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Popis kratica

LMC - laringealna motoricka kora

M1 - primarna motoricka kora

MEP - motoricki evocirani potencijal

CoMEP - kortikonuklearni motoricki evocirani potencijal
CSP - kortikalni period tiSine

TMS - transkranijska magnetska stimulacija

nTMS - navigacijska transkranijska magnetska stimulacija
rTMS - repetitivna transkranijska magnetska stimulacija
ISI - interstimulus interval

SICI - intrakortikalna inhibicija kratkog intervala

ICF - intrakortikalna facilitacija

ICI - intrakortikalna inhibicija

SSEP - somatosenzoricki evocirani potencijal

BAEDP - auditivni potencijal mozdanog debla

EEG - elektroencefalografija

EMG - elektromiografija

CT - krikotiroidni misi¢

TA - tiroaritenoidni misi¢

MT - motoricki prag podrazljivosti

rMT - motori¢ki prag podrazljivosti u mirovanju

GABA - gama-aminomaslacna kiselina

TBS - theta-rafalna stimulacija



1TBS - intermitentna theta-rafalna stimulacija

cTBS - kontinuirana theta-rafalna stimulacija

dTMS - duboka transkranijska magnetska stimulacija
DBS - duboka mozgovna stimulacija

MRI - magnetna rezonancija

fMRI - funkcionalna magnetna rezonancija

PET - pozitronska emisijska tomografija



1. UVOD



Razumijevanje intrakortikalnih procesa mozga koji se odvijaju u podlozi interakcije neurona i
dalje predstavlja popriliCan izazov. Spoznajom nacina intrakortikalne komunikacije moci
¢emo u potpunosti razumjeti interakciju mozga s ostalim organskim sustavima. Ova
doktorska disertacija daje prilog spoznaji inhibicijskih intrakortikalnih i intraspinalnih
procesa kojima mozak kontrolira organske sustave i prikazuje dio neuroelektrofizioloskih

inhibicijskih procesa na relaciji mozak — laringealna muskulatura pri fonaciji.

Neuroelektrofiziologija je disciplina koja se razvija u 18. stolje¢u otkricem -elektri¢ne
aktivnosti neurona (1). Najprije kao eksperimentalna tehnika iz koje se razvija terapijska
metoda u lijeCenju razli¢itih bolesti mozga, a zatim i kao intraoperacijska tehnika za prac¢enje
signala u sklopu protekcije zdravoga mozdanog tkiva pri ablaciji tumorskih ekspanzivnih
tvorbi. Prvaci neuroelektrofiziologije, Penfield 1 Boldrey, kreirali su prve mape
kortikospinalnih puteva senzoricke i motoricke kore za koriStenje u svakodnevnoj
neurokirurskoj praksi (2). KoriStenje intraoperacijskog neuromonitoringa radi prevencije
neuroloskog deficita temelji se na tvrdnji da su promjene funkcija neuronske strukture
mjerljive prije nego Sto dovedu do trajnog oStec¢enja. Razvijene su metodologije za pracenje
elektrofizioloSkog signala koje uklju¢uju somatosenzoricke evocirane potencijale (eng.
somatosensory evoked potentials, SSEP), motori¢ke evocirane potencijale (eng. motor evoked
potentials, MEP), auditivne potencijale mozdanog debla (eng. brain auditory evoked
potentials. BAEP), elektroencefalografiju (eng. electroencephalography, EEG) te
elektromiografiju (eng. electromyography, EMG) (3).

Razvojem neinvazivnih neuroelektrofizioloSkih metoda za istrazivanje elektricne aktivnosti
mozga poput transkranijske magnetske stimulacije (eng. transcranial magnetic stimulation,
TMS) stvorila se dodatna mogucénost za procjenu provodenja silaznih kortikonuklearnih 1
kortikospinalnih veza, kao 1 uzlaznih spinotalamickih puteva. Neurofizioloske mjere, kao §to
su motoricki prag podrazljivosti (eng. motor threshold, MT), amplituda i latencija
motorickoga evociranog potencijala, latencija ili trajanje kortikalnog perioda tiSine (eng.
cortical silent period, CSP), mogu se koristiti za pruzanje dokaza o promjenama u motorickoj
kortikalnoj kontroli ili kortikospinalnom izlazu koje su povezane s bolestima kod pacijenata
(4,5). Indukcijom CSPa prikazan je neinvazivni uvid u funkciju inhibicijskog puta motoricke
kore generiranjem elektri¢ne struje u odredenom podrucju mozga, ¢ime to postaje vrijedno
sredstvo za mjerenje intrakortikalne inhibicije u motorickoj kori mozga i otkrivanje promjena
u kortikalnoj ekscitabilnosti kod stanja kao Sto su epilepsija, distonija, multipla skleroza i

mozdane ishemijske atake. Do danas su razvijene metodologije za mapiranje motoricke kore
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pomo¢u TMS-a (6,7) i1 intraoperativno tehnikama elektricne stimulacije za snimanje

kortikospinalnih i kortikonuklearnih puteva (3).

Cilj ove doktorske disertacije je po prvi put navigacijskom transkranijalnom magnetskom
stimulacijom (eng. navigated transcranial magnetic stimulation, nTMS) motoric¢kih podrucja
kore mozga za govor pruziti neurofizioloSko objasnjenje ovog inhibicijskog fenomena na
krikotiroidnom misi¢u laringealne muskulature. Do sada je provedeno svega nekoliko studija
koje su istrazivale CSP iz laringealnih misi¢a Covjeka u bolesnim stanjima i na zdravim

ispitanicima (4,8,9)

Moze se ocekivati primjena razvijene metodologije u daljnjem istrazivanju i mapiranju radi
ocuvanja motorickih podrucja kore mozga , a cilj je o¢uvanje mozga za govor te u planiranju
1 odredivanju maladaptivne dinamike u razli¢itim bolestima i stanjima $to vodi do spoznaje o

intrakortikalnim procesima mozga.

1.1. Neuroanatomija govora

1.1.1. Prilog iz anatomije laringealne regije

Produkcija glasa, u fizioloSkom smislu, odnosi se na zvuk koji nastaje kompleksnom
interakcijom laringealne motoricke kore (eng. laringeal motor cortex, LMC), miSi¢a usne
Supljine, grkljana ( lat. larynx), miSica prsista 1 dijafragme (10). Poznato je preko 100 miSica
koji sudjeluju u kontroli i1 preciznom podeSavanju pokreta prifonaciji (11). Preciznost pokreta
ukljucuje ekscitaciju i inhibiciju miSi¢a, koja je nuZna za artikulaciju zvuka, u kojem je
koaktivacija miSi¢a intrizi€nih grkljanskih miSi¢a iznimno zna€ajna u regulaciji duljine
glasnica 1 samoj fonaciji. Anatomski prikazi grkljana opisuju hrskavi¢ni kostur sastavljen od
epiglotisa, tiroidne i krikoidne hrskavice te tri manje parne aritenoidne, kornikulatne i
kuneiformne hrskavice koje su povezane misi¢ima i ligamentima. Nadalje, miSi¢i se dijele na
intrinziéne koji sudjeluju u nastanku glasa te ekstrinzi¢ne koji povezuju grkljan s drugim
strukturama vrata. Abdukcija ili adukcija glasnica dovest ¢e nastanka glasa pri cemu
aktivacija krikotiroidnog mis$i¢a (lat. m. cricothyroideus, CT) dovodi do fonacije viSeg tona.
Misi¢ se sastoji od ravnog (lat. pars recta) i kosog (lat. pars oblique) dijela misica koji
povezuju krikoidnu 1 tiroidnu hrskavicu (12). On uz komplementarni straznji krikoaritenoidni

misi¢ (lat. m. cricoarythenoideus posterior) vrsi abdukciju, odnosno otvara glasnice te djeluje



kao antagonist parnim lateralnim i1 prednjim krikoaritenoidnim (lat. m. cricoarytenoideus
lateralis et anterior), tireoaritenoidnim (lat. m. thyroarytenoideus, TA), ariepiglotidnim (lat.
m. aryepiglotticus) te popre¢nom aritenoidnom misicu (lat. m. arytenoideus transversus). Oni
aduciraju glasnice te omogucéavaju fonaciju dubljeg tona. Antagonizam miSi¢a kasnije su

potvrdile EMG studije(13,14).

Inervacija miSi¢a grkljana dolazi od dva razlicita Zivca: donjeg ili povratnog laringealnog

ziveca (lat. n. laryngeus recurrens) i gornjeg laringealnog zivca (lat. n. laryngeus superior).
Gornji laringealni zivac grana je vagalnog zivca (lat. n. vagus) koja se odvaja iz donjeg
ganglija n. vagusa. Ovaj zivac takoder prima vlakna iz gornjeg cervikalnog ganglija
simpati¢kog Ziv€anog sustava, prolazi izmedu karotidnih arterija i Zdrijela te stize do grkljana
neposredno ispod podjezi¢ne kosti (lat. os hyoideum), gdje se dijeli na unutarnju i vanjsku
granu. Vanjska grana inervira CT, dok unutarnja grana prati gornju laringealnu arteriju (lat. a.
laryngea superior) prema tirohioidnoj membrani (lat. membrana thyreohyoidea),

opskrbljujuéi sluznicu oko ulaza u grkljan i epiglotis.

Povratni laringealni zivac inervira sve intrinzi¢ne misi¢e grkljana osim spomenutog CT
miSi¢a. Lijeva grana Zivca spusta se u prsni ko§, obilazi luk aorte, dok desna grana Zivca
obilazi arteriju subklaviju (lat. a. subclavia). Zatim se obje grane proteZu kranijalno, uzduz
traheje 1 jednjaka te ulaze u grkljan. Unutarnji 1 donji laringealni Zivci obi¢no se spajaju u

strukturi poznatoj kao Galenova anastomoza (15).

1.1.2. Prilog iz anatomije i fiziologije mozga

Embriologija opisuje razvoj mozga iz triju primarnih moZdanih mjehura: prednjeg (lat.
prosencephalon), srednjeg (lat. mesencephalon) 1 straznjeg (lat. rhombencephalon), koji se
kasnije diferenciraju u pet sekundarnih mjehura iz kojih se dalje razvija mozak:

telencephalon, diencephalon, mesencephalon, metencephalon i myelencephalon.

Daljnja anatomska podjela dijeli mozak na veliki mozak (lat. telencephalon), medumozak
(lat. diencephalon), mali mozak (lat. cerebellum) i mozdano deblo (lat. truncus encephali).
Veliki mozak sastoji se od dviju hemisfera povezanih corpusom callosumom, dok svaku

hemisferu ¢ine frontalni, parijetalni, temporalni i okcipitalni rezanj (16,17).



Povrsinu mozga prekriva mozdana kora (lat. cortex cerebri), struktura sive tvari podijeljena u
Sest slojeva s razli¢itim histoloskim osobinama unutar koje se nalaze milijarde neurona
specijaliziranih za razli¢itu obradu informacija. Takva struktura ostaje konzistentna uz razlike
u koli€ini prisutnosti pojedinog sloja s obzirom na ulogu u mozgovnoj funkciji. Primjerice, u
motorickoj kori jace je izraZen sloj IV, dok je u senzornoj kori najizrazeniji sloj V. Svaki od

Sest slojevima ima specifi¢nu ulogu u obradi informacija.

Prvi sloj koji se nalazi neposredno ispod povrSine mozdane kore poznat je kao molekularni
sloj. U njemu su dominantni dendriti stanica dubljih slojeva s manjom koli¢inom vlastitih
neurona. Sloj ima ulogu integracije aktivnosti iz razli¢itih podrucja. Odrazava poveznicu u

koju se sinaptic¢ki povezuju i moduliraju razli¢ite kortikalne informacije.

Drugi sloj vanjski je granularni sloj koji se sastoji od gustog snopa horizontalno rasporedenih
malih granularnih stanica koje imaju integracijsku i1 posrednic¢ku ulogu lokalnih kortikalnih
kurgova tako Sto podrzavaju lateralnu komunikaciju unutar kore. Takoder, stanice drugog

sloja primaju aferentne informacije i Salju kratke projekcije dendrita prema tre¢em sloju.

