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“Pain is a more terrible lord of mankind than even death himself*

,,Bol je strasniji vladar ljudskog roda nego li je to i sama smrt*

Albert Schweitzer
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POPIS KRATICA

ATP
CCI
DAB
eng.
GFAP
IL

LIF
MCP-1
MHC

NALC

NO
PBS
PGE2
PO
PSL
SNL
sur.
TNF

adenozin trifosfat (eng. adenosine triphosphate)

kroni¢na konstrikcijska ozljeda (eng. chronic constriction injury)
diaminobenzidin

engleski

kiseli glijalni fibrilarni protein (eng. glial fibrillary acid protein)
interleukin

(eng. leukemia inhibitory factor)

(eng. monocyte chemotractant protein-1)

glavni kompleks tkivne podudarnosti (eng. major hystocompatibility
complex

limfno tkivo povezano sa zivcem (eng. nerve associated lymphoid
tissue)

dusikov monoksid

fosfatna puferska otopina (eng. phosphate buffered saline)
prostaglandin E2

preoperativno testiranje

parcijalno podvezivanje ishijadikusa (eng. partial sciatic ligation)
podvezivanje spinalnog zivca (eng. spinal nerve ligation)
suradnici

faktor tumorske nekroze (eng. tumor necrosis factor)



1. UVOD

1.1. Neuropatska bol

Neuropatska bol je kompleksno kronicno bolno stanje koje je uzrokovano
ostecenjem perifernog ili centralnog ziv€anog sustava (1). Ona zahvaca priblizno 1/6
stanovnistva diljem svijeta (2). Oste¢enje neurona u velikom broju slu¢ajeva dovodi
do pojave neuropatske boli koja se manifestira povecanom osjetljivoséu na bolni
podrazaj (hiperalgezija), spontanom boli i osjetljivosS¢u na one podrazaje koji u
normalnim okolnostima ne izazivaju bol (alodinija) (3). Iako u mnogim slucajevima
izgleda da je uzrok neuropatske boli nepoznat, najées¢e se radi o oStecenju Zivca
uzrokovanog traumom, alkoholizamom, raznim intoksikacijama, metabolickim
bolestima, ishemijom, infekcijama, tumorima, distrofijama i degeneracijama. Pacijenti
neuropatsku bol opisuju kao razli¢ite kombinacije stalnog Zarenja, bockanja i manje
ili viSe jakih elektri¢nih praznjenja, a Sto je znacajno razli¢it osjecaj u odnosu na
,obi¢nu* akutnu bol. Varijabilnost klinicke manifestacije neuropatske boli ovisi o tipu
bolesti koja je uzrokuje $to sugerira razli¢ite mehanizme njenog razvoja. Razlika u
osjecaju boli postoji jer su u akutnoj boli podrazena isklju¢ivo vlakna za bol, dok u
neuropatskoj boli dolazi do istovremene aktivacije nociceptivnih i osjetilnih Ziv€anih
vlakana koja inerviraju isto podrucje. Boivie i suradnici su prije 20-tak godina dosli
do zakljucka da je oStecenje nociceptivnih ziv€anih putova neophodan preduvjet za
nastanak neuropatske boli $to do danas nije bilo opovrgnuto (4).

Prema patofizioloskom mehanizmu nastanka razlikuju se tri grupe neuropatske

boli (5). Prva je deaferencijska bol koja nastaje zbog presijecanja perifernih ili



centralnih nociceptivnih vlakana, zatim periferna neuropatska bol koja je uzrokovana
ozljedom perifernih zivaca koji poticu nociceptivne impulse efapti¢kim provodenjem
(kratki spoj izmedu demijeliniziranih vlakana), i na koncu neuropatska bol potaknuta

simpatiCkom aktivnoscu (5).

1.2. Eksperimentalni modeli neuropatske boli

PatofizioloSki mehanizmi koji dovode do razvoja neuropatske boli, nazalost,
su uvelike nepoznati. Za relativno spor napredak u istrazivanjima te vrste boli dijelom
je bio odgovoran nedostatak Zivotinjskog eksperimentalnog modela koji bi imitirao
simptomatologiju prisutnu u bolesnika s neuropatskom boli.

Posljednjih godina razvijeno je nekoliko eksperimentalnih modela koji
repliciraju patofizioloSke promjene u pacijenata s neuropatskom boli (6-10). Kvaliteta
tih modela je da se medusobno bitno razlikuju glede simptomatologije koju izazivaju,
te na taj nacin mogu predstavljati razlicite skupine neuropatskih pacijenata (11).
Veliki korak u istrazivanju neuropatske boli je napravljen otkricem da labavo
podvezivanje ishijadicnog zivca u Stakora moZe izazvati ponasanje koje je slicno
onom u ljudi s neuropatskom boli (6). Taj model se naziva kroni¢nom
konstrikcijskom ozljedom (eng. chronic constriction injury — CCI). Osim tog modela,
trenutno se u istrazivanju neuropatske boli najceScée koriste tri druga modela, a to su:
potpuno presijecanje perifernog zivca (12), presijecanje dijela perifernog Zivca (eng.
partial sciatic ligation — PSL) (7) i podvezivanje spinalnog Zivca (spinal nerve ligation
— SNL) (8). Svi navedeni modeli se zbog dobro definiranog i za testiranje lako

dostupnog inervacijskog podrucja temelje na ozljedi ishijadi¢nog Zivca ili njegovih



ogranaka. Jedini model medu navedenim koji omogucuje jasno anatomsko odvajanje
ozlijedenih i neozlijedenih stanica spinalnog ganglija je Chungov SNL model
podvezivanja spinalnog zivca (8). U tom modelu sve stanice koje pripadaju L5 1 L6
spinalnim ganglijima imaju prekinute aksone, no, znacajni dio inervacije straznjih
Sapa ostaje netaknut Sto omogucava postoperativno testiranje hiperalgezije. Kako
ozljeda nije jedini mogu¢i uzrok neuropatske boli, razvijeni su i drugi modeli. U svrhu
istrazivanja neuropatske boli uzrokovane upalom razvijeni su modeli u kojima se
upala izaziva upotrebom Freundovog dodatka, ekstrakta alge (eng. carreganan) ili
kapsaicina (eng. capsaicin)(13, 14). Neuropatska bol se Cesto javlja prilikom lijeCenja
citostaticima zbog ¢ega su razvijeni modeli neuropatske boli s primjenom paclitaxela i
vincristina (15). Zatim je tu i dijabeticka neuropatija kao jedan od najces¢ih uzroka
neuropatske boli danasnjice. Primjenom streptozotocina u eksperimentalnih Zivotinja
se izaziva razvoj dijabetesa Sto ima za posljedicu razvoj neuropatije (16).

Istrazivanje boli dodatno je otezano zbog inherentne prirode boli koja se
definira kao neugodno osjetno, ali i emocionalno iskustvo (17). Iako je u
eksperimentalnih Zivotinja relativno lako dokazati hiperalgeziju, problemati¢nije je
dokazati kroni¢nu bol S§to je tipicna znaCajka neuropatske boli na koju se tuze
pacijenti u klini¢koj praksi. Denervacija Sape u Stakora zna dovesti do fenomena
autotomije (iz grckog auto = "samo" i tomija = "odvajanje", u prijevodu samo-
sakacenje) koju neki autori objasnjavaju kao znak prisutnosti kroni¢ne boli zbog koje
zivotinja zeli ukloniti bolni dio tijela, dok drugi pak drze da se ona dogada iz jo$
nepoznatih razloga (18). Kako istraziva¢ moze jedino spekulirati o tome Sto
eksperimentalna zivotinja osjeca, potrebno je osloniti se na odredene vrste ponasanja.
Primjerice lizanje udova, nesiguran hod, postedno kretanje i sli¢ni znakovi mogu

ukazivati na osjet boli u zivotinja odnosno na pojavu hiperalgezije (17).



1.3. Teorije nastanka neuropatske boli

U drugoj polovini 60-tih godina se javljaju prve teorije o nastanku neuropatske
boli. Prva znacajnija teorija je bila takozvana ,,Teorija nadziranog ulaza“ (eng. ,,Gate
control* prema kojoj osjet boli ovisi o koli¢ini aferentnih signala koji se prenose Ao/
1 Ad vlaknima, te o eferentnim signalima iz viSih centara koji zavrSavaju u dorzalnom
rogu kraljeznicke mozdine (19). Nakon te teorije radikalni preokret u razumijevanju
patofiziologije neuropatske boli je predstavljalo otkri¢e da nociceptivni neuroni nakon
ozljede mijenjaju svoja neurokemijska i elektricna svojstva, Sto bi trebalo biti u
direktnoj svezi s pojavom kroni¢ne boli (20).

Moderne teorije o mehanizmima nastanka neuropatske boli se uglavnom
temelje na spoznaji da se veliki broj fenotipskih promjena i zbivanja nakon ozljede
zivaca dogadaju kako u perifernom tako i u centralnom Ziv€éanom sustavu. Jedan od
mogucih uzroka tih promjena jest prekid aksona primarnih aferentnih neurona Sto
dovodi do prekida dotoka neurotrofickih signala koji dolaze retrogradnim transportom
iz perifernih tkiva (21, 22). Takoder se vidjelo da posljedice traume mogu pokazivati i
okolni neuroni koji nisu pretrpjeli direktno osteéenje (23). To se moze objasniti
¢injenicom da se susjednim neuronima djelomi¢no preklapaju terminalna podrucja $to
u slucaju ispada funkcije jednog neurona dovodi do kompenzacijskog Sirenja
terminalnog podrucja susjednog neurona, a §to moze rezultirati njegovom pove¢anom
osjetljivos¢éu. Zabiljezeno je, takoder, da posttraumatske promjene u senzorickim
neuronima prvog reda mogu inducirati odredene promjene u postsinaptickim
neuronima u dorzalnom rogu kraljezni¢ke mozdine (24). Osim te kompleksne mreze
posttraumatskih interakcija, predispozicija za razvijanje neuropatske boli ovisi i 0

genetskoj varijabilnosti. Naime, dokazano je da postoji znacajna razlika u



vjerojatnosti posttraumatskog razvoja neuropatske boli medu genetski razli¢itim
sojevima eksperimentalnih Zivotinja (25).

