1 astrocita) u susjednim spinalnim ganglijima. Umanjenje posljedica ozljede na GFAP
ekspresiju medu nitima straznjeg Zivcanog korijena moguce je stoga $to su aktivirane glijalne
1 satelitske stanice uglavnom smjeStene u blizini tijela Ziv€ane stanice u DRG, koji gubi
krvno-tkivnu barijeru.(36) Prisutnost malog broja upalnih OX-42 i T-stanica pokazuje da
upalni proces popusta 2 tjedna nakon operacije, te da prekid krvno-tkivne barijere nema
dugotrajan ucinak.

Sukladno ranijim rezultatima, najbrojnije nakupljanje upalnih stanica u spinalnom
gangliju i spinalnome Zivcu javlja se 4.poslijeoperacijskog dana, a potom postupno opada,
dok testovi ponaSanja pokazuju kontinuirani linearni porast hiperalgezijskih odgovora. (34)
Ovi podaci govore da upala moZze biti okida¢ za pojavu neuropatske boli, koji potom ima
samoodrZavaju¢i mehanizam. Sli¢ne rezultate objavio je Lu 1 suradnici (22) makar drugi
autori opisuju znatno konzistentniju infiltraciju DRG limfocitima. (22) Mi sumnjamo da

povecani broj OX-42 stanica u straznjem korijenu oznacava aktivaciju ili fenotipsku
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promjenu glijalnih stanica, no temeljem ove studije nismo u moguc¢nosti odrediti moze li
njihov poviSeni broj dijelom biti posljedica hematogene popune monocitima.(38)

Postoje naznake da se deformitet kraljeSnice moZe pojaviti radi neravnoteze miSica ili
osjetilnog i poremecaja dubokog osjeta. (28,39,40,41,42,43) Laminektomija i unilateralna
straZnja rizotomija (40,41,44) ili ablacija interkostalnih Zivaca (39,42) moZe prouzrociti
nastanak skolioze u eksperimentalnih Zivotinja. Takoder su objavljene i studije na ljudima
koje pokazuju da laminektomija moZe prouzrociti razvitak deformiteta. Odstranjenje veceg
dijela laminarnog luka i zglobnih nastavaka ¢ini segment nestabilnim kod opterecenja i
podloZznim stvaranju deformiteta. (45) Utvrdeno je u klini¢koj praksi, takoder, da
laminektomija moZe imati za posljedicu razvitak deformiteta (46,47,48) 1 posljedi¢no
izazivati bol. (47,49)

Prema naSim saznanjima ovo je prvi put opisana transpedikularna stabilizacija
kraljeSnice u Stakorskome modelu, metalnim Zi¢anim fiksatorom izgledom slova U. Postoje,
prethodne, brojne studije koje opisuju procedure za stabilizaciju kraljeSnice u Stakora , pri
¢emu su koriSteni razliCiti materijali 1 operacijske tehnike, ali nikada do sada nije koriSten
Zicani metalni U fiksator. Svi ovi ¢lanci potvrduju nasu hipotezu da se fiksaciju moze izvesti,
1 stabilnost dinamickog segmenta kraljeSnice postici, ugradnjom razlicitih vrsta ortoza u
podrucju oSte¢enog, i time nestabilnog, dijela kraljeSnice. Nieto i suradnici potvrdili su 1
opisali stabilizaciju kraljeSnice titanskom mreZicom. (50) Opisana fiksacija puno je pogodnija
za stabilizaciju nakon Siroke laminektomije koja se koristi u modelima za ispitivanje ozljeda
ledne moZdine, dok je stabilizacija koju smo u ovome radu opisali pogodnija u modelu za
ispitivanje boli gdje se radi, jednostrano, proSirena laminektomija. U modelima za ispitivanje
ozljeda ledne moZdine koristi se §ira laminektomija ili laminektomija u viSe razina. Ovakva
Sira kirurSka oSte¢enja potrebna su radi uvodenja i aplikacija razli¢itih novih biomaterijala ¢iji