Treci sloj naziva se vanjskim piramidalnim slojem, u kojemu se nalaze velike piramidalne
stanice Ciji aksoni ¢ine asocijacijska 1 komisuralna vlakna, a njihova je uloga u tome da su
poveznica izmedu funkcionalnih regija mozga i tvore, izmedu ostalog, 1 vlakna corpusa
callosuma koji povezuje dvije hemisfere. Treci sloj zasluZan je za sinkronizaciju kognitivnih 1

senzorno-motornih funkcija.

Unutarnji granularni sloj cetvrti je sloj kore mozga koji tvore male, zrnaste stanice koje
obraduju aferentne projekcije uz talamusa, primarno zaduZene za obradu osjeta. U senzornim
regijama mozgovne kore ovaj je sloj najzastupljeniji, dok je u motorickoj kori slabo razvijen,

Sto utjeCe na razlike u funkciji pojedinih dijelova kore.

Peti je sloj unutarnji piramidalni sloj u kojem se nalaze Betzove stanice, velike piramidalne
stanice koje su glavni eferentni neuroni s projekcijama vlakana prema subkortikalnim
strukturama. Ovi piramidalni neuroni ¢ine kortikospinalne, kortikonuklearne 1 druge
eferentne puteve koji imaju kljucnu ulogu u motori¢koj koordinaciji 1 upravljaju voljnim

pokretima.

Multiformni je sloj najdublji, Sesti sloj, koji €ine razli¢iti tipovi neurona c¢ija regulatorna
funkcija uspostavlja mehanizam komunikacije prema talamusu i pruza povratnu modulatornu

prilagodbu osjetilne obrade 1 paznje.



Ovih Sest slojeva mozdane kore €ini osnovnu strukturalnu jedinicu unutar koje se odvijaju
procesi integracije, sinteze motorickog i senzorickog odgovora (18,19). Svaki od navedenih
slojeva doprinosi obradi signala razlicitih regija. Treba istaknuti Betzove stanice, koje je prvi
opisano Vladimir Aleksejvi¢ Betz 1874. godine (19). One predstavljaju najkrupnije stanice
ljudskog mozga, ¢ija veli¢ina doseze 1 do 100 mikrometara, a karakterizira ih veliki trokutasti
somatski oblik, dugi apikalni dendriti te aksoni koji daju projekcije sve do prednjih rogova
kraljeznicke mozdine, odnosno do nucleusa ambiguusa produljene mozdine gdje stvaraju
sinapse s alfa-motoneuronima. Zasluzne su za izrazito brzi, precizan prijenos signala, a sluze
kao integracijsko mjesto signala premotoricke, senzoricke kore, malog mozga te dubokih

mozgovnih struktura.

Njihova se vaznost isti¢e u klini¢kom kontekstu. Naime, njihovo oSte¢enje bez obzira na to je
li rije¢ o traumatskom oSteéenju, cerebrovaskularnom inzultu ili o neurodegenerativnoj
bolesti kao Sto je laringealna distonija, imat ¢e za posljedicu slabost motoricke kontrole,
paralizu 1 spasticnost koje dovode do neuroloSkog deficita. Proucavanje neurona i slojeva
mozgovne kore 1 njihove komunikacije s dubljim strukturama mozga kao §to je, primjerice,

talamus daje osnovu za razvoj znanja o funkcionalnom integritetu ljudskog mozga (19).

U istrazivanju mozdane kore vazno je istaknuti njemackog neurologa Korbiniana Brodmanna
koji je 1909. godine razvio mapu mozgovne kore na temelju citoarhitektonskih razlika (20).
Njegova podjela postaje jedan od najvaznijih referentnih okvira svim disciplinama koje
proucavaju mozak. Korbinian Brodmann otkrio je da se razliciti dijelovi mozdane kore
razlikuju u svojoj mikroskopskoj gradi, odnosno citoarhitektonici i da razlike ovise o funkciji.
Analizom rasporeda, gustoce, veliCine 1 oblika neurona primata i ¢ovjeka utvrdio je razlike u
slojevitosti, kao 1 razlike u medusobnim odnosima pojedinih dijelova mozgovne kore. Opisao
je 52 razlicita podrucja ¢ija se razlika temelji na morfologiji. Daljnja istrazivanja otkrila su i
funkcionalne korelacije, tako primjerice, podru¢je 4 u Brodmannovoj podjeli odgovara
primarnoj motorickoj kori, dok podrucja 1, 2 1 3 obuhvacaju primarnu somatosenzori¢ku
koru, podrucje 17 identificirano je kao primarna vizualna kora, a podrucja 41 i1 42 povezana
su sa sluSnom percepcijom. Podrucja 44 i 45 poznata su kao Brocina zona, klju¢na za
produkciju govora, dok je Wernickeova zona smjestena u podruc¢jima 22 i dijelovima 21 i 39,
a ona je odgovorna za razumijevanje jezika. Time njegova mapa postaje temeljem

funkcionalne neuroanatomije (21). Obrasci koje je Brodmann uocio kasnije su potvrdile



suvremene metode poput funkcionalne magnetske rezonancije (eng. functional magnetic
resonance imaging, fMRI) ili pozitronske emisijske tomografije (eng. positron emitted
tomography, PET) te elektroencefalografije (EEG) i TMS-a (22-24). Ove su metode
znanstvenicima omogucile to da izravno povezu specificne Brodmannova podrucja sa
senzornickim, motorickim 1 kognitivnim funkcijama. DanaSnje tehnike, ukljucujuci
optogenetiku, funkcionalnu neurovizualizaciju, TMS 1 genetske markere produbljuju znanje o
funkcioniranju sveza izmedu Sest slojeva mozdane kore, kao i njihovu interakciju s dubokim
mozgovnim strukturama. S obzirom na ekstenzivnu istrazenost Betzovih stanica nastao je
model za prouc¢avanje neurodegeneracije i neuroplasti¢nosti. Uloga Betzovih stanica i1 njihova
interakcija s neuronima talamusa i drugim bazalnim ganglijima, neuronima moZzdanog debla
te malim mozgom u maladaptivnim promjenama kortikalnih i intrakortikalnih signalnih
puteva kod razli¢itih bolesti, primjerice laringealne distonije i mozdanog udara, otvara vrata

novim metodama u neurorehabilitaciji (19,23).

U nastavku se prikazuju ostali modulacijski dijelovi mozga koji su klju¢ni za nastanak CSP-a

1 daje anatomska podloga za ovaj elektrofizioloski fenomen.

Modulacijska struktura ljudskog mozga koja je klju¢na za integraciju, prijenos i obradu
signala razlic¢itih dijelova mozga prije svega je talamus. Anatomski lokaliziran u medumozgu,
talamus je parna struktura jajolikog oblika, po jedan u svakoj hemisferi. povezani su massom
intermediom, spletom glijalnih stanica 1 komisuralnih vlakana, a posjeduju izuzetno sloZzenu
unutarnju organizaciju i funkcionalnu vaznost §to talamus ¢ini jednim od najvaznijih sredista
mozdane komunikacije. Morfoloski se sastoji od viSe jezgara koji se mogu klasificirati u
nekoliko osnovnih skupina: prednje, medijalne, lateralne, intralaminarne i retikularne jezgre
koje se medusobno razlikuju prema vrsti informacija i1 razli¢itim svezama s drugim
kortikalnim 1 subkortikalnim strukturama. Primarna je funkcija talamusa to da je on
prijenosno srediSte za osjetne, motoricke signale izmedu ostatka srediSnjeg Ziv€anog sustava i
perifernog zivcanog sustava. Karakterizira ga dvosmjerna povezanost, odnosno postojanje
kortikotalamickih i talamokortikalnih veza, $to omogucuje talamusu utjecaj na aktivnu
selekciju, modulaciju 1 integraciju signala, ¢cime oblikuje svijest, paznju, emocije, pamcenje 1
razliCite aspekte ponaSanja. Svi osjeti, osim mirisa, prolaze kroz talamus prije nego $to budu

obradeni u kori. Preko lateralne i medijalne genikulatne jezgre talamus obraduje informacije
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vida 1 sluha, dok ventroposterolateralne i ventroposteromedijalne jezgre obraduju osjet prije
prijenosa u somatosenzoricku koru. Intralaminarne jezgre ukljuCene su u nespecificnu
aktivaciju mozdane kore i vazan su dio retikularnog aktivacijskog sustava, koji podrzava
stanje budnosti, odrzava razinu paznje i omogucuje svjesno percipiranje podrazaja iz vanjske
sredine. Talamus je takoder usko povezan s emocionalnim i kognitivnim procesima putem

mediodorzalne jezgre koja komunicira s prefrontalnom korom i limbic¢kim sustavom (25).

Za izdvojiti je ulogu u motorickoj kontroli putem ventralne anteriorne i ventralne lateralne
jezgre koje primaju ulazne signale iz bazalnih ganglija i malog mozga te ih prosljeduju
premotorickoj i motorickoj kori. Funkcionalne petlje talamusa, kore mozga, bazalnih ganglija
1 malog mozga ¢ine sustav povratnih inhibicijsko-ekscitacijskih petlji koje omogucuju finu
modulaciju motori¢kih procesa. Ova mreza informacija kljuéna je za preciznu regulaciju
pokreta, koordinaciju, intenzitet, vremensku sinkronizaciju, ali 1 inhibiciju neZeljenih pokreta.
Uloga je talamusa, dakle, u paznji i selekciji informacija, ¢ime omogucuje ucinkovito
procesuiranje kompleksne stvarnosti. NeurofizioloSki mehanizmi ukljucuju theta-gama
oscilacije, sinapticku plasti¢nost, i1 interakciju izmedu talamickih stanica i inhibicijskih

interneurona (25,26).

Ostecenje ovih talamickih puteva dovodi do motorickih pokreta u razli¢iti neuroloskim
bolestima, primjerice u Parkinsonovoj bolesti, Hungtingtonovoj bolesti, ali 1 distonijskim

poremecajima kao §to je laringealna distonija.

Zahvaljuju¢i napretku tehnologije, talamus je sve viSe u srediStu neuromodulacijskih
istrazivanja 1 klinic¢kih intervencija, ukljucujuci duboku mozdanu stimulaciju (eng. deep brain
stimulation, DBS), koja se primjenjuje u lijecenju Parkinsonove bolesti, esencijalnog tremora
1 drugih neuroloskih poremecaja. Preciznim ciljanjem specificnih talamickih jezgara
elektrodama mogucée je modulirati njihovu aktivnost te posredno utjecati na povezane
kortikalne i subkortikalne strukture. Na taj se nacin postiZze poboljSanje motorickih funkcija,
redukcija tremora 1 povecanje kvalitete zivota u bolesnika kod kojih farmakoloska terapija
nije dostatno uc¢inkovita. Ova terapijska praksa dodatno potvrduje srediSnju ulogu talamusa u

organizaciji, modulaciji 1 integraciji mozdanih funkcija (27,28).

Talamus je centralna 1 duboko smjeStena struktura medumozga cija uloga nadilazi
tradicionalni koncept ,releja®. Osim S§to prenosi senzorimotori¢ke informacije, aktivno
oblikuje dinamiku njihova protoka kroz slozene modulacijske mehanizme. Posebno je

znafajna njegova dvosmjerna povezanost s primarnom motorickom korom, pri ¢emu
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aferentni 1 eferentni putevi medusobno stvaraju povratne inhibicijske petlje. Ove petlje
omogucuju talamusu da, ovisno o kontekstu i funkcionalnom stanju kore, selektivno filtrira i

sinkronizira motoricke impulse (25,26,29).

Mali mozak (lat. cerebellum) je vazan za finu motoricku koordinaciju, a prima motoricke
informacije iz kore putem pontinih jezgri i Salje ih natrag u koru preko ventrolateralnih
talamickih jezgri. Ova petlja omogucava stalnu korekciju i prilagodbu pokreta, ukljucujuéi i
one koji se odnose na govor 1 funkcioniranje larinksa. Osim §to je ukljucen u koordinaciju
pokreta, mali mozak regulira ritam, intenzitet i tok fonacije, $to je vidljivo u poremecajima

cerebelarne ataksije gdje se javlja dizartrija, nesuvislost govora i promuklost (30).