Mnoge danaSnje teorije o nastanku neuropatske boli se temelje na ideji
ektopi¢nog izvora akcijskih potencijala. Taj izvor okidanja akcijskih potencijala moze
biti neurom, aksotomizirane stanice spinalnog ganglija, ali i neozlijedene stanice
susjednih ganglija (20). Pretpostavlja se da postoje dva temeljna uzroka nastanka
ektopicnih izvora akcijskih potencijala, a to su mehani¢ko ostecenje zivca te upalni
proces u blizini zivca. Ektopicni izvor signala neovisno o izvoru dovodi do promjena
u dorzalnom rogu kraljeznicke mozdine (eng. central sensitization) $to u konacnici
rezultira neuropatskom boli (20). PoSto je poznato da taktilna kao i nociceptivna
vlakna konvergiraju prema stanicama u dorzalnom rogu, jedna hipoteza mehanizma
centralne sensitizacije se bazira na pretpostavci da ektopi¢ni impulsi iz nociceptivnih
vlakana smanjuju prag podrazljivosti u dorzalnom rogu $to pojacava efekt signala koji
dolazi putem taktilnih vlakana (2). No, iako je veéina studija istrazivala centralnu
sensitizaciju na nivou dorzalnog roga to, dakako, ne isklju¢uje moguénost da se taj
proces takoder ne moze odvijati i na talamickoj i/ili kortikalnoj razini odnosno
perifernije u spinalnom gangliju.

Temeljni razlog zbog kojeg neozlijedene stanice susjednih spinalnih ganglija
mogu biti izvor ektopicnog okidanja je Sirenje upale iz podrucja oStecenog zivca.
Zbog toga izgleda da imunoloski sustav ima golem znacaj u genezi neuropatske boli
(26). Svaka mehani¢ka ozljeda Zivca u navedenim modelima ukljucuje upalu
razliCitog intenziteta zbog velike koli¢ine ostatne tvari i enzima koji se oslobadaju
nakon ozljede. Pored oslobadanja proinflamatornih tvari kao rezultata mehanicke
ozljede, upala moze biti i rezultat infekcije ili nekroze okolnog tkiva koja prati

kirurski zahvat tijekom eksperimentalnog postupka ozljede spinalnog Zivca (27).



Glavna zbivanja u akutnoj upalnoj reakciji ukljuCuju: a) infiltraciju upalnim
stanicama 1 njihovu aktivaciju (polimorfonuklearnih stanica u prvom razdoblju, a
monocita 1 limfocita u fazi razvoja specificnog imunosnog odgovora), b) pokretanje
biokemijskih proinflamatornih mehanizama, c¢) promjene Zilne propusnosti
(posredovane selektinskim molekulama) i d) promjene u histoloskoj gradi i funkciji
tkiva.

Spinalni ganglij nije u potpunosti zasti¢en krvno-mozdanom barijerom, te je
stoga u upalnoj reakciji pored aktivacije glija stanica moguca i infiltracija upalnih
stanica iz krvi (28). Mnoga istrazivanja u kojima se nastoji ispitati upalni odgovor na
modelima neuropatske boli temelje se na razjaSnjenju specifi¢nosti imunoloskih
reakcija u ziv€éanom tkivu, te na interakciji Ziv€anog i imunoloskog sustava (29).

Ozljeda Zivca uzrokuje promjene koje se odrazavaju ne samo na zivéane nego
1 na okolne stanice s kojima su u uskoj sprezi. Veliki dio tih istrazivanja usmjeren je
prema otkrivanju utjecaja mikroglije na razvoj neuropatske boli (30-32). Stanice
mikroglije dijelom predstavljaju makrofage srediSnjeg ziv€anog sustava i sudjeluju u
brojnim imunoloskim funkcijama. Aktivacija mikroglije je proces koji najve¢im
dijelom nastaje kao rezultat retrogradnog transporta proinflamatornih tvari duz aksona
susjednih neozlijedenih ziv€anih stanica (33). Znacajno je da se nakon primjene SNL
modela aktivacija mikroglije moze dogoditi i na mjestu koje je poprili¢no daleko od
mjesta ozljede (34, 35), pa tako i na kontralateralnoj strani (11, 36-38). Ipak, u nekim
istrazivanjima i pored ocCite aktivacije mikroglije nije ustanovljena njena povezanost s
neuropatskim ponaSanjem (39). Utvrdeno je da se neuropatsko ponasanje Zivotinje
vremenski pojavljuje puno prije aktivacije mikroglije stoga se taj proces ne moze

dovesti u izravnu vezu s razvojem neuropatske boli (39).



Druga skupina istrazivanja ukljucuje promjene u ekspresiji proinflamatornih
tvari koje nastaju kao posljedica upalne reakcije nakon eksperimentalnog ostecenja
zivca. Upalne 1 ostale stanice oslobadaju tvari koje mogu utjecati na zivéano tkivo.
Ve¢ je poznato da nociceptori posjeduju veliki broj receptora za tvari poput razlicitih
iona (K+ i H+) (40), amina (serotonin, histamin) (41), kinina (bradikinin) (42),
prostaglandina (PGE2) (43), purina (ATP) (44), NO-a i brojnih citokina (interleukini,
interferoni, faktori rasta i TNF) (45). Neke od navedenih tvari same po sebi mogu
aktivirati primarna aferentna vlakna, izazvati depolarizaciju i posljedi¢ni akeijski
potencijal, te time izazvati osjet boli. Ipak, ve¢ina ovih tvari djeluje neizravno
mijenjajuci fenotip osjetnih neurona. Dokazano je, da se na mjestu upalnog procesa
oko myjesta ozljede Zivca oslobadaju citokini koji mogu potaknuti susjedne stanice na
proizvodnju tvari koje izazivaju osjet boli (41, 46, 47). U slucaju presijecanja ziv€anih
vlakana vidjelo se da Schwannove stanice izgubivsi kontakt s propadaju¢im ziv€anim
stanicama luce LIF (eng.-leukemia indibitory factor) i MCP-1 (eng.-monocyte
chemoattractant protein-1) koji na mjestu ozljede poticu infiltraciju makrofaga (48).

Sto se ti¢e imunoloskih mehanizama u centralnom Zivéanom sustavu, sve je
viSe dokaza da oni takoder imaju znac¢ajnu ulogu u nastanku neuropatske boli (49). U
sluc¢aju aktivacije mikroglijalnih stanica, koje imaju funkciju makrofaga centralnog
ziv€anog sustava, izlucuju se TNF, IL-1B, IL-6, NO te prostaglandini (50-53). Neke
od tvari koje se oslobadaju tijekom upalnog procesa mogu djelovati protuupalno i
analgezijski, dok je u nekih izraZzena dualna priroda kao primjerice kod IL-1p koji
moze poluciti oba ucinka (54, 55). Sve vise studija takoder ukazuju da su, kako
centralni, tako i periferni imunoloski mehanizmi viSe povezani s indukcijom nego

odrzavanjem neuropatske boli (56).



SrediSnji Ziv€ani sustav se smatra imunoloSki privilegiranim podrucjem, a
spinalni ganglij zauzima specijalno mjesto jer nije u potpunosti zasticen barijerom
krv-mozak (28). Osim mikroglije u imunoloskoj zastiti spinalnog ganglija sudjeluju 1
bijele krvne stanice, te nakupine makrofaga i mastocita smjeStene u okolnom
vezivnom tkivu ganglija koje nazivamo "limfno tkivo povezano sa zivcem" (eng.
Nerve Associated Lymphoid Tissue, NALC) (57). U prilog tome govori i dokaz
prisutnosti stanica koje posjeduju MHC II molekule i limfocita T u spinalnom
gangilju nakon presijecanja ishijadi¢nog ili spinalnog Zivca (36). Prisutnost leukocita
nakon podvezivanja L5 spinalnog zivca je dokazana ¢ak i u lednoj mozdini (58).

O znacenju upale svjedoci i Cinjenica da ozljeda motornih vlakana takoder
moze izazvati hiperalgeziju (59). U tom slucaju neozlijedene stanice postaju izvor
ektopi¢nog okidanja zbog upale koja se razvija nakon ostecenja motornih vlakana.
Aktivnost neozlijedenih stanica dokazana je i nakon presijecanja spinalnih Zivaca
(60). Takoder, u CCI modelu razli¢ite vrste konaca upotrijebljene pri podvezivanju
mogu izazvati razli€it intenzitet upale, a time i razli¢itu razinu neuropatskih simptoma
(61).

Zato upalni proces zasigurno ima znacajnu ulogu u nastanku neuropatske boli.
Ipak, odnos izmedu upalne i mehanicke komponente ozljede Zivca u razvoju

neuropatske boli nije poznat.



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je dokazati da u patogenezi razvoja neuropatske boli
nakon eksperimentalno izazvanog ostecenja zivca (SNL model) upalna komponenta
ima vece znacenje od samog mehanickog presijecanja aksona kao medija za Sirenje
elektricnog impulsa, te odvajanja inerviranog podru¢ja od srediSnjeg Zzivéanog
sustava. Prema toj hipotezi Zivotinje koje nakon eksperimentalnog podvezivanja i
presijecanja spinalnog zivca u punoj mjeri razviju neuropatske simptome imat e
izrazeniji upalni odgovor u podrucju ozlijedenih spinalnih ganglija od onih Zivotinja
koje su bile podvrgnute istoj eksperimentalnoj proceduri i koje nisu u punoj mjeri

razvile neuropatsku simptomatologiju.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Pokusne zivotinje

Pokusi su provedeni na Stakorima soja Sprague-Dawley nabavljenim u
Nastambi za eksperimentalne Zivotinje SveuciliSta u Splitu. Sukladno rezultatima
izraCuna veli¢ine uzorka (vidi poglavlje 3.7. Statisticke metode) u radu je
upotrijebljeno 96 stakora i to isklju¢ivo muzjaka tezine od 150 do 250 g. Tijekom
pokusa Zivotinje su se cuvale u priru¢noj nastambi za eksperimentalne Zivotinje
Zavoda za anatomiju, histologiju i embriologiju. Bile su smjeStene u zasebnim
kavezima standardnih veli¢ina na temperaturi od 21-22 °C, te uz fiksne cikluse od 12
sati svijetla 1 12 sati tame. Dijeta je sadrzavala 23% proteina od kojih je oko 50% bilo
porijeklom od soje. Zivotinje su bile podijeljene metodom sludajnog odabira u
eksperimentalnu grupu od 46 Stakora, laznu pokusnu grupu od 22 Stakora, te
kontrolnu grupu od 28 Stakora. Cijelo istrazivanje je prethodno dobilo odobrenje od

Eticke komisije Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu.