se utjecaj, na regeneraciju tkiva nakon ozljede ledne mozdine, ispituje. (44,51) Takeoka i
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suradnici koristili su ¢eli¢nu nehrdajucu Sipku koju su pri¢vrstili uz poprecni nastavak, da bi
tako postigli stabilnost Stakorske kraljeSnice. (52) Opisane su i druge metode stabilizacije,
poput Sivanja bio-nerazgradivim polipropilenskim fragmentima uzduZz trnastih nastavaka
Stakorskih kraljeSaka (53), koriStenjem serklaznih tehnika Zicom (54) , kompresijskim
povezivanjem straznjih nastavaka Zicom uz koriStenje fibrinskog ljepila (55), ili koriStenjem
titanskih kabela kojima se povezuju trnasti nastavci kako radi u¢vrs¢ivanja grafta, tako i radi
prevencije nastajanja kifoze. (56)

U ovoj studiji u€injena je proSirena laminektomija kontinuirano u dvije razine, Sto je
ukljucivalo (kako je detaljno opisano u metodama), pored ostaloga i odstranjenje zglobnih
nastavaka, te pripadajuceg zgloba. Tako ucinjena laminektomija prouzrocila je nestabilnost
tog dinamickog segmenta kraljeSnice. Nestabilni dinamicki segment kraljeSnice moze
pojacati stupanj oStecenja ledne mozdine i dovesti do nastanka ili povecanja neuroloskog
deficita u skupini eksperimentalnih Zivotinja u kojih nije ucinjena stabilizacija. U naSoj studiji
nismo primijetili, niti u jednoj skupini eksperimentalnih Zivotinja, da bi se pojavile bilo kakve
uocljive promjene lokomotornoga sustava, kontrole mokrenja ili histopatoloSke posljedice.
Sli¢ne zakljucke iznose autori koji su u radovima koristili laminektomije u jednoj razini.
(57,58,59)

S klinickog stajaliSta ozljede u jednoj razini manje su znacajne kada se ima na umu
ucestalost i klinicki znacaj ozljeda u vise razina. (60, 61) Naime, ozljede u jednoj razini rjede
su uzrokom nestabilnosti dinamic¢kog segmenta, nego ozljede u viSe razina. Kada se govori o
ozljedama kraljeSnice, tada treba imati na umu da je ucestalost tih ozljeda u SAD izmedu 2% -
7,5% od ukupnog broja ozlijedenih, pri ¢emu ih 40% - 50% razvije neki od neuroloskih
ispada. (62) Zbog znacaja ozljede kraljeSnice, te moZebitne nestabilnosti dinamickog
segmenta, koncem 70-ih i ranih 80-ih godina pojavile su se teorije i eksperimentalni modeli

na kojima se istraZivalo prijelome kraljeSaka, dijelova kraljeSaka i njihov utjecaj kako na
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stabilnost kraljeSnice, kao 1 utjecaj nestabilnih dijelova kraljeSnice na nastanak moZebitnih
neuroloskih oStec¢enja i pojavu neuropatske boli. U prvome redu treba istaknuti 2 modela.
Model dvaju kolumni (puno oSte¢enje jedne od kolumni dovodi do nestabilnosti) (15), te
nesto noviji model triju kolumni (oSte¢enje jedne od kolumni ne ugroZava stabilnost
kraljeSnice. (16)

U naSem radu pokusSali smo primijeniti navedene teorije, te utvrditi kako nestabilnost
kraljeSnice, koju smo proizveli ekstenzivhom laminektomijom, te oStecenjem jedne odnosno
dvije kolumne (ukoliko mozemo preslikati humani na animalni model), utjece na bolno
ponasanje Zivotinja. Isto tako pokazali smo da se stabilizacijom, koja je ovom vrstom
fiksatora po prvi put ucinjena, moze bitno smanjiti bolno ponasanje eksperimentalnih
Zivotinja.