Mezencefalon ili srednji mozak sadrzi vazne jezgre za motoricku kontrolu kao $to su nucleus
ruber, substantia nigra i colliculi superiori 1 inferiori. Nucleus ruber ima ulogu u finoj
motorickoj regulaciji te preko rubrospinalnog trakta utjece na tonus misi¢a i koordinaciju
pokreta. Substantia nigra pars compacta izvor je dopaminskih neurona koji reguliraju
aktivnost bazalnih ganglija klju¢nih za motoricku kontrolu, a njezina degeneracija dovodi do
Parkinsonove bolesti s motorickim i govornim poremecajima. Colliculi sudjeluju u

orijentacijskim pokretima glave i vrata koji su povezani s govornom motorikom (31,32).

Pons sluzi kao most izmedu mozdanog debla, kore i malog mozga. Sadrzi vazne jezgre poput
nucleus pontis, koje primaju informacije iz motoricke i premotoricke kore te preko srednjeg
pedunkula prenose te informacije u mali mozak. Na taj se nacin kortikopontocerebelarni trakt
koristi kao kanal za dostavu planskih motorickih naredbi malom mozgu. Retikularna
formacija u ponsu dodatno modulira tonus miSica, disanje 1 glasovne funkcije te koordinira
automatske i refleksne motori¢ke obrasce povezane s govorom. U ponsu su takoder smjesStene
jezgre za kranijalne zivce n. trigeminus, n. facialis 1 n. abducens, koji djelomi¢no sudjeluju u

motoric¢koj kontroli orofacijalnih misi¢a i time indirektno utjecu na govorne funkcije (33,34).

Produljena mozdina (lat. medulla oblongata) sadrzi nucleus ambiguus, primarnu motoricku
jezgru n. vagusa, koja je esencijalna za inervaciju misi¢a zdrijela 1 larinksa te za izvodenje
govora, gutanja i1 fonacije. Upravo je provodenje signala putem ogranaka vagalnog Zivca
predmet ove doktorske disertacije. Osim toga, nucleus tractus solitarii u meduli prima
visceralne senzorne informacije omogucujuci refleksnu kontrolu disanja 1 gutanja, $to je usko
povezano s fonacijom. Donja olivarna jezgra vazna je za motori¢ko ucenje 1 koordinaciju jer
svoje impulse Salje u mali mozak sudjeluju¢i u temporalnoj organizaciji pokreta. Jezgra n.

hypoglossusa upravlja pokretima jezika koji su nuzni za artikulaciju (15,35).



U sustavu koji ukljucuje kortikalne, subkortikalne, talamicke i druge mozdane strukture,
komunikacija izmedu neurona odvija se putem sinaptickog prijenosa koji se temelji na
neurotransmiterima. Svaka od uklju¢enih mozdanih regija koristi specifi¢ne neurotransmitere

koji omogucuju preciznu modulaciju motorickih signala (36).

Glutamat je primarni ekscitatorni neurotransmiter kore mozga i povezan je s vecinom
kortikospinalnih i kortikonuklearnih vlakana. Neuroni piramidalnog sloja V u M1 koriste
glutamat za prijenos impulsa prema motorickim jezgrama u mozdanom deblu i talamusu. U
kortikotalamickom putu glutamatergicne projekcije iz M1 =zavrSavaju u talamickim
ventroanteriornim i ventrolateralnim jezgrama, gdje aktiviraju talamicke neurone koji potom
takoder koriste glutamat za povratnu ekscitaciju motorickoj 1 premotorickoj kori. Tako se

ostvaruje povratna petlja ekscitacije koja je klju¢na za motoricko planiranje i izvedbu (36,37).

U talamusu, kao 1 u subkortikalnim jezgrama bazalnih ganglija koje se preko talamusa
povezuju s korom, znacajnu ulogu ima i gama-aminomaslac¢na kiselina (eng. gamma-
aminobutiric acid, GABA), glavni inhibitorni neurotransmiter u srediSnjem ziv€anom sustavu.
GABA-ergi¢ne interneurone nalazimo u talamic¢kim jezgrama, gdje one reguliraju tok
informacija 1 Stite od prevelike ekscitacije. Isto tako, bazalni gangliji koriste GABA kao
glavni neurotransmiter za inhibiciju, §to je kljuéno za modulaciju i kontrolu pokreta. Balans
izmedu glutamatne ekscitacije 1 GABA-ergi¢ne inhibicije osigurava preciznu regulaciju

motoriCkih obrazaca i sprjeCava neZeljene pokrete (36-38).

U mozdanom deblu jezgre kao $to je nucleus ambiguus sadrze motoneurone koji koriste
acetilkolin kao glavni neurotransmiter za prijenos impulsa na miSi¢e larinksa 1 Zdrijela.
Acetilkolin se na postsinaptickoj membrani miSiénih vlakana veZe za nikotinske
acetilkolinske receptore, S§to uzrokuje depolarizaciju 1 kontrakciju miSi¢a. Sli¢no se

acetilkolin koristi 1 u jezgrama n. hypoglossusa za kontrolu pokreta jezika (35,39).

U sustavu malog mozga koji sudjeluje u finoj regulaciji motorickih pokreta, klju¢nu ulogu
imaju razli¢ite vrste neurotransmitera. Purkinje stanice, jedine izlazne stanice iz kore malog
mozga, koriste GABA za inhibiciju neurona dubokih cerebelarnih jezgri (poput nucleus
dentatus). Ova je inhibicija vazna za preciznu kontrolu tonusa i koordinaciju pokreta.
Aferentna vlakna koja dopiru u cerebelum koriste glutamat za ekscitaciju Purkinje stanica 1

drugih interneurona, omogucujuci kompleksnu sinapticku integraciju (38,40).
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Dopamin, iako primarno poznat po ulozi u bazalnim ganglijima, takoder modulira motoricke
funkcije putem svojih projekcija iz substantia nigre u mezencefalonu. Dopaminske sinapse
koriste specificne dopaminske receptore (D1 i D2 podtipove) koji moduliraju aktivnost
GABA-ergic¢kih i glutamatergicnih neurona, Sto utjeCe na inicijaciju i fluidnost pokreta.
Nedostatak dopamina u Parkinsonovoj bolesti dovodi do poremecaja ove regulacije, a to

dovodi do motorickih i govorno-motorickih teskoca (37,41).

Osim spomenutih, u retikularnoj formaciji i jezgrama mozdanog debla nalaze se neuroni koji
koriste serotonin i norepinefrin (noradrenalin), koji moduliraju paznju, tonus misi¢a i

respiratorne obrasce, sve vazne za kontrolu govora i disanja (36).

Sve navedene neurotransmiterske funkcije omogucavaju da motori¢ke naredbe iz motoricke
kore budu precizno preradene, modulirane i provedene kroz slozene subkortikalne strukture i
mozdano deblo, osiguravaju¢i koordiniran 1 pravovremen govor te motoricku kontrolu

grkljanskog sustava.

Jedan od klju¢nih fenomena koji proizlazi iz takve interakcije jest CSP. Taj fenomen,
naj¢esc¢e mjeren TMS-om, oznacava kratkotrajnu redukciju ekscitabilnosti kore koja slijedi
nakon snazne motoriCke aktivacije. Njegovo trajanje obi¢no varira izmedu 100 1 300
milisekundi, a smatra se da predstavlja mehanizam homeostatske regulacije neuronske mreze
kojim se sprjeCava prekomjerna ekscitacija i osigurava precizna sekvencijalna kontrola
pokreta. U neurofizioloSkom smislu, kortikalni period tiSine ne odraZava pasivni prestanak
aktivnosti, ve¢ koordinirani proces aktivne inhibicije, u kojem sudjeluju interneuronske

mreze kore i povratne veze s talamusom (42,43).

Na razini neurotransmitera ulogu u ovom procesu imaju prije svega glutamat i GABA.
Glutamat, kao glavni ekscitatorni neurotransmiter, prenosi signale unutar kortiko-talamickih
projekcija i omogucuje snaznu aktivaciju piramidnih neurona, ukljucuju¢i Betzove stanice u
sloju V primarne motoricke kore (19). Medutim, ta ekscitacija neposredno pokrece 1
aktivaciju GABA-ergickih interneurona u kori, osobito parvalbumin-pozitivnih koSarastih
stanica 1 somatostatin-pozitivnih Martinotti stanica. Ovi interneuroni smanjuju ekscitabilnost
piramidnih stanica i sinkronizirano induciraju fazu tiSine. Paralelno, povratne projekcije iz
kore prema retikularnoj jezgri talamusa, koja se gotovo u potpunosti sastoji od GABA-
ergickih neurona, posreduju inhibicijski tonus prema ventroanteriornoj i ventrolateralnoj
jezgri talamusa (25,26). Time se smanjuje dotok ekscitacijskih signala prema motorickoj kori

1 potice stabilizacija neuronske aktivnosti. Dakle, CSP rezultat je slozene glutamatergicko-
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GABA-ergicke ravnoteze, u kojoj ekscitacija neposredno inducira vlastitu inhibicijsku

regulaciju (42,44).

Ovaj fenomen posebno je vazan u regulaciji govornih funkcija. Fonacija zahtijeva
sinkroniziranu aktivaciju i inhibiciju antagonistickih misi¢nih skupina grkljana. Kod zdrave
osobe CSP omogucuje da nakon inicijalne aktivacije misi¢a za fonaciju uslijedi precizno
tempirana inhibicija, koja sprjecava produljenu ili nekontroliranu kontrakciju. Na taj nacin

osigurava se jasna artikulacija i ritmic¢na sekvencijalnost govora.

Kod laringealne distonije dolazi do poremecaja ove inhibicijske dinamike. Neurofizioloska
mjerenja pokazala su skracenje ili potpun izostanak CSP-a nakon TMS stimulacije
motorickih podru¢ja zaduzenih za fonaciju. To implicira da je inhibicijski povratni
mehanizam, bilo na razini kortikalnih interneurona, bilo na razini talamo-kortikalnih petlji,
nedovoljno ucinkovit. Posljedica toga je patoloska, produZena kontrakcija laringealnih

miSica, Sto se klinicki ocituje gréevima, ukocenoscu glasa ili prekidom fonacije (45-47).

Laringealna distonija, poznata 1 kao spazmodi¢na disfonija, specifican je neurogeni
poremecaj govora i tip fokalne distonije. Najces¢e se razlikuju tri klinicka tipa: adukeijski,
abdukcijski 1 mjeSoviti. Adukcijska varijanta, najceS¢a u klini¢koj praksi, obiljezena je
pretjeranom kontrakcijom adukcijskih miSic¢a grkljana, $to dovodi do napetog, isprekidanog i
»stisnutog” glasa. Abdukcijska varijanta ukljucuje prekomjernu kontrakciju abdukcijskih
miSica, Sto dovodi do pojave Sapatnog glasa i1 prekida fonacije. MjeSoviti oblik kombinira

elemente objiju varijanti, ¢ine¢i govor dodatno nepredvidljivim i oteZzanim (45,47).

PatofizioloSka osnova poremecaja povezana je s disfunkcijom inhibicijske regulacije unutar
kortiko-talamic¢ko-bazalno-ganglijskog kruga. U normalnim okolnostima talamus, osobito
ventroanteriorne 1 ventrolateralne jezgre, filtrira signale koji dolaze iz globus pallidusa
internusa i cerebelarnih jezgara, sinkronizira ih s inhibicijskim tonusom retikularne jezgre i
prenosi prema motorickoj kori. U distoniji ovaj filter postaje disfunkcionalan: ekscitacijski
impulsi prolaze bez adekvatne modulacije, dok je inhibicijski doprinos oslabljen. Time dolazi

do asinkrone aktivacije agonistickih i antagonistickih miSic¢a grkljana (45,48).

U ovom je kontekstu osobito znafajna povezanost s malim mozgom. Mali mozak prima
aferentne informacije iz pontinih jezgara, integrira proprioceptivne podatke o stanju
laringealnih 1 respiratornih misic¢a te ih dentatotalamickog putem projicira natrag prema

ventrolateralnoj jezgri talamusa. Ova povratna petlja omogucuje fino ugadanje fonacije i
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adaptivnu korekciju govornih pokreta. Disfunkcija cerebelarno-talamickih veza moze dovesti

do gubitka temporalne preciznosti 1 pogorsati simptome distonije.