3.2. Podvezivanje spinalnog zivca

Svi kirurSki zahvati su izvodeni pod dubokom anestezijom halotanom (5% za
uvodenje u anesteziju i 2% za odrzavanje anestezije) u 100% kisiku. Podvezivanje

spinalnog zivca provodilo se u skladu s originalnim opisom metode autora Kima i
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Chunga (8). Inicijalnom desnom paramedijalnom incizijom u lumbarnom predjelu
prikazao bi se Sesti lumbalni transverzalni nastavak. Nakon uklanjanja Sestog
transverzalnog nastavka prikazu se i izoliraju ventralni ogranci petog i1 Sestog
lumbalnog (L5 i L6) Zivca, koji se zatim podvezu svilenim koncem debljine 6-0.
Nakon podvezivanja spinalni Zivci se presjeku distalno od ligature (Slika 1), te se

zatvori kozni defekt metalnim spojnicama.

Slika 1. Model podvezivanja spinalnog zivca (eng. Spinal nerve ligation-SNL).
Strelice oznacavaju mjesto podvezivanja i presijecanja L5 1 L6 ventralnog

ogranka spinalnog Zivca.

Lazna pokusna grupa je bila podvrgnuta identi¢nom kirur§kim zahvatu, ali bez
presijecanja zivca. Kontrolne Zivotinje su bile anestezirane, te im je napravljen samo

rez na kozi leda kako bi se omogucilo slijepo testiranje ponasanja.
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3.3. Ispitivanje ponasanja

Zivotinje su se prethodno ostavljale u prostoriji za testiranje kroz 24 sata da bi
se privikle na novu okolinu. Da bi se omogucio pristup plantarnoj povrSini Sape u
svrhu ispitivanja ponaSanja, Zivotinje su se stavljale u plasticne kaveze veliCine
(10x25x30) cm postavljene na stoli¢ ¢ija je gornja ploha bila zamijenjena metalnom
mrezom s otvorima veli¢ine (3x3) mm. Testiranje se provodilo dan prije kirur§kog
zahvata, te Cetvrtog, osmog i petnaestog postoperativnhog dana. PonaSanje se testiralo
na obje straznje Sape u odgovarajuim intervalima (5 sekundi). Plantarne strane
straznje Sape su se naizmjeni¢no podrazavale 15 puta iglom od 22 Gauge (silom koja
je dovoljna da izazove ugibanje koze). Kao posljedica mehanickog podrazaja
registrirao se hiperalgezijski tip reakcije kao glavni kriterij za potvrdu razvoja
neuropatske boli u Zivotinja. Pozitivnim hiperalgezijskim odgovorom smatralo se
produljeno vrijeme uzmaka (viSe od 1 sekunde), lizanje Sape i vokalizacija. Rezultat
testiranja je bio izrazen u vidu vjerojatnosti pozitivnog hiperalgezijskog odgovora na

ozlijedenoj strani.

3.4. HistoloSke metode

Kako bi se omogucilo preuzimanje histoloskog materijala, Zivotinje su bile
Zrtvovane ubrizgavanjem prekomjerne doze anestetika u peritonealnu Supljinu. Dio
zivotinja iz pokusne grupe (Kasna pokusna grupa - 39 Stakora) je Zrtvovano nakon

provedenog ukupnog testiranja ponaSanja, a ostatak (Rana pokusna grupa — 7 Stakora)
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nakon prvog postoperativnog testiranja, $to nam je omogucilo uvid u kretanje broja
upalnih stanica u dorzalnom gangliju u ranom poslijeoperacijskom razdoblju (Slika

2).

§ 7 96
| Zvotinja

Preoperativno testiranje

1. postoperativno testiranje - 4. dan nakon operacije
= :

2. postoperativno testiranje - 8. dan nakon operacije
| |

3. Postoperativno testiranje - 15. dan nakon operacije

z I

Slika 2. Plan istraZivanja. Zivotinje su bile podijeljene metodom slu¢ajnog odabira na
tri glavne grupe (pokusna, lazna pokusna i kontrolna grupa). Zatim se
provelo preoperativno ispitivanje ponasanja nakon Cega su zivotinje bile
operirane. Uslijedila su tri postoperativna testiranja (Cetvrtog, osmog i
petnaestog postoperativnog dana). Sedam zivotinja iz eksperimentalne grupe
su bile zrtvovane odmah nakon prvog testiranja $to nam je dozvolilo uvid u
kretanje broja upalnih stanica u dorzalnom gangliju u ranom

poslijeoperacijskom razdoblju.
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Za klasi¢ne histoloske i imunohistokemijske metode bojenja cijeli ganglij se
fiksirao u 4% paraformaldehidu tijekom 24 sata, a zatim se isprao u 0.1 M fosfatnom
puferu. Nakon dehidracije u sve viSim koncentracijama alkohola i ksilolu, materijal se
uklapao u parafin na 56°C. Komadi¢i tkiva uklopljeni u parafin su se zatim serijski
izrezali na rezove debljine 4-6 um i prilijepili na silanizirana predmetna stakalca.
Odredeni broj histoloskih rezova su se obojili hematoksilin-eozinom. Presjeci su se
zatim pregledali svjetlosnim mikroskopom Olympus BX40 (Olympus, Tokio, Japan).
Svaki deseti presjek pojedinog spinalnog ganglija je uzet za imunohistokemijsko

bojanje.

3.5. Imunohistokemijske metode

Histoloski rezovi su se nakon deparafinizacije u ksilolu i rehidracije kroz
alkohole sve nize koncentracije kuhali u natrijevu citratu tijekom 10 min na oko 95°C.
Naknadna inkubacija u 3%-tnom H,O, (30 min na sobnoj temperaturi) inaktivirala je
endogenu peroksidazu. Potom su se rezovi ispirali u otopini fosfatnog pufera
(Phosphate buffered saline-PBS) i inkubirali s primarnim protutijelom u vlaznoj
komori tijekom no¢i na +4 °C. Kako se spinalni ganglij nalazi na imunoloski
specificnom mjestu u upalnom procesu osim satelitnih stanica sudjeluju i sistemske
imunoloske stanice koje migriraju iz krvotoka. Zbog toga su se upotrijebila misja
primarna protutijela za: a) kiseli glijalni fibrilarni protein (eng. glial fibrilary acidic
protein, GFAP) koji je biljeg aktiviranih astrocita i satelitskih stanica (62), b) CR3

(OX-42) antigen prisutan u aktiviranim stanicama mikroglije i monocita/makrofaga
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(63), c) receptor T stanica koji je prisutan na 97% Stakorskih T limfocita (64). GFAP
primarno protutijelo se koristilo u razrjedenju od 1:1000, OX-42 u razrjedenju od
1:100 te Pan-T u razrjedenju od 1:1000 (sva antitijela istog proizvodaca Chemicon
International, Inc Temecula, CA, USA). U procesu bojenja dijela preparata bio je
izostavljen korak inkubacije s primarnim protutijelom, a ti su preparati bili inkubirani
u vlaznoj komori tijekom no¢i na +4°C s ¢istim PBS-om kako bi se dobila negativna
kontrola. Prisutnost citokina se nije analizirala pod pretpostavkom da je njihova
prisutnost uglavnom posljedica infiltracije upalnih stanica, te da bez njih nije ni
moguée znacajnije nakupljanje citokina. Nakon ispiranja u PBS-u rezovi su se
inkubirali sa sekundarnim protutijelom, tj. sa sustavom za sekundarnu detekciju
(Calbiochem, EMD Biosciences Inc, San Diego, CA, USA) u vlaznoj komori tijekom
60 min na sobnoj temperaturi. Tako tretirani rezovi su se zatim ispirali u PBS-u, te
inkubirali 30 min s kompleksom avidin-biotin-peroksidaza te su se naknadno obojili s
0.05% diaminobenzidinom (DAB) tijekom 10 min na sobnoj temperaturi. Nakon
zavr$nog ispiranja u destiliranoj vodi, preparati su se bojili hematoksilinom, te prekrili
pokrovnim stakalcem koriste¢i sredstvo za prekrivanje preparata pripravljeno na
vodenoj osnovi. Tako obojeni presjeci su se pregledali svjetlosnim mikroskopom

Olympus BX40 (Olympus, Tokio, Japan).
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3.6. Procjena upale i analiza broja upalnih stanica

U procjeni upalne reakcije koristili smo se brojem upalnih stanica izbrojenih
nakon imunohistokemijkog bojenja. Mikroskopska analiza i obrada dobivenih
podataka posluzila je u odredivanju srednje vrijednosti broja upalnih stanica po
zadanom podrugju veli¢ine 2500 pum’.