U klini¢kim studijama jasne su terminoloSke odrednice naziva laminektomija. Kako
do sada, u objavljenim eksperimentalnim studijama nije postojala standardizacija termina
laminektomija ovaj rad drzZimo iznimno vaznim u smislu standardizacije eksperimentalnog
Stakorskog modela, isticuci nedostatke tog modela i nadopunjujuci ga vaznim dodatkom
stabilizacije. U odnosu na neke druge modele stabilizacije i stabilizacije koriStene u drugim
eksperimentalnim modelima drZzimo da smo razvili relativno jednostavnu i pouzdanu tehniku
stabilizacije. Nadalje, ne manje vaznim, smatramo vaznim standardizaciju (kako smo u radu
opisali) laminektomije kontinuirano u viSe razina operacije u Stakorskome modelu za
ispitivanje boli.

Valja istaknuti da u razvijanju traumatskog modela u glodavaca, koriStenjem
ekstenzivne laminektomije znatno se uvec¢ava opasnost kompresije, tako izloZene ledne
moZdine, mekim tkivima. Takoder se uvecava opasnost ubodnih ozljeda ledne mozdine

nestabilnim koStanim dijelovima operirane kraljeSnice.
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Kako smo ve¢ ranije istaknuli nedostaju eksperimentalni podaci, temeljem kojih bi se
moglo valjano zakljucivati, za sve pojedinacne ablativne procedure (neurektomije,
simpatektomije, rizotomije, DRG-ektomija, DREZ-otomija, anterolateralna kordotomija,
ekstralemniskalna mijelotomija i dr.) koje se koriste u klinickoj praksi za lijeCenje kroni¢ne
boli. U nekim studijama autori su uocili povratak neuropatskog bolnog ponasanja (63, 64, 65),
dok su drugi nasli da ablativne procedure ne preveniraju ponovno javljanja mehanicke
hiperalgezije. (57, 66, 67)

U nekima od tih studija, nakon ucinjene laminektomije nije uoceno bolno ponaSanje u
laZnoj pokusnoj skupini Zivotinja u kojih je u¢injena laminektomija, ali nije radena nikakva
neuroablativna procedura. Moguce tumacenje toga je da u nekim slucajevima, minimalna
laminektomija nije dostatna da izazove nestabilnost operiranog dijela kraljeSnice, niti
posljedi¢nu promjenu zakrivljenosti, pa slijedom toga ne dovodi do pojave hipersenzitivnosti.
(66, 67) Tumacenje ovih proturjecnih prikaza moze biti ¢ak znatno sloZenije u slu¢ajevima
neuropatske boli koja se javlja poslije dorzalne rizotomije (66, 67, 68) ili kod ¢injenice da se
centralna neuropatska bol javlja u svega 10% Zivotinja s ozljedom ledne moZdine. (69)

Mogli smo zakljuciti da laminektomije (razli¢itog opsega i ekstenzivnosti) mogu
rezultirati razli¢itim posljedicama u smislu pojave neuropatske boli. NaSa otkri¢a mogu
pomoc¢i u tumacenju proturjecnih rezultata nakon ovih procedura. Dodatna standardizacija
kirurSkih procedura koje se koriste u eksperimentalnim modelima za ispitivanje boli mogu
pomoc¢i u tumacenju zasto se gangliektomija ili rizotomija pokazala u¢inkovitom u nekim

studijama, ali ne i u drugima.

Zakljucno, nasi podaci sugeriraju da je stabilizacija potrebna u svim eksperimentalnim
modelima za ispitivanje boli, u kojih je u€injena laminektomija, da bi se otklonilo uc¢inak

same laminektomije i s njome povezane deformacije kraljeSnice, na bolno ponaSanje
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eksperimentalnih Zivotinja. Stabilizacija kraljeSnice u eksperimentalnome modelu za
ispitivanje boli, kao protektivan zahvat moZe pomo¢i da se izbjegne bilo kakvo neplanirano
ozljedivanje kraljeSnicke mozZdine okolnim tkivima. Klju¢no je to §to smo Stakorski model za
istrazivanje boli izveli na pouzdan i ponovljiv na¢in. Ocekujemo da ce rezultati ove studije
utjecati na donoSenje odluka koje ¢e nove terapijske procedure biti pogodne za koriStenje u

studijama na ljudima i klini¢kim pokusima.
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6. ZAKLJUCCI