S druge strane, mezencefalon 1 pons posreduju u provedbi kortikalnih signala prema
motorickim jezgrama mozdanog debla. Posebno vaznu ulogu ima nucleus ambiguus,
smjesten u ventrolateralnom dijelu produzene mozdine, koji sadrzi motoneurone odgovorne
za inervaciju intrinzicnih miSi¢a grkljana putem n. vagusa. Normalna funkcija ovog
kompleksa ovisi o integraciji signala iz motoricke kore, talamusa i malog mozga, kao i o
doprinosu retikularne formacije ponsa i mezencefalona. Kod laringealne distonije dolazi do
poremecene modulacije i na ovoj razini — motoricki signali koji dolaze iz kore i talamusa
nedovoljno su sinkronizirani s cerebelarnim korektivnim utjecajem, $to dovodi do nesklada u
aktivaciji motoneurona nucleus ambiguusa. Rezultat su neadekvatno tempirane kontrakcije
laringealnih misi¢a, koje se klinicki manifestiraju kao grceviti prekidi glasa ili nemoguénost

odrzavanja fonacije (15,34,45,46).

Neuroradioloske studije dodatno potvrduju da je rije¢ o sistemskom, a ne lokalnom
poremecaju. Funkcionalna magnetska rezonancija i difuzijsko tenzorsko snimanje pokazuju
smanjenu povezanost izmedu donjeg dijela Brodmannovog podrucja 4, odgovornog za
fonaciju, 1 talamusa te naruSenu integraciju talamusa s bazalnim ganglijima i malim mozgom.
Poremecaji u dinamici CSP dodatno koreliraju s tezinom klinickih simptoma, $to ovaj

neurofizioloski fenomen ¢ini potencijalnim biomarkerom bolesti (46,49).

Na neurotransmiterskoj razini najces¢e se opisuje oslabljena GABA-ergicka inhibicija 1
moguca hiperaktivnost dopaminergickih projekcija unutar bazalnih ganglija, koje putem
talamusa moduliraju motoricku koru. Nedostatna aktivacija retikularne jezgre talamusa
dodatno oslabljuje inhibicijski tonus, dok se cerebelarne projekcije u VL jezgru pokazuju
nedovoljno koordiniranim. Tako talamus, umjesto da djeluje kao precizni filter, postaje
generator neuravnotezenih signala koji naruSavaju fonacijsku kontrolu putem disfunkcionalne

integracije s korom, malim mozgom i jezgrama mozdanog debla (45,46,48).

U terapijskom smislu najces¢e se primjenjuje botulinum toksin, kojim se periferno blokira
neuromuskularna transmisija u zahva¢enim misi¢ima i omogucuje privremeno ublaZavanje
simptoma. Time se posredno smanjuje patoloska ekscitacija i srediSnjim se inhibicijskim
mehanizmima daje moguc¢nost djelomi¢ne obnove funkcionalne ravnoteze. Medutim, sve
ve¢i interes pobuduju i centralno usmjerene metode poput transkranijalne magnetske

stimulacije, kojima se nastoji produljiti kortikalni period tiSine i obnoviti talamo-kortikalnu 1

13



cerebelarno-talamicku inhibiciju. Ovi rezultati ukazuju na to da je upravo integracija kore,
talamusa, malog mozga, mezencefalona, ponsa i nucleus ambiguusa klju¢na meta buducih

terapijskih pristupa usmjerenih na lijeCenje laringealne distonije (24,45,48,50).

CSP stoga se moze smatrati funkcionalnim markerom ravnoteze izmedu ekscitacije i
inhibicije u motorickom sustavu. Njegova precizna regulacija ovisi o glutamatergicko-
GABA-ergickoj dinamici na razini kortikalnih, talamickih i cerebelarnih mreza, kao 1 o
sinkronizaciji sa silaznim putevima mozdanog debla. Poremecaji u toj ravnotezi ne dovode
samo do motorickih disfunkcija nego posebno dolaze do izrazaja u govornim poremecajima,
gdje 1 minimalna desinkronizacija moze uzrokovati ozbiljne smetnje fonacije. Razumijevanje
ovih mehanizama omogucuje translaciju temeljnih neuroznanstvenih spoznaja u klinicku
praksu i otvara moguénost razvoja ciljane terapije — od neuromodulacijskih metoda poput
TMS-a i DBS-a, preko farmakoloske modulacije GABA-ergickog i dopaminergickog

sustava, do personaliziranih neurorehabilitacijskih intervencija (42—44).

1.2. Transkranijska magnetska stimulacija

Transkranijska magnetska stimulacija (eng. transcranial magnetic stimulation, TMS)
predstavlja neinvazivnu neurofiziolosku tehniku koja koristi magnetska polja za modulaciju
mozdane aktivnosti. Nakon $to je uvedena u osamdesetim godinama 20. stolje¢a, TMS
postaje nezamjenjivi dio u neurofioziologiji, klinickoj neurologiji 1 neurokirurgiji zbog svoje
sposobnosti da utjeCe na funkcionalnu organizaciju mozga, a koristi se i kao terapijska
metoda za razli¢ite neuropsihijatrijske poremecaje (51). Ova tehnika temelji se na
Faradayjevu zakonu elektromagnetske indukcije, pri cemu brzo promjenjivo magnetsko polje
stvara elektri¢ne struje u kortikalnim neuronima, §to ima ekscitacijski ili inhibicijski rezultat

(52).

U ovom dijelu ove doktorske disertacije cilj je prikazati princip rada TMS-a, njezine
neurofizioloske temelje, kao i1 primjenu u istrazivanju i1 klinickoj praksi te izazove i

perspektive razvoja ove tehnike.

Kratkotrajno generiranje jakog magnetskog impulsa putem zavojnice TMS-a inducirat ¢e
elektricnu struju u mozdanoj kori. Standardni TMS uredaji koriste zavojnicu kroz koju

prolazi struja visoke amplitude i kratkog trajanja, stvaraju¢i magnetsko polje od nekoliko
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tesla koje prodire kroz lubanju gotovo bez prigusenja (53). Postavivsi zavojnicu iznad
zeljenog mjesta na neurokraniju, magnetsko polje koje se stvara oko zavojnice inducira
elektri¢ni potencijal u neuronskim strukturama neposredno ispod te tocke, Sto uzrokuje
depolarizaciju neurona. Razli¢iti parametri stimulacije, kao §to su frekvencija, intenzitet,
trajanje 1 obrazac impulsa, ekscitiraju ili inhibiraju mozdanu aktivnost u ciljanim podrucjima
(54). Najcesc¢a primjena u neuroznanosti je nad motorickom korom radi procjene motornih
puteva, ali se tehnika pokazala izuzetno vaznom za istrazivanje i modulaciju drugih funkcija
poput ispitivanja govorno-jezi¢nih puteva, kognicije, percepcije 1 emocionalnih stanja

(55,56).

NeurofizioloSki temelj TMS-a je mogucénost neposrednog utjecanja na neuronsku
ekscitabilnost. Takva vrsta stimulacije aktivira piramidalne neurone i interneurone Kkore,
izazivajuc¢i kaskadni slijed koji modulira lokalnu i udaljenu funkciju mozga (57). Primjerice,
kod stimulacije primarne motoricke kore, elektricni impuls moze inducirati pokretne
potencijale u motoneuronima, §to se moze kvantificirati kao MEP zabiljezen u ciljanim
misi¢ima (58). Razlike u amplitudi i latenciji MEP-a mogu posluZiti kao mjera funkcionalnog
stanja motorickog puta 1 ekscitabilnosti kore mozga. Repetitivna TMS (eng. repetitive
transcranial magnetic stimulation, rTMS) pokazala promjene u sinapti¢koj plasti¢nosti putem
mehanizama potencijacije 1 (eng. long term potentiation, LTP) inhibicije (eng. long-term

depression, LTD), §to je temelj terapeutskog ucinka (59).

U znanstvenoj je praksi TMS omogucila znacajan iskorak u razumijevanju funkcionalne
organizacije mozga. Za razliku od funkcionalnih neuroradioloSkih snimki poput onih fMRI ili
PET koje prate korelacije izmedu mozdane aktivnosti 1 ponasanja, TMS direktno utje¢e na
mozdanu aktivnost 1 promatra uzroc¢no-posljedi¢ne efekte na funkciju 1 ponaSanje (60).
Primjerice, stimuliraju¢i primarnu vidnu koru moguce je izazvati vizualne fenomene poput
fosfena, pracenja svjetlosnih fenomena bez prisutnosti svijetla, §to potvrduje moguénost
koristenja TMS tehnike u obradi vizualnih podrazaja (61). Takoder, TMS je moguce koristiti
za privremenu inhibiciju ili aktiviranje specifiénih mozdanih podru¢ja tijekom izvodenja
zadataka, omogucavaju¢i mapiranje funkcionalnih mreZa i razumijevanje njihove uloge u

kognitivnim procesima poput paznje, memorije i govorno-jezi¢nih funkcija (62).

Klinicka primjena TMS-a razvija se razumijevanjem neurobiolo$ke osnove i1 sigurnosnog
profila stimulacije. Najzastupljenija 1 najpriznatija indikacija je lijecenje depresije, posebno

kod pacijenata koji su rezistentni na farmakoterapiju. Sredi$nji mehanizmi antidepresivnog
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djelovanja rTMS-a jo§ uvijek nisu istrazeni do kraja, no pretpostavka je da ukljucuju
modulaciju aktivacije prefrontalne kore ¢ime utjecu na regulaciju neurotransmiterskih sustava
poput serotonina i dopamina te poboljSanje neuroplasti¢nosti (63). Klinicke studije i
metaanalize potvrduju efikasnost i1 sigurnost rTMS-a u smanjenju simptoma depresije, $to je
dovelo do odobrenja regulatornih tijela poput FDA (eng. food and drug administration) (64).
Osim depresije, TMS je pokazala obecavajuée rezultate u lijecenju anksioznog poremecaja,
posttraumatskog stresnog poremecaja, shizofrenije, posebno u smanjenju pozitivnih

simptoma poput halucinacija te kroni¢ne boli i Parkinsonove bolesti (65).

Medutim, primjena TMS-a nije bez ograni¢enja. Do napretka u neuronavigaciji preciznost
ciljanja mozdanih podrucja bila je ograni¢ena zbog anatomske varijabilnosti izmedu osoba i
tehni¢kih izazova u lokalizaciji zavojnice (66). No kombinacijom neuronavigacije koja
koristi individualne MRI snimke za precizno pozicioniranje i TMS-a, tzv. navigacijski TMS,
znatno je unaprijedena ciljana stimulacija (67). Klini¢ki odgovor na TMS stimulaciju raznolik
je 1 ovisan o razli¢itim ¢imbenicima, ukljucujuéi individualne neurobioloSke karakteristike,
stanje mozdane aktivnosti u trenutku stimulacije, kao i psihofizioloSke parametre (68).
Nuspojave TMS-a predstavljaju potencijalne rizike koji zahtijevaju strogu kontrolu 1
primjenu sigurnosnih protokola. Ukljucuju glavobolju, nelagodu u mjestu stimulacije, a
opisan je razvoj epileptickog napadaja kod osoba koje imaju od ranije poznatu bolest ili

prilikom primjene rTMS-a (69).

Napredak u TMS tehnologiji ukljucuje poboljSanje tehnologije zavojnica radi bolje fokalnosti
1 prodornosti magnetskog polja, integraciju s drugim ,,neuroimaging” metodama za pracenje
efekata stimulacije u stvarnom vremenu te razvoj individualnih protokola utemeljenih na
biomarkerima i1 genetskim faktorima (65). U tijeku su istrazivanja u kojima se TMS uparuje s
drugim neuromodulacijskim tehnikama 1 stimulacijama, s kognitivnim treningom, i
farmakoterapijom kako bi se povecao terapijskih u€inak (70). Razvojem umjetne inteligencije
1 strojnog ucenja u analizi podataka o moZzdanoj aktivnosti, vjerojatno ¢e se dodatno

unaprijediti preciznost i u¢inkovitost samog TMS-a (71).
U nastavku slijedi prikaz osnovnih modaliteta transkranijske magnetske stimulacije.