Da bi se osigurala izotropnost presjeka, komadi¢i tkiva su se uklapali tako da
orijentacija tkiva bude slucajna. Svaki ganglij je serijski bio izrezan na rezove
debljine 4-6 um kako bi se izbjegao Holmesov efekt (efekt debljine reza na
stereoloska mjerenja). Kako je ve¢ prije spomenuto za mjerenje se upotrijebio svaki
deseti presjek koji je prethodno bio imunohistokemijski obraden. Na svakom
obojenom preparatu su se napravile dvije do tri digitalne mikrofotografije (kamera:
Olympus DP-11, Japan) koriste¢i isto povecanje (400X) i duzinu ekspozicije.
Fotografije su bile oznaene na na¢in da se omogucéi slijepo ispitivanje. Svaka
fotografija je bila kompjuterski podijeljena na dvanaest jednakih kvadratnih polja
povriine 2500 pm’, te su sve imunohistokemijski pozitivno obojene stanice bile
prebrojene uz pomo¢ kompjutorskog programa za analizu slika (DP-Soft 3.1,
Olympus). Kao zasebna stanica se racunalo svako stani¢no proSirenje u neposrednoj
blizini stani¢ne jezgre (Slika 3). Rezultat brojenja je bio prikazan u obliku srednje
vrijednosti broja imunopozitivnih stanica prebrojenih u pregledanim poljima svih

imunohistokemisjki obradenih presjeka dorzalnog ganglija pojedine Zivotinje.
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Slika 3. Ganglijska stanica okruzena GFAP pozitivnom satelitskom stanicom. Strelica
oznacava zadebljanje citoplazme satelitske stanice u neposrednoj blizini

stani¢ne jezgre. Povecanje 1000X.

3.7. Statisticke metode

Podaci su bili prikupljeni i obradeni uz pomo¢ kompjutorskih programa Excel
2003 (Microsoft, SAD) i Statistica 6.0 (StatSoft, SAD). Sve kontinuirane varijable
(broj stanica 1 vjerojatnost hiperalgezijskog odgovora) izrazene su u obliku srednjih
vrijednosti i standardnih devijacija. Za usporedbu razlika izmedu grupa pokusnih
zivotinja prema njihovim vjerojatnostima hiperalgezijskog odgovora zabiljezenih kroz
Cetiri testiranja ponasanja upotrijebila se analiza varijance s ponovljenim mjerenjima
(eng. repeated measures ANOVA), dok su se ostali parametri usporedivali

jednosmjernom analizom varijance. Srednje su se vrijednosti broja upalnih stanica u
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razliitim grupama usporedivale Mann-Whitney U testom i1 Kruskal-Wallis testom.

Odabrana razina znac¢ajnosti iznosila je 0.05.

3.7.1. Statisticka snaga

Glavni cilj ovog istrazivanja je usporedba srednje vrijednosti broja GFAP,
0X-42 1 Pan-T imunopozitivnih stanica u SNL zivotinja kod kojih je testiranje
ponasanja pokazalo da su razvile neuropatsku bol nakon ozljede Zivca sa srednjom
vrijednos¢éu kod SNL zivotinja koje je nisu razvile.

U ovoj studiji je bilo ukljuc¢eno 39 Zivotinja koje su bile podvrgnute SNL
operaciji. Iz dobivenih podataka smo pristupili izraCunu statisticke snage studije.
Tablica 1 prikazuje rezultate srednjih vrijednosti broja stanica po kvadratnom polju
povriine 2500 um?” u Zivotinja koje su razvile i onih koje nisu razvile neuropatsku bol

nakon podvezivanja spinalnog Zivca.

Tablica 1 Srednja vrijednost broja imunopozitivnih stanica u SNL operiranih
zivotinja koje su razvile neuropatsku bol (n=17, 43,6%) i onih koje je nisu razvile

(n=22, 56,4%).

Srednja vrijednost=SD V4 p
Neuropatska bol Razvijena Nerazvijena
GFAP 4.0+0.7 2.8+0.8 -3.956 <0.001
0X-42 7.7£1.0 4.8+1.8 -2.572 0.01

"Mann-Whitney U test
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Na temelju tih podataka izracunato je da se u slu¢aju GFAP-a s 11 Zivotinja po
grupi postize 91%-tna snaga testa u detektiranju razlike od 1.2 izmedu nul-hipoteze da
obje srednje vrijednosti iznose 3.96 i alternativne hipoteze da srednja vrijednost druge
grupe iznosi 2.76 uz poznate standardne devijacije od 0.68 i1 0.75 i znacajnost (alfa)
od 0.01, i to koriste¢i dvokracni Mann-Whitney U test. U slucaju bojanja s OX-42, sa
7 zivotinja po grupi se postize 90%-tna snaga u detektiranju razlike od 2.96 izmedu
nul-hipoteze da obje srednje vrijednosti iznose 7.71 i alternativne hipoteze da srednja
vrijednost druge grupe iznosi 4.75 uz poznate standardne devijacije od 1.03 1 1.76 1
znacajnost (alfa) od 0.01, i to ponovno koriste¢i dvokra¢ni Mann-Whitney U test.

Ovim je dokazano da nam je bilo potrebno najmanje 11 Zivotinja koje su
razvile neuropatsku bol i 11 koje nisu razvile neuropatsku bol nakon operacije
podvezivanja spinalnog Zivca kako bi smo sa zadovoljavaju¢om sigurno$¢u mogli

potvrditi ili odbaciti nul-hipotezu.
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4. REZULTATI

4.1. Rezultati ispitivanja ponasanja

Podvezivanje spinalnog Zivca je rezultiralo znacajnim povecanjem
vjerojatnosti hiperalgezijskog odgovora. Kako je to ve¢ opisano u poglavlju materijala
1 metoda, bile su ispitivane i biljeZene vjerojatnosti hiperalgezijskog odgovora na
podrazaj plantarne povrSine Sape iglom debljine 22 gauge. Prilikom svakog od
ukupno Cetiri testiranja, obije su straznje Sape bile naizmjeni¢no podrazavane petnaest
puta, te je broj pozitivnih odgovora na ukupno petnaest podrazaja predstavljao
vjerojatnost hiperalgezijskog odgovora za pojedinu Sapu. Preoperativno testiranje
ponaSanja je pokazalo da nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu srednjih
vrijednosti vjerojatnosti hiperalgezijskog odgovora desne i lijeve straznje Sape (T-
student test; t=0.032, df=126; p=0.975) niti medu vjerojatnostima hiperalgezijskog
odgovora medu trima grupama (ANOVA; F=0.217, df=2, p=0.805).

Poslije operacije u kojoj je kod pokusnih Zivotinja izvedeno podvezivanje i
presijecanje desnih ventralnih ogranaka petog i Sestog lumbalnog Zivca provedena su
jo§ tri istovjetna testiranja ponaSanja. StatistiCka analiza interakcije izmedu tipa
primijenjene kirurgije i vremena je pokazala da je postojala statisticki znacajna razlika
u srednjim vrijednostima hiperalgezijskog odgovora medu grupama Zivotinja
(ponovljeno mjerenje ANOVA; F=2.18, df=6, p<0.05). Naknadno je Bonferronijevom
post-hoc analizom utvrdeno da je u usporedbi s kontrolnom i laznom pokusnom

grupom, operacijski zahvat podvezivanja i presijecanja spinalnih Zivaca uzrokovao
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statisticki znacajno povecanje vjerojatnosti hiperalgezijskog odgovora u sva tri

postoperativna testiranja ponasanja (Slika 4).
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Slika 4. Razlika vjerojatnosti hiperalgezijskog odgovora desne i lijeve straznje
Sape u preoperativnim 1 postoperativnim testiranjima ponasanja u sve tri grupe
zivotinja. Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti+standardna pogreska. Zvjezdica
oznaCava statistiCki znacajnu razliku od preoperativne vrijednosti vjerojatnosti

hiperalgezijskog odgovora. PO-preoperativno testiranje.

Odredeni dio Zivotinja iz pokusne grupe kojima je bio podvezan i presjecen
spinalni zivac tijekom postopreativnih testiranja ponaSanja ipak nije pokazao znakove
razvoja hiperalgezije. S ciljem identifikacije tih Zivotinja za svaku Zivotinju su se
uprosjeCile vjerojatnosti hiperalgezijskog odgovora =zabiljezene prilikom tri

postoperativna testiranja ponaSanja. Kako bi se provjerio utjecaj preoperativne
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individualne osjetljivosti na bolni podrazaj svake od ispitanih Zivotinja, dobivene
uprosjecene vrijednosti su se graficki prikazale na dva nacina, prvo kao promjenu
vjerojatnosti hiperalgezijskog odgovora u odnosu na preoperativne vrijednosti (AD-
AL) (Slika 5A), te drugi nacin, jednostavno, kao razliku vjerojatnosti hiperalgezijskog
odgovora zabiljezenih testiranjima lijeve 1 desne straznje Sape (vjD-vjL) (Slika 5B).
Vrijednosti AD-AL predstavljaju u¢inak ozljede na desnoj strani u odnosu na lijevu
stranu 1 to prikazanu kao postotak uprosjeCene vjerojatnosti hiperalgezijskog
odgovora zabiljezenih u tri postoperativna testiranja Sto se izracunavalo na sljedeci
nacin: 100x[(srednja vrijednost desnih postoperativnih V)-(desna preoperativna V)]-
100x[(srednja vrijednost lijevih postoperativnih V)-(lijeva preoperativna V)], gdje V
stoji za vjerojatnost hiperalgezijskog odgovora. Vrijednosti vjD-vjL predstavljaju
razliku u vjerojatnosti hiperalgezijskog odgovora dobivenih testiranjem desne
(ozlijedene) 1 lijeve straznje Sape i to prikazanu kako postotak a izraCunavala se na
slijede¢i nacin: [(srednja vrijednost desnih postoperativnih V)-( srednja vrijednost
lijevih postoperativnih V)]. Statisticka analiza je pokazala znacajnu razliku medu
trima grupama u oba sluCaja, bilo kada smo wuzeli u obzir vjerojatnosti
hiperalgezijskog odgovora u odnosu na preoperativne vrijednosti (AD-AL) (ANOVA
F=9.423, df=2, p=0.003), ili kada smo wuzeli u obzir razliku vjerojatnosti
hiperalgezijskog odgovora zabiljezenih testiranjima lijeve i desne straznje Sape (vjD-
vjL) (ANOVA F=5.267, df=2, p=0.007). Bonfferonijeva post-hoc analiza je pokazala
da je u oba slucaja pokusna grupa imala, statisticki znacajno, viSe vrijednosti nego
kontrolna grupa dok se lazna pokusna grupa razlikovala od pokusne samo kada je
vjerojojatnost hiperalgezijskog odgovora bila izraZzena bez obzira na preoperativne
vrijednosti (Slika 5B). S obzirom da su se grupe statisticki znacajno razlikovale i ne

vodeci racuna o preoperativnim vrijednostima hiperalgezijskog odgovora, u nastavku
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¢e se koristiti samo asimetrija vjerojatnosti hiperalgezijskog odgovora zabiljezene na

desnoj i lijevoj straznjoj Sapi bez oduzimanja preoperativnih vrijednosti.
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Slika 5. Prikaz vjerojatnosti hiperalgezijskog odgovora po grupama. (A) Vrijednosti

AD-AL predstavljaju u¢inak ozljede na desnoj strani u odnosu na lijevu stranu

i to prikazanu kao uprosjeCeno povecanje vjerojatnosti hiperalgezijskog

odgovora zabiljezenih u trima postoperativnim testiranjima u odnosu na

preoperativnu  vrijednost. (B) Vrijednosti vjD-vjL predstavljaju razliku u

vjerojatnosti

hiperalgezijskog odgovora

dobivenih

testiranjem  desne

(ozlijedene) i lijeve (neozlijedene) straznje Sape i to prikazanu kao postotak.