1. Ekstenzivna laminektomija u ispitivanome modelu uzrokom je nestabilnosti
dinamickog segmenta kraljeSnice.

2. Nestabilnost dinamic¢kog segmenta dovodi do nastanka deformiteta.

3. Deformitet kraljeSnice nakon laminektomije zna¢ajno utje¢e na pojavnost bolnog
ponasanja Zivotinja.

4. Stabilizacija kraljeSnice nakon laminektomije sprjeCava nastanak deformiteta i s time
povezanog bolnog ponasanja.

5. Rezultati naSeg istraZivanja naglaSavaju potrebu stabilizacije u svim eksperimentalnim

modelima za ispitivanje boli, gdje je potrebno uciniti laminektomiju.
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7. SAZETAK

Razlicite ablacijske procedure, za istraZivanje bolnog ponasanja u Stakorskome
modelu, zahtijevaju laminektomiju razlicite ekstenzivnosti. Prema dostupnoj literaturi nije
definirano 1 jasno opisano kako uciniti laminektomiju 1 koliko obuhvatna ona treba biti.
Nedostatak standardizirane kirurSke tehnike oteZava komparaciju rezultata razlicitih
istrazivackih skupina.

U naSem istraZivanju, pored standardizacije kirurSke tehnike u izvodenju
laminektomije, testirali smo hipotezu da stabilizacija kraljeSnice nakon ekstenzivne
laminektomije moZe sprijeciti nastanak deformiteta (skolioze) kraljeSnice i tako prevenirati
posljedi¢no bolno ponaSanje. IstraZivanje smo sproveli na skupini Zivotinja u kojih je ucinjena
samo ekstenzivna laminektomija, te na skupini u kojih je nakon laminektomije u¢injena
stabilizacija kraljeSnice. Koristili smo, u svim ispitivanim skupinama, muske Sprague-Dawley
Stakore priblizno jednake teZine 1 Zivotne dobi. Za stabilizaciju kralje$nice nakon ekstenzivne
laminektomije koristili smo Zicu koju smo modelirali poput slova U. Test mehanicke
hiperalgezije koristili smo za ispitivanje pojave bolnog neuropatskog ponasanja nakon
operacije. Deformaciju kraljeSice nakon operacije mjerili smo odstupanjem od sredi$nje crte
na rtg snimcima ucinjenim u anteroposteriornoj projekciji.

Utvrdili smo da je stabilizacija nakon ekstenzivne laminektomije sprijecila nastanak
deformiteta, da laminektomija bez stabilizacije inducira hiperalgeziju 8.1 15. dana nakon
operacije, te da je u skupini u kojoj je nakon laminektomije uc¢injena stabilizacija kraljeSnice
znacajno smanjeno bolno ponaSanja 8. i 15. dana nakon operacije u odnosu na skupinu bez

stabilizacije.
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8. SUMMARY

Study Design. Spine deformity and pain-related behavior following laminectomy with and

without spine stabilization were investigated.

Objectives. We tested hypothesis that spine stabilization following extensive laminectomy

can prevent spine deformation and consequent pain-related behavior.

Summary of Background Data. Various ablative procedures requiring laminectomy have
been tested for prevention or reversal of pain-related behavior in studies using experimental
animals. However there is no precise description indicating how laminectomy should be
performed. Lack of standardized surgical techniques makes it difficult to achieve uniformity

of result reporting and meaningfully compare results of different research groups.

Methods. To test or hypothesis, extensive laminectomy with and without spine stabilization
was performed in Sprague-Dawley rats. For stabilization of the spine U-shaped surgical wire
was used. To test the development of neuropathic pain behavior after surgery, a validated test
of mechanical hyperalgesia was used. Deformity of the spine was evaluated by calculating

deviation from the central axis on radiographs taken in anterioposterior projection.

Results. Surgical stabilization of the spine after laminectomy prevented development of
spinal deformity. Laminectomy without stabilization induced hyperalgesia on the 8mand 15t
day after surgery. Group with stabilized spine exhibited significant reduction in pain-related

behavior on the 8t and 15t postoperative day, compared with the group without stabilization.

Conclusion. Surgical stabilization of the spine following laminectomy prevented

development of spinal deformity and pain-related behavior. Our results suggest that spine

40



stabilization procedure should be used in all experimental pain models where laminectomy is

performed.
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