Razli¢iti modaliteti stimulacije imaju druk¢ije ucinke na mozdanu koru. Glavne vrste TMS
stimulacije su jednopulsni TMS (eng. single-pulse TMS), upareni pulsni TMS (eng. paired-
pulse TMS), rTMS te specijalizirane forme kao §to je theta-rafalna stimulacija (eng. theta-

burst stimulation, TBS). Svaki od ovih modaliteta ima specificne karakteristike koje
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omogucuju razlicite pristupe modulaciji kortikalne aktivnosti i istrazivanju neurofizioloskih

mehanizama.

Jednopulsni TMS najjednostavnija je i osnovna vrsta stimulacije, koristi se prvenstveno za
istrazivanje vremenskih 1 funkcionalnih svojstava kortikalnih podru¢ja. Na primjer,
stimuliranjem M1 pojedina¢nim pulsom mogucée je mjeriti MEP kao pokazatelj
ekscitabilnosti motoricke kore i1 integriteta piramidalnih puteva (58). Jednopulsna TMS
tehnika koristi se za odredivanje vremenske dinamike sudjelovanja odredenih mozdanih
regija u kognitivnim zadacima, gdje se stimulacija primjenjuje u razli¢itim vremenskim
intervalima u odnosu na zadatak kako bi se identificirala kritiéna vremenska tocka njihove

aktivacije (60).

Upareni pulsni TMS ukljucuje primjenu dvaju magnetskih impulsa u kratkim intervalima, Sto
omogucuje istrazivanje intrakortikalnih inhibicijskih i ekscitacijskih mehanizama. Razliciim
vremenskim intervalima izmedu dvaju implusa (eng. interstimulus interval, ISI) moze se
uspostaviti intrakortikalna inhibicija (eng. intracortical inhibition, ICI) ili intrakortikalna
facilitacija (eng. intracortical facilitation, ICF) (72). Ovim modalitetom posebno se proucava
ravnoteza izmedu inhibitornog GABA-ergickog i ekscitatornog glutamatergi¢kog sustava u
mozgu. Promjene u ICI i ICF koriste se kao biomarkeri za neuroloSke i psihijatrijske

poremecaje, poput epilepsije, shizofrenije 1 depresije (68).

Repetitivna TMS stimulacija ukljucuje niz ponavljanih pulsova pri odredenoj frekvenciji,
najéeS¢e u rasponu od 1 do 20 Hz. Ovisno o frekvenciji, rTMS ima facilitiraju¢i ili
inhibirajuéi ucinak na ekscitabilnost mozdane kore. Niska frekvencija rTMS-a (oko 1 Hz)
obi¢no ima inhibicijski u¢inak na neuronsku aktivnost, dok modalitet s visokom frekvencijom
(=5 Hz) uzrokuje povecanu ekscitabilnost (73). Ovi mehanizmi modulacije koriste se za
terapijske intervencije u razliitim poremecajima, pri ¢emu je cilj ponovno uspostavljanje
ravnoteze u funkcionalnoj aktivnosti kortikalnih mreza. Primjerice, u lijecCenju depresije
najceS¢e se koristi visokofrekventna stimulacija lijeve dorzolateralne prefrontalne (eng.
dorsolateral prefrontal cortex, DLPFC) kore u svrhu povecanja povecanja aktivnosti, dok se
kod posttraumatskog stresnog poremecaja ili anksioznog poremecaja koristi niskofrekventna

stimulacija desnog DLPFC-a i smanjuje hiperaktivnosti (65).

Theta rafalna stimulacija predstavlja noviji oblik rTMS-a koji kratkotrajnim ponavljajué¢im
naletima visokofrekventnih impulsa (50 Hz) u theta-ritmu (5 Hz) oponasa prirodne ritmicke

obrasce mozdane aktivnosti povezane s procesima ucenja i memorije (59). Postoje dva
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osnovna parametra TBS-a: intermitentni TBS (eng. intermitent theta burst stimulation, iTBS),
koj ima facilitacijski ucinak i primjenjuje se u kratkim pauzama te kontinuirani TBS (eng.
continuous theta burst stimulation, cTBS), koji inducira inhibiciju i1 koristi se za trajnu
supresiju aktivnosti u ciljanoj regiji. Prednost TBS-a je u kratkom trajanju tretmana, $to
omogucava efikasniju klinicku primjenu, kao i vecu sposobnost induciranja plasticnih

promjena u mozgu (74,75).

Osim navedenih, danas se sve visekoristi duboka transkranijska magnetska stimulacija (eng.
deep transcranial magnetic stimulation, dTMS), koja specijaliziranim zavojnicama
dizajniranim za prodor magnetskog polja u dublje mozdane strukture modulira aktivnosti
subkortikalnih regija koje su tradicionalnim TMS tehnikama teSko dostupne (76). Duboka
TMS ima odobrenje za klinicku upotrebu za lijecenje depresije, ovisnosti i opsesivno-
kompulzivnog poremecaja, a neke studije ukazuju na njezinu veéu efikasnost u odredenim

slu¢ajevima u usporedbi s konvencionalnim rTMS-om (76,77)

Razumijevanje razlika izmedu modaliteta rTMS-a, TBS-a i dTMS-a klju¢no je za pravilnu
primjenu TMS-a, a samim tim i za razumijevanje neurofizioloskih efekata, Sto omogucava
razvoj personaliziranih terapijskih protokola zato Sto razli¢iti parametri stimulacije
moduliraju razli¢ite neurobioloSke procese. Tako, primjerice, kod depresije koristi se
visokofrekventna rTMS ili iTBS s ciljem pojac¢avanja aktivnosti suprimiranih regija, dok se
kod poremecaja s hiperaktivacijom primjenjuje niskofrekventni ili ¢TBS za inhibiciju

prekomjerne ekscitabilnosti (78).

Opisanim TMS tehnikama u velikoj je mjeri unaprijedeno istrazivanje plasticnosti mozdane
kore kao 1 neurobioloSkih mehanizama u pozadini pojedinih mozdanih funkcija. Na primjer,
studije su pokazale da se stimulacijom lijevog Brocina podruc¢ja moduliraju jezicne funkcije,
¢ime se potvrduje uloga u produkciji govora (55), dok stimulacija dorzalne parijetalne kore

moze selektivno povecati ili smanjiti vizualnu i prostornu pozornost (79).
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1.3. Neuroelektrofizioloski princip rada TMS-a

TMS uredaj funkcionira na temelju prolaska elektricne struje kroz zavojnicu, koja je obi¢no
izradena od bakrene Zice, a sam oblik ovisi 0 namjeni stimulacije. Vazan aspekt pri dizajnu
zavojnica jest sposobnost fokusiranja magnetskog polja, a time i induciranoga elektricnog
polja, kako bi stimulacija bila S§to ciljanija i preciznija. NajceS¢i je tip zavojnice zavojnica
oblika osmice (eng. figure-§ coil), koja se sastoji od dviju susjednih kruznih zavojnica, a
omogucava precizniju 1 fokusiraniju stimulaciju jer se magnetsko polje koncentrira u
podruc¢ju u kojem se dvije zavojnice dodiruju (80). Ona omogucava stimulaciju na
povrsinskim kortikalnim strukturama s prostornom rezolucijom oko 1 - 2 cm, dok se kruzne
zavojnice koriste za §iru aktivaciju, ali s manjom prostornom preciznoséu (81). Za dTMS
koriste se specijalizirane H-zavojnice ili druge konfiguracije koje omogucavaju prodor

magnetskog polja i u subkortikalne regije, ali uz kompromis u prostornoj preciznosti (82).

Prolaskom struje visoke jakosti (u rasponu od nekoliko kiloampera) u kratkim impulsima
(oko 100 — 300 mikrosekundi), u zavojnici se stvara brzo mijenjaju¢e magnetsko polje.
Intenzitet magnetskog polja u blizini zavojnice moZe dose¢i vrijednosti do 3T (83). S
obzirom na intenzitet, magnetsko polje prolazi kroz kosti lubanje gotovo bez prigusenja.
Ulaskom magnetskog polja u mozdano tkivo, inducira se elektricno polje u smjeru
popre¢nom na magnetsko polje. Tako inducirano elektricno polje generira lokalnu

depolarizaciju neuronskih membrana ukoliko dostigne prag za aktivaciju (84).

Matematicka osnova za prikaz rada TMS-uredaja opisuje se kroz Faradeyjev zakon za

indukciju elektricnog polja E 1 magnetskog bolja B:
V x E =-0B/ot

Brza promjena magnetskog polja 0B/0t uzrokuje rotirajuce elektricno polje koje inducira
struju u tkivu. Intenzitet induciranog elektricnog polja ovisit ¢e o obliku, veli€ini 1 polozaju

zavojnice, kao 1 o udaljenosti od povrSine mozga te o vodickim svojstvima tkiva (85).

.....

njihov elektri¢ni potencijal. Time se aktiviraju neuronske mreze povezane s podru¢jem na

koje je usmjerena stimulacija (86). Ovisno o parametrima stimulacije (intenzitet, frekvencija,
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trajanje), moze doc¢i do kratkotrajne ekscitacije, inhibicije ili dugotrajnih plasti¢nih promjena

sinapticke uc¢inkovitosti, $to je osnova terapijskih i istrazivackih primjena TMS-a (27,76).

Pri neurofizioloskom ispitivanju motorickih putova inducirano elektromagnetsko polje
depolarizira neuronske membrane, pri ¢emu nastaju karakteristi¢ni valovi provodenja poznati
kao D-valovi i I-valovi. D-val, (eng. direct wave), predstavlja najraniji oblik odgovora
kortikospinalnog neurona, nastao je izravnom depolarizacijom aksona motornog neurona,
obi¢no u podrucju inicijalnog segmenta ili proksimalnog aksona bez sinaptickih posrednika.
Nastaje kao posljedica neposrednog ucinka induciranog elektricnog polja na membranski
potencijal. Njegova vrlo kratka latencija i konzistentno vrijeme pojave Cine ga stabilnim

markerom izravne kortikospinalne aktivacije (3).

Za razliku od D-vala, I-valovi (eng. indirect waves) odrazavaju sinapticku aktivaciju
kortikospinalnih neurona putem ekscitacijskih interneurona unutar motoricke kore. TMS
ceS¢e generira I-valove nego D-val, a oni se javljaju u serijama razdvojenima intervalima od
oko 1,5 milisekundi. Postojanje vise I-valova, poput I1, 12 i I3, ukazuje na viSekratnu
regrutaciju istih kortikospinalnih neurona preko interneuronskih krugova. Oblik i amplituda
MEP-a znacajno ovise o zbroju doprinosa D-valova i I-valova, a promjene u njihovoj
regrutaciji ili sinkronizaciji nastaju kao posljedica raznih farmakoloskih intervencija, bolesti,
ali 1 promjena u intrakortikalnoj ekscitaciji 1 inhibiciji. Posebno u kontekstu CSP-a,
modulacija I-valova ima klju¢nu ulogu jer je CSP u velikoj mjeri odraz inhibicijskog
djelovanja GABA-ergickih interneurona na kortikalne eferentne neurone, ¢ime se privremeno

smanjuje ili prekida generiranje I-valova nakon inicijalnog MEP-a (87).