Srednje vrijednosti za grupu su prikazane vodoravnim crtama. Razlike medu

grupama su izraunate analizom varijance s Bonfferonijevim post-hoc testom.

Vodoravne uglate zagrade ukazuju znacajne post-hoc razlike izmedu grupa.

24



Vjerojatnosti hiperalgezijskog odgovora zivotinja u kasnoj pokusnoj grupi su
pokazale Siroki raspon vrijednosti koje su imale tendenciju grupiranja oko dvije
razliCite centralne vrijednosti kao $to se to moze primijetiti i iz grafickih prikaza na
Slici 5. To znaci da je odredeni dio Zivotinja iz pokusne grupe imao izrazito visoke
postoperativne vrijednosti vjerojatnosti hiperalgezijskog odgovora za razliku od
ostatka jednako operiranih Zivotinja kod kojih nije zabiljeZen znacajan skok u tim
vrijednostima. Isti fenomen nije bio zabiljezen na grafickim prikazima za laznu
pokusnu i kontrolnu grupu. Zivotinje iz pokusne grupe su bile podijeljene u dvije
odvojene podgrupe s ciljem razlikovanja onih koje su razvile znacajno povecanje
hiperalgezijskog odgovora nakon operacije podvezivanja spinalnog zivca od onih koje
nisu pokazale to povecanje. Prva podgrupa je obuhvacala zivotinje koje su nakon
podvezivanja spinalnog zivca imale vjerojatnost hiperalgezijskog odgovora >0.33, te
su upravo to bile zivotinje koje su uspje$no razvile hiperalgeziju nakon operacije
podvezivanja spinalnog zivca. Tih Zivotinja je bilo ukupno 17 (43.6%) i nazvane su
reaktivnom podgrupom. Ostale 22 (56.4%) zivotinje iz pokusne grupe nisu imale
znacajan porast vjerojatnost hiperalgezijskog odgovara, koji je iznosio <0.33, te je ta
podgrupa zivotinja bila nazvana nereaktivnom podgrupom.

Vrijednosti vjerojatnosti hiperalgezijskog odgovora reaktivne i nereaktivne
podgrupe zivotinja su se pokazale statisticki znacajno razli¢itima. (Mann-Whitney U
test, Z=-6.959, p<0.001). Ako se graficki zasebno prikazu srednje vrijednosti
vjerojatnosti hiperalgezijskog odgovora za svako od Cetiri testiranja moZze se vidjeti da
su preoperativne vrijednosti, kako za reaktivnu tako i za nereaktivnu podgrupu bile
priblizno jednake (Slika 6). No, u postoperativnim testiranjima te vrijednosti u
reaktivnoj podgrupi su progresivno rasle iz testiranja u testiranje, dok su se vrijednosti

zabiljeZene za nereaktivnu podgrupu kretale oko preoperativne vrijednosti.
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Slika 6. Preoperativne i1 postoperativne srednje vrijednosti razlika vjerojatnosti
hiperalgezijskog odgovora desne 1 lijeve straznje Sape zabiljezene u reaktivnoj
1 nereaktivnoj podgrupi prilikom cetiri testiranja. PO=preoperativno testiranje.

Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna pogreska.

4.2. Rezultati mjerenja upalne reakcije

Da bi dokazali i izmjerili jacinu upale uzrokovane operacijom, primijenjene su
imunohistokemijske metode bojenja za specificne antigene prisutne na stanicama koje
svojom aktivacijom sudjeluju u postoperatvnom upalnom odgovoru, §to je ve¢ bilo
opsirnije objasnjeno u poglavlju materijala i metoda. Nakon imunohisokemijskog
bojenja presjeka spinalnog ganglija i prilijezuceg dijela spinalnog Zivca, istrazeno je

postoji 1i statisticki znacajna razlika u broju stanica koje su se imunohistokemijskim
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bojenjem obojile kako izmedu razliCitih grupa Zivotinja tako i izmedu reaktivne i
nereaktivne podgrupe Zivotinja.
Prebrojavanjem imunopozitivnih stanica obojenih GFAP i OX-42 primarnim

protutijelom dobile su se vrijednosti njihove gustoce prikazane u tablici 2.

Tablica 2. Gusto¢a GFAP i OX-42 imunopozitivnih stanica u dorzalnim ganglijima
po grupama. Vrijednosti prikazane kao srednje vrijednosti + standardna

pogreska/2500 pm’.

GFAP 0X-42
Kontrolna grupa 1.1+0.6 1.1+0.2
Rana pokusna grupa
P St 7.9+1.8 7.7+£0.9
(4 dana nakon operacije)
Kasna pokusna grupa
P S 3.6+£0.9 3.7+2.1
(15 dana nakon operacije)
Lazna pokusna grupa 0.9£0.5 2.0+£0.9

Iz tih podataka vidimo da je najveca gustoca stanica zabiljeZzena u pokusnoj
grupi i to 4 dana nakon operacije podvezivanja spinalnog Zivca, te skoro upola manje
nakon 15 dana. U laznoj pokusnoj grupi i u kontrolnoj grupi se nasla gotovo ista
gusto¢a imunopozitivnih stanica koja je bila daleko niza od one nadene u pokusnoj
grupi. StatistiCka analiza je pokazala znacajnu razliku u gusto¢i imunopozitivnih
stanica izmedu te Cetiri grupe kako za GFAP specificno imunohistokemijsko bojanje

(Kruskal-Wallis test; H=82.42, p<0.001), tako i za OX-42 bojenje (Kruskal-Wallis
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test; H=36.45, p<0.001). Naknadna Bonferronijeva post-hoc analiza je pokazala da je
u pokusnoj grupi zabiljeZzena znacajno veca gusto¢a GFAP i OX-42 imunopozitivnih
stanica, za razliku od lazne pokusne i kontrolne grupe koje se nisu medusobno

razlikovale (Slika 7).
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Slika 7. Srednja vrijednost gusto¢e GFAP (A) 1 OX-42 (B) imunopozitivnih stanica
izbrojenih na histoloskim presjecima spinalnog ganglija po grupama Zivotinja.
Zivotinje iz rane pokusne grupe su bile Zrtvovane Gevrti dan nakon operacije
podvezivanja spinalnog zivca dok su zivotinje iz kasne pokusne grupe bile
zrtvovane nakon petnaest dana. Vrijednosti su prikazane kao srednje
vrijednosti + standardna pogreska/2500 pm®. Vodoravne uglate zagrade
pokazuju znacajne razlike medu grupama izraCunate Bonfferonijevom post-

hoc analizom.
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Osim $§to je Cetvrtog dana nakon operacije podvezivanja spinalnog Zivca na
preparatima spinalnih ganglija iz rane pokusne grupe naden najveéi broj
imunopozitivnih stanica, te iste stanice su se takoder tada i najintenzivnije bojile bilo

da su se koristila GFAP ili OX-42 primarna protutijela (Slika 8).
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Slika 8. Imunoreaktivnost histoloskih presjeka spinalnog ganglija na glijalni fibrilarni
kiseli protein (GFAP) i OX-42. (A) Mikrofotografija histoloskog presjeka
spinalnog ganglija iz kontrolne grupe obojenog GFAP-om. GFAP
imunoreaktivnost presjeka spinalnog ganglija Zivotinja Zrtvovanih Cetiri (B) i
petnaest (C) dana nakon operacije podvezivanja spinalnog zivca. (D)
Histoloski preparat kontrolne grupe obojen OX-42 protutijelom. OX-42
imunoreaktivnost presjeka spinalnog ganglija Zivotinja Zrtvovanih osam (E) i
petnaest (F) dana nakon operacije podvezivanja spinalnog Zivca. Povecanje

400X. Mjerna oznaka, 50 pm.
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Sto se ti¢e imunoreaktivnosti na Pan-T primarna antitijela opcenito je
zabiljeZena veoma mala gustoc¢a takovih imunopozitivnih stanica. U pokusnoj grupi
prosje¢na gustoéa stanica po podrudju od 2500 pm’ se kretala oko 1.3+0.4 u

spinalnom gangliju (Slika 9), te 1.6+0.5 medu Ziv€anim vlaknima dok su u laznoj

pokusnoj 1 kontrolnoj grupi zabiljezene samo sporadicne imunopozitivne stanice.

Slika 9. Imunoreaktivnost zabiljeZena na histoloSkom preparatu spinalnog ganglija na
Pan-T primarno antitijelo nakon operacije podvezivanja spinalnog Zivca.

Povecanje 400X. Mjerna oznaka, 50 pm.

Medu ziv€anim vlaknima koja prolaze izmedu nakupina tijela ganglijskih

stanica nalaze se ovalne i nepravilno oblikovane GFAP i OX-42 pozitivne stanice.
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Srednje vrijednosti gustoce tih stanica u razli¢itim grupama Zivotinja su navedene u

tablici 3.

Tablica 3. Gusto¢a GFAP 1 OX-42 imunopozitivnih stanica medu ziv€anim vlaknima
po grupama. Vrijednosti prikazane kao srednje vrijednosti + standardna

pogreska/2500 pm’.

GFAP 0X-42
Kontrolna grupa 0,3+0,4 0,2+0,1
Rana pokusna grupa
P St 3,525 8,9438+1,5
(4 dana nakon operacije)
Kasna pokusna grupa
P ST 0,4 +0,3 3,8+3,5
(15 dana nakon operacije)
Lazna pokusna grupa 0,8+0,5 1,1+1,2

Iz tablice 3 se vidi da je najveéa gustoa GFAP imunopozitivnih stanica
zabiljeZena u pokusnoj grupi i to Cetiri dana nakon operacije podvezivanja spinalnog
zivca 1 mnogo manja nakon petnaest dana. Lazna pokusna i kontrolna grupa takoder
su imale nisku gusto¢u GFAP imunopozitivnih stanica koja je bila daleko niza od one
nadene u pokusnoj grupi cetiri dana nakon operacije. U sluaju OX-42
imunohistokemijskog bojenja zabiljezena je vr$na vrijednost gustoce imunopozitivnih
stanica u pokusnoj grupi cetiri dana nakon operacije. Ta gustoca je u istoj grupi

zivotinja petnaest dana nakon operacije opala na polovicu vrS$ne vrijednosti, ali je joS
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uvijek bila visa od onih zabiljeZenih u laZznoj pokusnoj i kontrolnoj grupi. Statisticka
analiza je ponovno pokazala znafajnu razliku u gusto¢i imunopozitivnih stanica
izmedu te cCetiri grupe kako za GFAP specificno imunohistokemijsko bojanje
(Kruskal-Wallis test; H=8.28, p=0.041), tako i za OX-42 bojenje (Kruskal-Wallis test;
H=17.99, p<0.001). Naknadna Bonfferonijeva post-hoc analiza je pokazala da se u
pokusnoj, u odnosu na ostale grupe zivotinja, naSao znacajno viSi broj OX-42
imunopozitivnih stanica, za razliku od lazne pokusne i kontrolne grupe koje se
medusobno nisu razlikovale (Slika 10).

Svi gore navedeni podaci govore da je ozljeda spinalnog zivca dovela do
povecanja gusto¢e GFAP i1 OX-42 pozitivnih stanica u L5 spinalnom gangliju u
pokusnoj grupi, ali ne i u laznoj pokusnoj grupi $to potvrduje da sama manipulacija
zivca, kakva je napravljena u slucaju lazne pokusne grupe, ne moze prouzrociti
znacajni upalni proces u ozlijedenom spinalnom gangliju.

U konacnici s ciljem da se provjeri valjanost hipoteze ovog istrazivanja da je
za razvoj neuropatske boli nakon eksperimentalno izazvanog oSte¢enja Zivca upalna
komponenta daleko znacajnija od samog mehani¢kog presijecanja aksona, bilo je
bitno razlikovati postoji li statistiCki znacajna razlika u gusto¢i upalnih stanica u
spinalnom gangliju Zivotinja iz reaktivne i nereaktivne podgrupe Zivotinja, to jest iz
dvije podgrupe izdvojene iz pokusne grupe (u kojoj su sve Zivotinje bile podvrgnute
istovjetnom zahvatu podvezivanja spinalnog Zivca) ovisno o tome je li im se ili nije

povecala postoperativna vjerojatnost hiperalgezijskog odgovora.
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Slika 10. Srednja vrijednost gustoce GFAP (A) i OX-42 (B) imunopozitivnih stanica
izbrojenih medu Zziv€anim vlaknima na histoloSkim presjecima spinalnog
ganglija po grupama Zivotinja. Zivotinje iz rane pokusne grupe su bile
Zrtvovane Cetvrti dan nakon operacije podvezivanja spinalnog zivca dok su
zivotinje iz kasne pokusne grupe bile Zrtvovane nakon petnaest dana.
Vrijednosti su prikazane kao srednje vrijednosti + standardna pogreska/2500
um’. Vodoravne uglate zagrade ukazuju znadajne post-hoc razlike izmedu

grupa izracunate Bonfferonijevom post-hoc analizom.

Gusto¢a GFAP imunopozitivnih stanica u reaktivnoj podgrupi je iznosila

3.96+0.68 stanica/2500 pm’ i u nereaktivnoj podgrupi 2.76+0.75 stanica/2500 pm®.
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Razlika u gusto¢i GFAP imunopozitivnih stanica u reaktivnoj i nereaktivnoj podgrupi
se pokazala statisticki znacajnom (Mann-Whitney U test; Z=-3.956, p<0.001).

Sli¢no je nadeno i kod bojenja OX-42 primarnim antitijelima. Gustoca OX-42
pozitivnih stanica u reaktivnoj podgrupi je iznosila 7.71+1.03 stanica/2500 pm’ i u
nereaktivnoj 3.96+0.68 stanica/2500 um” §to se ponovno pokazalo statisti¢ki zna¢ajno

razli¢ito (Mann-Whitney U test; Z=-2.572, p=0.01).
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5. RASPRAVA

5.1. Ispitivanje ponasanja

Obradom podataka dobivenih u jednom preoperativnom 1 trima
postoperativnim ispitivanjima ponaSanja razli¢itih grupa Zivotinja potvrdeno je da
eksperimentalni model podvezivanja spinalnog zivca uspjeSno izaziva povecanje
hiperalgezije, za razliku od laZzne pokusne grupe gdje je napravljen istovjetni
operativni zahvat uz izostavljanje podvezivanja i presijecanja spinalnog zivca. To
potvrduje rezultate prethodnog istrazivanja autora Hogana i sur. (65). Kako je vidljivo
na slici 1, preoperativno testiranje ponaSanja je pokazalo da su sve tri grupe imale
veoma slicne vjerojatnosti hiperalgezijskog odgovora. To ukazuje da su sve pokusne
zivotinje ukljucene u ovu studiju preoperativno jednako reagirale na mehanicki
podrazaj S§to je bitno za postoperativno pracenje povecanja vjerojatnosti
hiperalgezijskog odgovora. Postoperativnim testiranjima ponaSanja se vidjelo da je
statisticki znaCajan porast hiperalgezijskog odgovora zabiljezen jedino u pokusnoj
grupi Cije vrijednosti su pokazale skoro linearni rast kroz vrijeme. To potvrduje
efikasnost operativnog zahvata podvezivanja spinalnog Zivca kao valjanog
eksperimentalnog modela za izazivanje kroni¢ne boli. Interesantno je takoder kretanje
vrijednosti vjerojatnosti hiperalgezijskog odgovora u laznoj pokusnoj grupi koja je
pokazala pocetni porast prilikom prvog postoperativnog testiranja da bi se na
posljednja dva testiranja vrijednosti ponovno priblizile onima iz kontrolne grupe.
Takvo specifiéno kretanje vrijednosti hiperalgezijskog odgovora u laznoj pokusnoj

grupi moze znaciti da sama manipulacija spinalnog zivca i stvaranje okolne upale
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moze dovesti do tranzitornog stanja smanjenog praga boli, ali da ne moZe samostalno
pokrenuti proces nastanka neuropatske boli.

lako srednje vrijednosti vjerojatnosti hiperalgezijskog odgovora u pokusnoj
grupi ukazuju na uspjesnost eksperimentalnog modela podvezivanja spinalnog zivca u
izazivanju neuropatske boli, primije¢eno je tijekom ispitivanja ponaSanja da ipak
samo dio Zzivotinja (reaktivna podgrupa) ima znacajno postoperativho povecanje
vjerojatnosti hiperalgezijskog odgovora. Slicna zapazanja su zabiljezena i u drugim
eksperimentalnim istrazivanjima Kotinena i sur., te Cuia i sur. (66, 67). Interesantno
je takoder da je u jednom klinickom istrazivanju autora Alia i sur. zabiljezeno sli¢no
zapazanje (68). Naime, radilo se o grupi pacijenata podvrgnutih istovjetnom
neurokirur§kom operativnom zahvatu u kojih je kontralateralni C7 spinalni Zivac bio
kirurski podijeljen i presaden u svrhu reinervacije ozlijedenog kontralateralnog
brahijalnog pleksusa, a $to je samo u nekih pacijenata izazvalo ozbiljnu neuropatsku

bol.

5.2. Prepoznavanje reaktivne podgrupe Zivotinja

Neuropatska bol je po svojoj prirodi kroni¢na bol i zbog toga je vjerojatnost
hiperalgezijskog odgovora pracena postoperativno u viSe navrata. U svrhu
identificiranja Zivotinja koje su razvile znacajnu postoperativnu hiperalgeziju koristila
se uprosjecena vrijednost vjerojatnosti hiperalgezijskog odgovora dobivenih u tri
postoperativna ispitivanja ponaSanja. Da bi se izbjegao mogu¢ utjecaj preoperativne
varijabilnosti osjetljivosti svake pojedinacne eksperimentalne Zivotinje, ispitano je i

statisticki dokazano, da iako ona postoji, uo¢ene minimalne razlike statisticki
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znacajno ne utjeu na postoperativne rezultate. Naknadno se pokazalo da se pokusna
grupa zivotinja statisticki znacajno razlikovala od ostalih dviju ¢ak i kad se uprosjece
tri postoperativne vrijednosti vjerojatnosti hiperalgezijskog odgovora, §to dodatno
potvrduje valjanost eksperimentalnog modela podvezivanja spinalnog Zivca.