U razlikovanju kortikalne i spinalne komponente inhibicije od velikog znacenje imaju F-val i
H-refleks. F-val nastaje antidromnom aktivacijom alfa-motoneurona nakon supramaksimalne
stimulacije perifernog motorickog Zivca (88). Stimulacijom samog zivca akcijski se
potencijal Siri prema miSi¢u (ortodromno), ali i prema kraljezni¢énoj mozdini (antidromno).
Dolaskom do tijela motoneurona u prednjem rogu kraljezni¢ke moZzdine, dio neurona
ponovno generira akcijski potencijal ortodromno prema miSicu, dajuéi F-val na
elektromiografskoj snimci. Latencija F-vala ovisit ¢e o duljini i brzini provodenja duz cijelog
segmenta motori¢kog puta, s obzirom na dvostruki put od mjesta stimulacije do kraljeznicke
mozdine i natrag (89,90). Tijekom CSP-a, promjene u prisutnosti ili amplitudi F-vala mogu
odrazavati inhibiciju na razini spinalnog segmenta; na primjer, njegov nestanak u ranom

dijelu CSP-a sugerira dominantan spinalni mehanizam inhibicije (91).
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H-refleks nastaje stimulacijom Ia aferentnih vlakana miSi¢nog vretena. Signal putuje
senzornim aferentnnim vlaknima do kraljezni¢ne mozdine, gdje monosinapticki aktivira alfa-
-motoneurone, $to dovodi do kontrakcije misi¢a. Ova mjerna paradigma posebno je osjetljiva
na promjene spinalne ekscitabilnosti i1 koristi se za kvantificiranje inhibicijskih ili
facilitacijskih promjena unutar segmentalnog refleksnog luka. Tijekom CSP-a inhibicija H
refleksa u pocetnom dijelu ukazuje na spinalnu inhibiciju, dok njegovo postupno vracanje u
prisutnosti trajnog prestanka voljne EMGaktivnosti upucuje na to da kortikalni mehanizmi
odrzavaju preostali dio CSP-a. Kombinacija parametara MEP-a, F-vala i H-refleksa u istom
protokolu omogucuje preciznu lokalizaciju 1 kvantifikaciju doprinosa kortikalnih i spinalnih

struktura u oblikovanju CSP-a (42).

Prisutnost ovih parametara ukazuje na kompleksnu koordinaciju na relaciji mozak -
kraljeznicka mozdina pri generiranju impulsa i kasnijem moduliranju tog signala na spinalnoj
razini, prikazuju¢i signalni slijed u kojem se TMS-indukcijom D-valova i I-valova koji
aktiviraju miSice, tvori MEP, nakon kojeg slijedi razdoblje inhibicije u kojem je prisutan brzi
spinalni odgovor F-valom i1 H-refleksom, ali 1 kasniji kortikalni odgovor izostankom I-valova
(91,92). Dvostruki inhibicijski odgovor odrazava funkcionalnu potrebu motorickog sustava
za kontrolom trajanja 1 intenziteta miSi¢ne kontrakcije nakon inicijalnog pokreta, Sto je
kljuéno u izvodenju preciznih, voljnih pokreta. Analizom D-valova 1 I-valova valova, kao 1
pracenjem spinalnih refleksnih odgovora, ne samo da je pruzen uvid u osnovnu
neurofiziologiju motorickih putova nego 1 moguce sredstvo za ranu detekciju patoloskih
promjena u bolestima poput distonija, multiple skleroze, amiotrofi¢ne lateralne skleroze i
drugih poremecaja gornjeg motorickog neurona. Ovim su pristupom povezane kortikalne i
spinalne komponente motorne kontrole u jedinstvenu dijagnosti¢ku cjelinu, ¢ime je otvoren

prostor za preciznije terapijske intervencije (93,94).

Za razumijevanje principa funkcioniranja TMS-a vaZzno je opisati 1 bioloske promjene na
stani¢noj razini koje nastaju indukcijom elektri¢ne struje. Membrane neurona sadrze ionske
kanale koji su osjetljivi na promjene elektricnog potencijala, dovode¢i do promjene
polarizacije membrane i pokretanja akcijskog potencijala. U podrucju stimulacije tim

mehanizmom moguce je modulirati funkcionalne neuronske mreze (51).

Na molekularnoj razini dolazi do promjene u ekspresiji gena koji reguliraju sinapticku
plasti¢nost, neurotrofnih faktora poput BDNF-a (eng. Brain-Derived Neurotrophic Factor) 1

u moduliranju neuroinflamatornih procesa (95). Time je pruZzen dokaz dugoro¢nim uc¢incima
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TMS-a u neurorehabilitaciji 1 psihijatriji, koji nije ograni¢en samo na trenutno uzbudenje

nego ukljucuje i trajne promjene u funkciji neuronskih mreza (95).

Zakljucno, sinteza fizikalnih principa, neurobioloskih ucinaka i tehnoloskih inovacija ¢ini
TMS alatom za istrazivanje 1 terapiju, s potencijalom za daljnje unapredenje

interdisciplinarnim istrazivanjima (96).

1.4. Motoricki evocirani potencijal

MEP predstavlja elektriénu aktivnost miSi¢a koja nastaje kao odgovor na stimulaciju M1.
Njegova je indukcija pokazatelj integriteta kortikospinalnog puta i ima Siroku primjenu u

neurofizioloskoj dijagnostici i istrazivanju neuroloskih funkcija (6).

Fizioloski, MEP nastaje nakon §to stimulacija, koja je usmjerena na primarni motori¢ku koru,
inducira elektricne struje koje depolariziraju kortikalne neurone, posebice piramidalne
Betzove neurone. Ovi neuroni daju signal putem kortikospinalnog puta do alfa-motoneurona
u kraljezni¢koj mozdini. Nadalje, aktivacija alfa-motoneurona potom izaziva kontrakciju

ciljnih miSica, $to se moze zabiljeziti elektromiografijom (EMG) kao MEP (58) (Slika 1).

Proces indukcije MEP-a zapocinje u trenutku kada brzo promjenjivo magnetsko polje iz
zavojnice inducira u mozdanoj kori elektricno polje iznad MT, §to dovodi do inicijacije
akcijskih potencijala u motoric¢koj kori. Vrijeme koje protekne od primjene TMS-impulsa do
pojave MEP-a u miSicu, poznato kao latencija MEP-a, ovisi o brzini provodenja impulsa kroz

kortikospinalni trakt 1 periferni Zivac, kao 1 o udaljenosti stimuliranog podru¢ja od misSica (4).

Mjerenje amplitude 1 latencije MEP-a omogucava procjenu funkcionalnog integriteta 1
ekscitabilnosti motornog sustava. Dakle, smanjena amplituda MEP-a ili produZena latencija

mogu ukazivati na oSteCenja kortikospinalnih putova (96).

Povecanje intenziteta stimulacije povecava i amplitudu MEP-a do zasi¢enja (73). Takoder,
frekvencijska modulacija stimulacije moze mijenjati ekscitabilnost kore mozga, §to je vazno

za terapijske pristupe (73).

MEP takoder sluzi i za mapiranje motorickih reprezentacija razli¢itih misi¢nih skupina u kori,

Sto je korisno u preoperativnoj procjeni i neurokirurskoj navigaciji (7,97).
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Kortikalna motori¢ka reprezentacija laringealnog CT-miSi¢a obradena je u ranijim TMS-
studijama, koje su pokazale bilateralnu reproducibilnost MEP-odgovora iz CT-miSic¢a, s
kontralateralim i ipsilateralnim stimulatornim tockama postavljenima u prosjeku na 7,5 + 1,4
cmi7,3 £ 1,3 cm, redom, duz interauralne linije. Ovi rezultati ukazuju da CT-misi¢ posjeduje
izrazito medijalnu kortikalnu reprezentaciju, koja se razlikuje od reprezentacije za TA-miSic,
koja se nalazi nesto lateralnije. Takva medijalizacija kortikalne zone moze imati implikacije
za preciznost intraoperativnog mapiranja i neurofizioloSko razumijevanje fine kontrole

fonacije (6,98).

Uz to, primijenjene su metodologije nTMS-a i TES-a za biljezenje kortikonuklearnih
motorickih evociranih potencijala (eng. corticonuclear motor evoked potentials, CoMEP) iz
CT miSi¢a. Kod zdravih ispitanika, u pet od jedanaest ispitanika zabiljeZzeni su, kako
kontralateralni, tako i ipsilateralni CoOMEP-ovi. Takvi nalazi potvrduju bilateralnu projekciju
kortikonuklearnog sustava s dominacijom kontralateralne strane, S$to je kljuéno za

razumijevanje rizika i o€uvanje funkcije tijekom operacija u blizini govornih centara.

Metodoloski aspekti intraoperacijskog i1 preoperacijskog snimanja CoMEP-ova iz CT miSica
podrobnije su opisani u navigaciji nTMS-a. Kukaste Zice - elektrode, umetnute u CT-misi¢
(promjer 76 um kroz 27-g. iglu), koriStene su za analizu latencije CoMEP-a koja je u zdravih
ispitanika izmedu 11,75 £ 2,07 ms 1 12,66 = 1,09 ms. Reprezentacija motoricke kore za CT
misi¢ udaljena je oko 25,19 + 6,52 mm lateralno od zone za APB miSi¢ Sake. Polozaj igle
odreduje se palpacijom kontrahiranog miSi¢a pri artikulaciji visokih tonova, s nagibom

uvodenja 30—40° prema krikotiroidnoj membrane (6,46,99).

Studije u kojima je stimuliran M1 i registriran CoMEP iz CT miSi¢a doprinijele su uspostavi
referentnih vrijednosti za latenciju 1 amplitude MEP-potencijala. Podaci iz EMG-studija
pokazuju da MEP kod CT misSic¢a u zdravih ispitanika ima prosjec¢nu latenciju od 5,1 £ 0,26
ms, s amplitudom od 144,24 + 45,79 uV. Ti parametri mogu posluziti kao komplementarni

referentni okvir pri tumacenju MEP-ova i EMG-uzoraka u klini¢koj praksi (6,98)
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EMG - uredaj

Slika 1. Shematski prikaz stimulacije za facilitaciju MEP iz CT miSic¢a. Prikaz mjesta

stimulacije TMS zavojnicom na M1 regiji te kortikonuklearnog puta do zavrsnog CT miSica.

Prikaz MEP odgovora na EMG uredaju nakon stimulacije. Slika generirana koriStenjem

Perplexity Al (2025). https://www.perplexity.ai/
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1.5. Kortikalni period tiSine

Kortikalni period tiSine (eng. cortical silent period, CSP) je zatiSje u EMG-zapisu nakon
inicijalne ekscitacije izazvane TMS-om primarne motoricke kore, tijekom kojeg dolazi do
privremene supresije miSi¢ne aktivnosti unato¢ kontinuiranoj voljnoj kontrakciji. Ovaj
fenomen predstavlja inhibicijske mehanizme kortikalne ekscitabilnosti, posredovane GABA-
ergickim sustavomi koristi se kao vazan biomarker u neurofizioloskim istrazivanjima i

klini¢koj dijagnostici (9,42).

Dakle, CSP se verificira povrSinskim EMG-om na ciljanim miSi¢ima tijekom voljne
kontrakcije. Nakon TMS-impulsa na motori¢ku koru iznad MT-a, odmah se u EMG-signalu
registrira  MEP, koji odrazava podrazaj kortikospinalnog puta i inicijaciju miSi¢ne
kontrakcije. Nakon inicijalnog MEP-a slijedi razdoblje znac¢ajnog pada ili potpunog izostanka
EMG-aktivnosti, tzv. CSP-a, ¢ija se duljina kre¢e izmedu 100 i 300 milisekundi, ovisno o
parametrima stimulacije 1 osobnim varijacijama ispitanika te o lokalizaciji ciljnog miSica.
Duljina, odnosno latencija CSP-a, racuna se od poc¢etka MEP-a do povratka EMG-aktivnosti,

Sto predstavlja vremenski okvir kortikalne inhibicije (9,42,47).

CSP je prvi put sustavno opisan 1980-ih kada su Merton 1 Morton koristili transkranijsku
elektri¢nu stimulaciju (TES) za proucavanje motoricke inhibicije tijekom voljne kontrakcije.
Uvodenjem TMS-a sredinom 1980-ih, Barker i suradnici omogu¢ili su neinvazivno i precizno
mjerenje CSP-a, §to je potaknulo niz istraZivanja s ciljem razlu¢ivanja osnovnih mehanizama

TMS-a (52,100).

U nastavku su sistematizirani neurofizioloSki mehanizmi nastanka CSP-a koji obuhvacaju

periferne 1 kortikalne inhibicijske procese.

Rani segment CSP-a, obi¢no prvih 50 do 75 milisekundi, pripisuje se refleksnoj inhibiciji
spinalnih motoneurona i antidromnoj aktivaciji aferentnih vlakana, dok kasniji segment CSP-
a uglavnom potjece od kortikalnih inhibicijskih procesa. Ta dugotrajna kortikalna inhibicija
prvenstveno je posredovana GABA-B receptorima, metabotropnim receptorima kojima se
inducira hiperpolarizacija postsinaptickih neurona i1 time smanjuje njihova ekscitabilnost.
Osim navedenih, i GABA-A receptori, koji su odgovorni za brzu inhibiciju, sudjeluju u
ranijim inhibicijskim fenomenima povezanima s TMS-om, kao Sto je kratki interval

intrakortikalne inhibicije (eng. Short-Interval Intracortical Inhibition, SICI). Stoga CSP
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odrazava integrirani ucinak inhibicijskih sustava, daju¢i uvid u ravnotezu ekscitacije i

inhibicije u kori (42).