Nadalje se moze =zapaziti da uprosjeCene vrijednosti vjerojatnosti
hiperalgezijskog odgovora svake pojedinacne Zivotinje imaju tendenciju grupiranja u
dvije podgrupe, onu s visokim vrijednostima koju smo nazvali reaktivnom
podgrupom, jer su zivotinje u njoj reagirale razvijanjem znacajne hiperalgezije nakon
operacije podvezivanja spinalnog Zivca, i onu s nizim vrijednostima koju smo iz
suprotnih razloga nazvali nereaktivhom podgrupom. Statistic¢ki je dokazano da postoji
znacajna razlika u vrijednostima vjerojatnosti tih dviju podgrupa $to potvrduje gore
navedeno zapaZzanje da nakon ozljede spinalnog Zivca ne sve Zivotinje neophodno i
razviju neuropatsku bol.

Dosada$nja istrazivanja su se uglavnom temeljila na pretpostavci da sve ili
barem velika ve¢ina pokusnih Zivotinja podvrgnutih operaciji ozljedivanja Zivca po
nekom od postoje¢ih modela razviju neuropatsku bol. 1z rezultata ove studije vidimo
da to nije slucaj, te da je postotak Zivotinja koji postoperativno razvije neuropatsku
bol daleko nizi. Ovo zapazanje odgovara i nekim zapazanjima iz klinicke prakse gdje
je poznato da na sre¢u samo relativno mali broj pacijenata s veoma slicnim ozljedama
zivéanog sustava razvije kroni¢nu bol (68). Saznanje da nakon ozljede ziv€anog
sustava relativno mali broj pokusnih zivotinja razvije neuropatsku bol i ne mora
predstavljati znacajan problem u istrazivanjima koja se provode na relativno velikim
brojevima Zzivotinja. Kako se znanja i teorije o mehanizmima neuropatske boli
gomilaju, ve¢ danasnja i buduca istrazivanja na podrucju neuropatske boli postaju sve

zahtjevnija, skuplja 1 dugotrajnija, kao S$to je to slu€aj u mehanicistickim
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istrazivanjima. Zbog toga je neophodno limitirati broj pokusnih Zivotinja koje se
ukljucuje u istrazivanje. U tom sluCaju prema podacima dobivenim u ovoj studiji
neophodno je prije pocetka provodenja planiranog istrazivanja provesti testiranje
ponasanja kako bi se identificiralo Zivotinje koje su nakon ozljede Ziv€anog sustava

pokazale znaCajan porast vjerojatnosti hiperalgezijskog odgovora.

5.3. Razlika u upalnoj reakciji

Osnovni cilj ove studije je bio ispitati korelaciju pojave hiperalgezije i upale
ziv€anog tkiva koja je uzrokovana njegovim ozljedivanjem. U tu svrhu je bilo
upotrijebljeno GFAP primarno antitijelo koje je marker aktiviranih satelitskih stanica
koje obuhvacaju tijela ganglijskih stanica i OX-42 primarno antitijelo koje je marker
aktiviranih mikroglijalnih stanica, monocita/makrofaga, te nekih neutrofilnih stanica
(62, 69).

Gusto¢a GFAP i OX-42 imunopozitivnih stanica u spinalnom ganliju i izmedu
ziv€anih vlakana koja prolaze u blizini spinalnog ganglija bila je najveca u pokusnoj
grupi, te se statisticki znacajno razlikovala po njihovom broju od ostalih grupa. Ti
rezultati zajedno s rezultatima nekih drugih prethodnih istraZivanja potvrduju da
porast broja GFAP i OX-42 imunopozitivnih stanica u spinalnom gangliju i
dorzalnom rogu ledne mozdine korelira s pojavom hiperalgezije nakon ozljede
spinalnog zivca (39, 69-71). Takoder je nadeno da se vrSna vrijednost koncentracije
tih imunopozitivnih stanica javlja izmedu treceg i desetog dana nakon ozljede Zivca,

te da se ona poslije postupno smanjuje.

38



Bila su upotrebljena i primarna protutijela specifi¢na za Stakorske T limfocite
(64) no nadena je niska koncentracija tih stanica u spinalnim ganglijima Zivotinja iz
pokusne grupe za razliku od kontrolne i lazne pokusne grupe gdje su te stanice bile
samo sporadi¢ne. Sli¢ni rezultat su dobili takoder Lu i suradnici (72) iako su u jednoj
drugoj studiji autori Hu i McLachlan (36) zabiljezili neSto znacajniju infiltraciju pan-
T imunopozitivnih stanica. To bi upucivalo da su T-limfociti veoma rijetki ili ih uopce
nema u normalnom spinalnom gangliju. Put kojim oni infiltriraju Ziv€ano tkivo nakon
ozljede nije moguée utvrditi na temelju ove studije no kako je vidljivo na slici 9
gusto¢a T limfocita u spinalnom ganliju Zivotinja iz pokusne skupine je bila najveca u
blizini krvnih Zila §to govori vise u prilog da T limfociti infiltriraju ganglij preko
stijenke krvnih Zila negoli da ulaze u Ziv€ano tkivo na mjestu prekida kontinuiteta
zivca. To bi dakako trebalo biti podrobnije istrazeno u nekom buducem istrazivanju.

Iako su se vecina dosada publiciranih znanstvenih radova fokusirali na upalnu
infiltraciju ledne mozdine, ovo istrazivanje se bavilo daleko manje istrazenom
upalnom reakcijom u spinalnom gangliju gdje rezidentne stanice zaduzene za upalni
odgovor mogu do¢i u kontakt sa stanicama sustavnog imunoloskog sustava zbog
nedostatka krvno-tkivne barijere (73). Zbog toga se moze posumnjati da je povecanje
broja GFAP 1 OX-42 imunopozitivnih stanica u spinalnom gangliju rezultat aktivacije
ili fenotipske promjene satelitskih stanica, no, na temelju ovog istrazivanja nije
moguce iskljuciti da njihov povecani broj nije dijelom uzrokovan i nagomilavanjem
hematogenih monocita (74). Znacajno slabiji utjecaj ziv€ane ozljede na promjenu
broja GFAP imunopozitivnih stanica koje se nalaze medu ziv€anim vlaknima dogada
se zbog toga §to se aktivirane neuroinflamatorne stanice najvise koncentriraju u

blizini tijela ganglijskih stanica, dok se OX-42 imunopozitivne stanice ravhomjerno
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rasporeduju izmedu Ziv€anih vlakana i tijela ganglijskih stanica u spinalnom gangliju
(Slika 7 A 1B).

Poznato je da 2.5+0,1% volumena neozlijedenog dorzalnog ganglija
predstavlja brojcano relativno stabilna populacija miruju¢ih makrofaga (75). Kako je
0OX-42 primarno antitijelo specifiéno za aktivirane mikroglijalne stanice (koje se
nalaze isklju¢ivo u mozgu i lednoj mozdini), monocite/makrofage, te aktiviranih
neutrofilnih stanica, nadeni povecani broj OX-42 pozitivnih stanica medu ziv€anim
vlaknima dorzalnog ganglija moze znaliti aktivaciju i proliferaciju rezidentnih
makrofaga odnosno infiltraciju spinalnog Zivca od strane cirkuliraju¢ih
monocita/makrofaga. Autori Hu i sur. su dokazali prisutnost Cetiri funkcijska podtipa
makrofaga u dorzalnom gangliju nakon ozljede spinalnog Zivca (76). Oni se mogu
imunohistokemijski razlikovati po razli¢itoj kombinaciji ekspresije CD68 (detekcija
upotrebom ED1 primarnog protutijela), CD 163 (detekcija upotrebom ED2 primarnog
protutijela) i MHC II molekule. Makrofazi u dorzalnom gangliju imaju vazan zadatak
odstranjivanja mijelinskih ostataka i produkata degeneracije neurona nakon traume,
infekcije ili autoimune reakcije u Ziv€anom sustavu, no, uloga svakog podtipa
makrofaga u generiranju neuropatske boli i njihova interakcija s okolnim stanicama je
jos uvijek nedovoljno istrazena.

Kad se usporede rezultati dobiveni ispitivanjem ponasanja s intenzitetom upale
u spinalnom gangliju, vidi se da, iako je vrSna vrijednost broja upalnih stanica
zabiljeZena Cetiri dana poslije operacije podvezivanja spinalnog Zivca uz naknadno
postupno smanjenje njihovog broja, testiranja ponasanja su pokazala kontinuirani
linearni rast vjerojatnosti hiperalgezijskog odgovora. To sugerira da povecanje broja
upalnih stanica moze u prvom mahu doprinijeti prezivljenju neurona. No, te stanice

imaju potencijal izlu€ivanja ekscitatornih citokina koji mogu nakon ozljede u osjetnim
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neuronima generirati ektopi¢ne akcijske potencijale. Na taj nacin njihova dugotrajna
prisutnost moze igrati vaznu ulogu kao pokreta¢ mehanizma nastanka neuropatske
boli.

Pokazalo se takoder da postoji znacajna razlika u broju aktiviranih upalnih
stanica izmedu reaktivne i nereaktivne podgrupe. Preglednom dostupne literature ovo
je prva studija koja dokazuje razliku u upali uzrokovanoj ozljedom zivca izmedu
zivotinja koje su razvile neuropatsku bol nakon ozljede Zivca (reaktivna podgrupa) i
onih koje je nisu razvile (nereaktivna podgrupa). Kao $to je ve¢ prije spomenuto u
slicnoj studiji autora Kima i sur., nadeno je da promjena koncentracije vazoaktivnog
intestinalnog polipeptida (VIP) i neuropeptida Y u lednoj mozdini nakon periferne
ozljede Zivca nije statisticki znacajno razliita izmedu Zzivotinja koje su nakon
operativnog zahvata razvile neuropatsku bol i onih koje je nisu razvile (77). U toj je
studiji samo 22.32% zivotinja razvilo neuropatsku bol, Sto priblizno odgovara i
rezultatima ove studije. Taj postotak uspjesnosti kojom model podvezivanja spinalnog
zivca inducira nastanak neuropatske boli nam ukazuje na vaznost identifikacije
zivotinja u kojih je eksperimentalno oStecenje zivca izazvalo neuropatsku bol. Na taj
bi se nacin zajamCilo donoSenje zakljuCaka na temelju podataka koji nisu
kontaminirani rezultatima dobivenim mjerenjima provedenim na Zivotinjama koje
nisu razvile neuropatsku bol.