Metodoloski, intenzitet TMS-impulsa uvelike utjece na duljinu CSP-a, pri ¢emu veci
intenzitet stimulacije u pravilu produljuje CSP. Ispitanici izvode konstantnu voljnu
kontrakciju, najcesée u rasponu od 10 do 30 posto maksimalne snage, Sto je vazno za stabilno
mjerenje. lako se CSP moze myjeriti u razli¢itim misi¢ima, najces¢e se koriste misici ruke
zbog njihove dostupnosti i jasnih motori¢kih reprezentacija u kori. Varijabilnost CSP-a
zahtijeva viSestruka ponavljanja 1 statistiCku obradu kako bi se osigurala pouzdanost rezultata

(9,42).

Klinicka vaznost CSP-a ogleda se u njegovoj sposobnosti da odrazava funkcionalni integritet
inhibicijskih neuronskih sustava. Skra¢eni CSP moZe se registrirati kod razli¢itih patoloskih
stanja s disfunkcijom GABA-ergic¢kih sustava, poput epilepsije, Parkinsonove bolesti i
Touretteova sindroma, §to ukazuje na smanjenu kortikalnu inhibiciju (42). Nasuprot tome,
produljeni CSP moze biti povezan s poremecajima karakteriziranim prekomjernom
inhibicijom, uklju¢ujué¢i odredene oblike depresije i kroni¢ne boli. Osim dijagnosticke
funkcije, CSP se koristi 1 u evaluaciji farmakoloSkih intervencija: agonisti GABA-B
receptora, kao §to je baklofen, produzuju CSP, dok lijekovi koji djeluju na GABA-A
receptore mogu utjecati na poéetne faze inhibicije i time modulirati trajanje CSP-a. Cinjenica
da farmakoloski lijekovi utje¢u na CSP verificira ulogu GABA-erigickog sustava u facilitaciji

CSP-a (46,101).

Osim navedenih, na duljinu CSP-a utjecu i razlic¢iti drugi faktori kao Sto su dob, spol, razina
budnosti ispitanika, kao i1 to€an poloZaj zavojnice tijekom stimulacije. Nadalje, studije koje su
uparile TMS-a s fMRI-jem ili EEG-om pruzile su dodatno objaSnjenje mreznih 1 vremenskih

aspekata kortikalne inhibicije tijekom CSP-a (71,102,103).

Spinalni mehanizmi koji sudjeluju u CSP-u najizrazeniji su u njegovu pocetnom dijelu,
neposredno nakon MEP-a. Inicijalni post-MEP CSP, koji traje oko 50-75 ms, djelomicno
odgovara sumaciji refraktornih fazi motorickih jedinica, hiperpolarizaciji alfa-motoneurona te
aktivaciji inhibicijskih interneurona u prednjim rogovima ledne mozdine. Ove interneuronske
mreze, modulirane preko Ia 1 Ib aferentnih vlakana te descendentnih putova, imaju
kratkotrajno inhibicijsko djelovanje na motoneuronsku ekscitabilnost. Dokazi za spinalnu
komponentu dolaze iz eksperimenata u kojima su TMS nad spinalnim motorickim

strukturama ili izravna periferna ziv€ana stimulacija izazvali kratka razdoblja tiSine slicnog
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pocetnog trajanja. Medutim, farmakoloske studije s GABA-B agonistima pokazuju da
produljenje CSP-a nastupa ponajprije zbog promjena u kortikalnim, a ne spinalnim

mehanizmima, §to odgovara hipotezi da je glavnina CSP-a kortikalnog podrijetla (42,101).

Kortikalni mehanizmi CSP-a uklju¢uju povecanu aktivaciju intrakortikalnih inhibitornih
mreza. Funkcionalne i farmakoloske studije dosljedno pokazuju da trajanje CSP-a snazno
korelira s GABA-B posredovanom inhibicijom, dok SICI ovisi o GABA-A receptorima. To
znaCi da CSP myjeri pretezno sporodjelujucu, dugotrajnu inhibiciju u motorickoj kori, koja
moze trajati stotinama milisekundi 1 nadilazi razdoblje spinalne refraktornosti (104).
Intrakortikalna mreza ukljucuje horizontalne i vertikalne inhibicijske interneurone u od
drugog do Sestog sloja motoricke kore, koji putem projekcija na piramidne stanice moduliraju
njihovu izlaznu aktivnost prema kortikospinalnim putevima. TMS dakle, koaktivira i
ekscitacijske i inhibicijske intrakortikalne krugove, ali intenzitet i trajanje inhibicije ovise o

razini voljne kontrakcije i prethodnom stanju kortikalne pobudenosti.

Neuroelektrofizioloski mjereci F-val ili H-refleks tijekom CSP-a moguce je razluciti spinalni
od kortikalnog mehanizma. Naime, pad amplitude H-refleksa u ranom dijelu CSP-a ukazuje
na spinalnu inhibiciju, dok njegov oporavak usred trajanja CSP-a, unato¢ nastavku tiSine na
EMG-u, potvrduje dominantno kortikalno podrijetlo kasnog dijela (105,106). Nadalje,
stimulacija motoricke kore primjene blokatora natrijevih kanala i1li GABA-ergickih
modulatora modulira trajanje CSP-a tako da je konzistentna s farmakoloskim profilom

ciljanih receptora (101).

lako tradicionalna tumacenja CSP-a naglaSavaju prvenstveno kortikalnih 1 spinalnih
mehanizama, za izdvojiti 1 ulogu talamusa u inhibiciji tijekom CSP-a. Unutar ventrolateralnih
1 ventroanteriornih jezgara talamusa integriraju se aferentni signali iz malog mozga i bazalnih
ganglija, a zatim projiciraju prema podru¢jima motoricke kore (25,26). Tijekom CSP-a
moguca je privremena modulacija talamokortikalnog prijenosa, pri ¢emu pojacana
inhibicijska aktivnost iz retikularne jezgre talamusa putem GABA-ergickih projekcija
smanjuje ulaznu ekscitaciju motoricke kore. Ova kontrolna funkcija talamusa mogla bi
pridonijeti odrzavanju tiSine u kasnom dijelu CSP-a, osobito u uvjetima pojacane kortikalne

inhibicije inducirane TMS-om (107).

Eksperimentalni podaci iz studija kod zdravih ispitanika koriStenjem fMRI-ja i TMS-EEG
korelacije pokazuju smanjenu funkcionalnu povezanost izmedu talamusa i motoricke kore

tijekom CSP-a, §to implicira privremeno smanjenje ekscitacijskog outputa talamusa (71). U
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patologijama poput distonije ili Huntingtonove bolesti, gdje su poznati poremecaji
talamokortikalne dinamike, uoc¢ena su i odstupanja u trajanju i konzistenciji CSP-a, Sto

dodatno potvrduje vaznost talamusa u finom podesavanju kortikalne inhibicije (47,108).

Vazno je istaknuti i modulacijsku ulogu bazalnih ganglija, koje putem talamusa indirektno
utjecu na CSP. Inhibicijski izlaz iz globus pallidusa internusa i substantia nigra pars reticulata
modulira talami¢ne jezgre, a promjene u tim putovima mogu promijeniti trajanje CSP-a.
Primjerice, u Parkinsonovoj bolesti, gdje je izlaz iz globus pallidusa internusa pojacan,
trajanje CSP-a Cesto je produzeno, dok se u distoniji biljezi skradenje, vjerojatno zbog

smanjenog inhibicijskog outputa iz bazalnih ganglija prema talamusu (27,29,108).

CSP predstavlja neurofizioloski parametar za procjenu intrakortikalne inhibicije, a njegova
izmjena zabiljeZena je u razli¢itim poremecajima motoricke kontrole, ukljucujuci laringealnu
distoniju (4,42). Laringealna distonija, fokusni poremecaj pokreta koji zahvaca miSice
glasnica, karakterizira se nenamjernim, nevoljnim gréenjem laringealnih miSi¢a tijekom
govora, $to dovodi do promjena u kvaliteti glasa i govora. Razumijevanje kortikalnih
mehanizama koji stoje iza ove disfunkcije od vitalne je vaznosti za dijagnostiku i razvoj

ucinkovitih terapijskih strategija (45,46).

Prethodna istraZivanja koja su koristila TMS pokazala su da smanjena inhibicija kortikalne 1
subkortikalne aktivnosti moze biti karakteristicna za laringealnu distoniju (12,15,19,22,23).
Uz registraciju amplitude 1 latencije MEP-a iz laringealnih miSica (98,109), CSP je do sada
istrazen isklju¢ivo u TA misi¢u kako bi se procijenila ekscitabilnost LMC regije (4,9). Prema
dostupnim podacima, CSP u drugim laringealnim miSi¢ima osim TA, jo§ uvijek nije bio
predmet istrazivanja, Sto upucuje na vaznost daljnjih studija kako bi se bolje razumjeli
neurofizioloski mehanizmi LMC-a 1 moguénosti primjene TMS-a u dijagnosticiranju i
lijeCenju neuroloSkih poremecaja koji zahvacaju laringealne miSi¢e. Razmatranje ovih

aspekata moglo bi doprinijeti napretku u razumijevanju i terapiji laringealne distonije.
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2. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA



2.1. Cilj istrazivanja

Glavni cilj istraZivanja:

Glavni je cilj bio istraziti CSP u CT miSi¢u nakon primjene navigacijskog TMS-a iznad
primarne motoric¢ke kore - za reprezentaciju laringealne muskulature kod zdravih ispitanika te
time pruZiti norme za duljinu trajanja CSP-odgovora registriranih iz CT miSi¢a kod zdravih

ispitanika.

Sekundarni cilj istraZivanja:

Sekundarni je cilj bio pruZiti osnovu za usporedbu s nalazima kod laringealne distonije i uvid

u maladaptivnu kortikalnu kontrolu funkcije tijekom fonacije.

2.2. Ustroj istraZivanja

Ova je studija presjek podataka analize studija neurofizioloSkih podaatka srediSnjeg Ziv€anog
sustava, ukljucuju¢i motori€¢ku evaluaciju kortikospinalnih i1 kortikonuklearnih puteva
snimanjem MEP-ova i CSP-a pomo¢u TMS-a, a provodila se u Klini¢koj bolnici Split i
Medicinskom fakultetu Sveucilista u Splitu. Najprije je su ispitanici dobili upitnik kako bi se
provjerili eventualni prethodni neuroloski poremecaji i potpisala suglasnost za sudjelovanje u
studiji. Potom se napravio MRI mozga ispitanika , a zatim u 3D obliku rekonstruirao za
potrebe TMS-a. Radiolozi su evaluaciju MRI-ja radili u Klinickom zavodu za radiologiju
Klinickog bolnickog centra Split. Ispitanik se udobno smjestio, MRI se koregistrirao s
glavom ispitanika pomocu sustava za neuronavigaciju. Nakon TMS-mjerenja, MEP-a i CSP-a
iz pojedinog CT miSi¢a registrirani su za svakog ispitanika. Prikupljeni podaci su analizirani
metodom MATLAB 2022a (MathWorks, SAD) (110). Mjerenja i procjena podataka
provodila se na Medicinskom fakultetu Sveucilista u Splitu pri Zavodu za neuroznanost, u
Laboratoriju za humanu i eksperimentalnu neurofiziologiju (voditeljica dr. sc. Maja Rogi¢

Vidakovi¢). Specijalist otorinolaringolog konzultiran je kako bi se pravilno postavile
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elektroda za snimanje (Hookwire IOM-elektrode, jednokratne subdermalne iglene elektrode,

0,4 x 13 mm, SGM d.o.0, G. Novaka 22 a, 21000 Split, Hrvatska) u CT misi¢.