S obzirom da su u ovoj studiji sve zivotinje iz eksperimentalne grupe bile
operirane istom tehnikom od strane istog operatera te da je testiranje ponasanja bilo
provedeno u istim uvjetima i istom metodom, to ne moZe predstavljati uzrok
zabiljeZene varijabilnosti u razvoju neuropatske boli nakon ozljede spinalnog Zivca.
No poznato je da postoji varijabilna sklonost k razvijanju kroni¢ne boli medu

razli¢itim sojevima glodavaca podvrgnutih istovjetnom Chung-ovom modelu
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podvezivanja spinalnog zivca (78, 79). U jednoj kasnijoj studiji je dokazano da se
pomnom selekcijom i planiranim krizanjem kroz mnoge generacije mogu uzgojiti
legla eksperimentalnih Zivotinja s izrazito jakom ili slabom sklono§¢u razvoju
neuropatske boli (25). Zbog toga se prilikom planiranja sloZenijih istraZivanja o
mehanizmima nastanka neuropatske boli koja se moraju provesti na limitiranom broju
pokusnih Zivotinja moZe predvidjeti upotreba ovih pomno selektiranih legla pokusnih
zivotinja koja imaju jaku sklonost razvoju neuropatske boli. Na taj bi se nacin
zna¢ajno povecala ucinkovitost eksperimentalnih modela i smanjila vjerojatnost
donosenja pogresnih zakljucaka. No, testiranje postoperativnog ponasanja, gdje je ono
primjenjivo 1 opravdano, i dalje vazi kao metoda koja osim $to je daleko jednostavnija
i ekonomicnija, jedina omogucuje sigurnu detekciju zivotinja koje su postoperativno
razvile neuropatsku bol.

Posto su u ovom istrazivanju koristeni isklju¢ivo Stakori soja Sprague-Dawley
¢ije krizanje nije bilo kontrolirano, moze se pretpostaviti da se radilo o zivotinjama s
veoma heterogenom genetskom podlogom koja posljedi¢éno moze garantirati jednako
raznoliku sklonost razvoju neuropatske boli.

Iako su ovi rezultati pokazali znacajnu razliku u broju aktiviranih stanica
izmedu reaktivne i nereaktivne podgrupe, nepredvidiv ucinak ozljede Zivca na razvoj
neuropatske boli moze biti rezultat mnogih drugih faktora kao na primjer anatomska
varijabilnost neuralnih putova i njihova razli¢ita periferna raspodjela, razlike u opsegu
ozljede okolnih tkiva i posljedicne upale, ve¢ spomenute razliCite osjetljivosti

pokusnih Zivotinja na ozljedu, te utjecaj razli¢itih faktora iz okoliSa (65).
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6. ZAKLJUCCI

Ispitivanja ponaSanja su pokazala da su Zivotinje iz pokusne grupe, koje su
bile podvrgnute operaciji podvezivanja i presijecanja spinalnog Zivca, u prosjeku
uspjesno razvile neuropatsku bol za razliku od onih u laznoj pokusnoj grupi gdje je
napravljena istovjetna operacija ali je bilo izostavljeno podvezivanje i presijecanje
spinalnog Zivca. To ukazuje da sama manipulacija Zivca i posljedi¢na okolna upalna
reakcija ne mogu uspjesno izazvati nastanak neuropatske boli.

Osim Sto je ova studija pokazala da podvezivanje spinalnog Zivca uspjesno
izaziva nastanak neuropatske boli, zabiljezeno je da sve eksperimentalne Zivotinje
koje se podvrgnu toj operaciji kasnije ne razviju neophodno neuropatsku bol. To je od
posebne vaznosti za buduce studije, posebice one mehanicisticke u kojima bi rezultati
testiranja ponasanja trebali postati jedan od kriterija za ukljucivanje u studiju kako bi
se osigurao pravilan izbor pokusnih Zivotinja koje su zaista razvile neuropatsku bol
nakon ozljede Zivca.

Postojala je znacajna razlika u broju upalnih stanica u spinalnom gangliju u
zivotinja koje su razvile neuropatsku bol nakon ozljede spinalnog Zivca za razliku od
onih koje je nisu razvile. Pregledom dostupne literature moze se zakljuciti da je ovo
prva studija koja je dokazala da je upala u spinalnom gangliju znacajan faktor u
nastanku neuropatske boli nakon operacije podvezivanja spinalnog Zivca.

Bio je takoder zabiljezen priblizno linearan progresivni rast vjerojatnosti
hiperalgezijskog odgovora nakon ozljede Zivca, iako broj upalnih stanica u spinalnom

gangliju zapocinje opadati oko cetvrtog postoperativnog dana. Iz toga se moZe
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zakljuciti da je upalna reakcija Ziv€anog tkiva bitan pokretac za nastanak neuropatske
boli, te da izostanak potpunog razvoja upalnog odgovora ograni¢ava njezin razvoj.
Ova studija je ukazala da dolazi do znacajne upale u spinalnom gangliju nakon
ozljede Zivca no jo$ uvijek je ostalo neistrazeno podrijetlo tih upalnih stanica u
spinalnom gangliju, odnosno radi li se o aktiviranim rezidentnim stanicama koje
mogu provesti odredene fenotipske promjene ili se pak radi o cirkulirajuéim

imunosnim stanicama koje infiltriraju Ziv€ani sustav.
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7. SAZETAK

Cilj ovog istrazivanja bio je objasniti varijabilnost reakcije bolnog ponaSanja
nakon podvezivanja spinalnoga Zivca promatranjem odnosa izmedu nastanka
neuropatske boli i pokazatelja upale u spinalnom gangliju i zivcu.

Devedeset i Sest Stakora soja Sprague-Dawley nasumice su bili rasporedeni u
pokusnu grupu kojoj je bio podvezan spinalni zivac, laznu pokusnu grupu koja je bila
podvrgnuta istoj operaciji, ali bez podvezivanja spinalnog zivca ili u kontrolnu grupu.
Testiranjem bolnog ponasanja identificirani su Stakori koji su razvili neuropatsku bol
(reaktivni) 1 oni koji nisu (nereaktivni). Stupanj upale u tim dvjema grupama
procijenjen je uz pomo¢ primarnih antitijela za bojenje glijalne fibrilarne kisele
bjelanevine (eng., glial fibrilary acid protein, kratica GFAP), receptora za
komponentu C3 stakorskog komplementa (protutijela OX-42) i T limfocita (pan-T
protutijela).

Gustoc¢a stanica imunopozitivnih na GFAP 1 OX-42 bila je znaajno veca u
zivotinja koje su pokazivale znacajnu hiperalgeziju. Gustoca stanica u gangliju
dorzalnoga korijena imunopozitivnih na GFAP bila je 4.0+0.6 u reaktivnih, a 2.8+0.8
u nereaktivnih Zivotinja (Mann-Whitneyev U-test. Z=-3.965, P<0.001). Gustoca
stanica u spinalnom Zivcu imunopozitivnih na OX-42 bila je 7.7+1.0 u reaktivnih i
4.8+1.8 u nereaktivnih Zivotonja (Mann-Whitneyev U-test. Z=-2.572, P=0.01).
Takoder je zabiljezena veoma mala gusto¢a pan-T imunopozitivnih stanica. U

pokusnoj grupi prosjeCna gustoca tih stanica se kretala oko 1.3+0.4 u spinalnom
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gangliju te 1.6+£0.5 medu ziv€anim vlaknima dok su u laznoj pokusnoj i kontrolnoj
grupi zabiljezene samo sporadi¢ne imunopozitivne stanice.

Hiperalgezijski odgovor pojac¢avao se kroz vrijeme usprkos tome §to je Cetvrti
dan nakon ozljede gusto¢a imunopozitivnih stanica pocela opadati.

Ovi rezultati ukazuju da upala ima znacajnu ulogu u nastanku neuropatske
boli, te da je s ciljem to¢nog odabira ispitanika za mehanicisticka istraZivanja
neophodno razlikovati eksperimentalne Zivotinje koje su zadovoljavajuce razvile

neuropatsku bol od onih koje je nisu razvile.
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8. SUMMARY

Association of Neural Inflammation with Hyperalgesia Following

Spinal Nerve Ligation

Aim: To explain the variability in the behavioral response after spinal nerve
ligation, we examined the relation between the development of the neuropathic pain
and the expression of inflammatory indicators; the increase of glial fibrillary acid
protein (GFAP primary antibodies) expression, rat C3 complement receptor (OX-42
primary antibodies), and the presence of T lymphocytes (Pan-T primary antibodies) in
dorsal root ganglia and spinal nerve.

Methods: Ninety-six male Sprague-Dawley rats were randomly assigned to the
modified spinal nerve ligation, sham, and control group. Hyperalgesia behavioral
testing identified rats that have successfully developed neuropathic pain (responders)
and those which did not (non responders). The extent of neuroinflammation in the two
groups was assessed by immunohistochemical staining of dorsal root ganglions.

Results: GFAP and OX-42 immunopositive cell density in the DRG and spinal
nerve was significantly higher in hyperalgesic animals (GFAP: responders 4.0+0.6,
non responders 2.8+0.8, Z=-3.965, P<0.001; OX-42: responders 7.7+1.0; non
responders 4.8+1.8, Z=-2.572, P=0.01). With Pan-T antibodies, only occasional
lymphocytes were identified. Hyperalgesic behavior progressively increased during
the testing period, although immunopositive cell density peaked on day 4 post-injury

and progressively decreased afterwards.
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Conclusion: These results suggest that inflammation has a decisive role in
initiating neuropathic pain. Also, this study confirms that for the sake of selecting
appropriate subjects for mechanistic study, it is necessary to discriminate

experimental subjects that develop pain satisfactorily from those which do not.
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