2.3. Hipoteze

Pri izradi plana za znanstveno istrazivanje i ovu doktorsku disertacije iznijesene su sljedece

hipoteze:

Ne postoji razlika u duljini trajanja CSP-a registriranog iz CT miSi¢a stimulacijom
kontralateralne 1 ipsilateralne primarne motoricke kore za reprezentaciju laringealne

muskulature.

Ne postoji razlika u intenzitetu stimulacije kontralateralne i ipsilateralne primarne motoricke

kore kojima se izaziva CSP iz CT miSica.

Nema znacajnih razlika u intenzitetu stimulacije kontralateralne i ipsilateralne LMC

hemisfere.
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3. METODE I MATERIJALI (ispitanci i postupci)



3.1. Odobrenje etickog povjerenstva

Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu (Klasa: 003-08/22-03/0003,
Ur. br.:2181-198-03-04-22-0005 (14. 2. 2022.) i nadopunjeno od strane Medicinskog
fakulteta SveuciliSta u Splitu (Klasa: 00-08/23-03/0015, Ur. br. 2181-198-03-04-23-0064)
(25. 7. 2023). Eticko povjerenstvo Klinickog bolni¢kog centra Split (Klasa: 500-03/21-
01/184, Ur. br. 2181-147/01/06/M. S.-21-02) (22.12.2021) i nadopunjeno od strane Klinickog
bolni¢kog centra Split (Klasa: 500-03/21-01/184, Ur. br. 2181-147/01/06/LJ. Z.-23-04) (11.
7.2023.). Prije pocetka istraZzivanja ispitanici su potpisali informirani pristanak o

sudjelovanju. Studija je prijavljena na ClinicalTrials.gov, identifikacijski broj NCT05580302.

3.2. Ispitanici

U istraZivanju je sudjelovalo 19 zdravih ispitanika, s prosje¢nom dobi od 35,63 + 8,08 godina
1 rasponom dobi od 24 do 53 godine. Nadalje, 47,36 % sudionika bile su Zene, 89,47 %

ispitanika bili su de$njaci, s normalnim prosjecnim indeksom tjelesne mase 24,03 kg/m?.

3.3. Postupci

3.3.1. MRI snimka mozga

Anatomska MRI provedena je najmanje 24 sata prije TMS-eksperimenta. Pacijent se polegao
u supinacijski polozaj, glava u medijanoj liniji, bez angulacije ili rotacije. MRI mozga
izveden je pomocu uredaja Siemens Magnetom Avanto 1,5 T (Siemens Healthcare GmbH)

prema preporucenim postavkama za TMS rekonstrukciju:
sagitalne T1WI MPRAGE snimke,

Voxel size Imm x Imm x Imm, sekvencijalno skeniranje debljine 1 mm, bez razmaka

izmedu slojeva,

TR 8000, TE 92.2370.000000, FA 150, matrix size 256x224, FOV 201x230.
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Koristen DICOM format za TMS rekonstrukciju, MRI slike su 3D-rekonstruirane prema

individualnoj anatomiji mozga (3D opticka jedinica za prac¢enje Polaris® Vicra).

3.3.2. Postupak postavljanja elektroda

Ispitanici su udobno sjedili u elektronicki podesivoj stolici s tragacem za glavu pri¢vr§éenim
na celo, a kao dio sustava za navigaciju e-poljem bezokvirne stereotakticke TMS stimulacije
(Nexstim NBS System 4, proizvoda¢ Nexstim Plc., Helsinki, Finska) (Slika 2.). Mapiranje

M1 za prikaz mis$i¢a ruke provedeno je prije mapiranja LMC-a.

Slika 2. Uredaji za transkranijalnu magnetsku stimulaciju i neuronavigaciju. Lijevo
prikaz TMS uredaja Nexstim NBS System 4, proizvodaca Nexstim Plc., Helsinki, Finska,
koji je koriSten za izradu znanstvenog Clanka. Desno: ilustracija ispitanice s postavljenim
neuronavigacijskim uredajem, 3D opticka jedinica Polaris® Vicra. Slika desno generirana

koristenjem Perplexity Al (2025). https://www.perplexity.ai/
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3.3.3. Priprema koze

KozZa na ruci ociS¢ena je acetonom s kalcijevim kloridom, a povrSinski sloj koze njezno je
oc¢is¢en finim brusnim papirom. KoZa oko laringealne izbocine ociS¢ena je oktenidinom
dihidrokloridom 1 2-fenoksietanolom (Octenisept, Schiilke & Mayr). Lidokain hidroklorid
(Dolokain; 20 mg/g gel), lokalni anestetik iz skupine amidnih spojeva, nanesen je na o¢is¢eno

podrugje.

3.3.4. Procjena podrucja Sake

MEP-ovi su biljezeni iz APB-a miSi¢a Sake parom samoljepljivih povrSinskih elektroda
(Ambu® Blue Sensor BR, BR-50-K/12, proizvoda¢ Ambu A/S) u montaznom rasporedu
trbuh-tetiva (Slika 3.). Elektrode su bile spojene na elektrodu kabel Nexstim
elektromiografskog (EMGQG) aparata s 1,5 mm Zenskim sigurnosnim konektorom (DIN 42-
802) spojenim na 6-kanalni EMG i EMG pojacalo (vanjski modul) sa sklopom za uklanjanje
TMS-artefakata. EMG je bio integrirani dio uredaja TMS s navigacijom elektri¢nog polja.

Slika 3. Na slici je predstavljen nacin postavljanja samoljepljivih povrSinskih elektroda.
Broj 1 predstavlja elektrodu za m. APB, dok broj 2 na slici predstavlja elektrodu koja sluzi za
uzemljenje (eng. ground, GND). Za izradu slike koriSten je Perplexity Al (2025).
https://www.perplexity.ai/
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3.3.5. Procjena laringealnog podrucja

Za biljezenje kortikonuklearnih MEP-ova i CSP-a iz CT miSi¢a koriStene su jednokratne
parne elektrode s kukastom zicom (IOM elektrode) (SGM d.o.o., Split, Hrvatska). Nakon
umetanja zice u CT miSi¢, hipodermalna igla je povucena, a fleksibilna elektroda fiksirana u
miSicu (Slika 4.). KoriStene su igle duljine 50 mm i promjera 7 mm (22 G), s duljinom Zice
od 0,40 mm te dvije PTFE izolirane Zice od nehrdajuc¢eg celika s plavim sigurnosnim
priklju¢kom. Metoda umetanja elektroda s kukastom Zicom u CT miSi¢ bila je slicna
prethodno opisanim u ranijim istraZivanjima (98,109,111). Najprije su na kozi sudionika
nacrtane anatomske oznake. Tocka umetanja oznac¢ena je na razini krikotiroidnog ureza, pet
milimetara lateralno od sredi$nje linije. Igla je umetnuta tangencijalnim pokretom prema
krikotiroidnoj membrani (oko 50°) dok elektroda nije postavljena u miSi¢. Za potvrdu
ispravnog polozaja elektroda sudionike se zamolilo da foniraju glas /i/ u niskom tonu i lagano
povise ton. Kod ispravnog postavljanja elektroda EMG aktivnost se naglo povecavala, a
interferencijski uzorci postali su gusti. Pokret sternohioidnog miSiéa provjeravao se
podizanjem glave sudionika ili pritiskanjem prstima na njegovo/njezino ¢elo. U sluc¢aju EMG
aktivnosti, igla je ponovno umetnuta (ako je bila u infrahioidnom misicu). Tijekom umetanja,
elektrode su bile spojene na EMG kabel radi pra¢enja miSi¢ne aktivnosti u stvarnom
vremenu. Iskusni otorinolaringolog postavio je elektrode u CT misi¢. Kod cetiriju sudionika
elektrode su umetnute u desni CT miSi¢, a kod petnaest u lijevi. Kontralateralni 1 ipsilateralni
MEP-ovi i CSP-ovi zabiljezeni su kod trinaest ispitanika, samo kontralateralni kod pet, a

samo ipsilateralni kod jednog sudionika.
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Slika 4. Prikaz postavljanja kukasta Zica-elektrode u CT miSi¢. A - izgled kukasta Zica-
elektrode (SGM d.o.o., Split, Hrvatska); B - na kozi ocrtane margine krikoidne 1 tireodne
hrskavice te dvije tocke kao mjesto insercije elektrode; C - shematski prikaz smjera insercije
elektrode u CT misi¢ u kojem je strjelica smjer kretanja igle prilikom insercije. Slike B i C

generirane koristenjem Perplexity Al (2025). https://www.perplexity.ai/

3.3.6. nTMS postupak mapiranja M1 regije za reprezentaciju Sake i LMC-a

KoriStena je magnetska zavojnica oblika osmice koja generira dvofazni impuls duljine 289
us. Zavojnica unutarnjeg promjera 50 mm i vanjskog 70 mm postavljena je tangencijalno u
straznje-donjem smjeru prema lubanji ispitanika iznad M1 (Slika 5.). Maksimalno elektri¢no
polje iznosilo je 172 V/m ispod fokalne zavojnice u modelu sfernog vodic¢a koji predstavlja
ljudsku glavu. MRI snimka je ucitana u Nexstim NBS System 4 kako bi se lokalizirao LMC

unutar M1.

Podrazljivost regije Sake / M1 kore procijenjena je povrSinskim elektrodama na APB miSicu
kako bi se odredio prag motorickog odgovora u mirovanju (eng. resting motor threshold,
RMT). RMT je definiran kao najniZa stimulacija koja izaziva najmanje 5 pozitivnth MEP

odgovora od 10 pokusaja s amplitudom vec¢om od 50 puV (112).

Podrazljivost LMC-a procijenjena je prema prethodno objavljenim protokolima, biljeZenjem
MEP-ova iz CT misi¢a. Nakon odredivanja RMT-a za APB miSi¢, zavojnica je pomaknuta
lateralno 1 tangencijalno prema srediSnjem sulkusu iznad LMC regije, otprilike 25,19 + 6,51

mm lateralno od ,,vru¢e tocke” APB miSi¢a (111). Intenzitet za izazivanje CSP-a definiran je
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kao ona jaCina TMS-a koja izaziva CSP u 5 od 10 uzastopnih pokuSaja. Jednopulsne
kortikalne stimulacije primijenjene su tijekom visokofrekventne vokalizacije glasa /i/. Puls je
primijenjen 1 — 2 sekunde nakon pocetka kontinuirane vokalizacije. MEP i CSP odgovori su
prikupljeni stimulacijom kontralateralne i ipsilateralne hemisfere. Intenzitet stimulacije za

detekciju cSP-a iz CT miSica bio je oko 130-150 % RMT-a za prikaz miSica Sake.

Slika S. Prikaz mapiranja M1 regije za reprezentaciju Sake i LMC-a kod ispitanika.
Tocke oznacavaju referentnu toCku za reprezentaciju Sake, dok je plavo- crvena strelica
predstavlja usmjerenje TMS zavojnice 1 tocku vrSka stimulacije koja je pozicionirana iznad
M1 regije za reprezentaciju LMC. Zeleno oznacena regija je polje stimulacije TMS uredajem
Slika preuzeta i prilagodena prema Rogi¢ Vidakovi¢ i sur., 2022. (46) prema licenci CC BY
4.0.
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3.4. StatistiCka analiza

3.4.1. Statisticka snaga studije

Za otkrivanje znacajnih razlika izmedu kontralateralne i ipsilateralne duljine trajanja CSP-a,
nasa studija treba ukljucivati najmanje 10 sudionika. Minimalna veli¢ina uzorka izracunala se
na temelju usporedbe srednjih vrijednosti (t-test) za snagu studije od 80 % uz razinu
znacajnosti od 0.05. U izracunu su koriStene srednje vrijednosti duljine trajanja CSP-a za
lijevu (M = 13.1 ms) i desnu hemisferu (M = 15.5 ms) te vrijednosti standardne devijacije za

obje hemisfere (SD = 2.1 ms) iz istrazivanja Chen 1 sur. (113).

3.4.2. NeurofizioloSke mjere i statisticka obrada

Ishodni parametri ukljucivali su RMT intenzitet za APB misi¢, latenciju i amplitudu MEP-a
pri RMT intenzitetu. Parametri za CT misi¢ ukljucivali su: intenzitet stimulacije (izrazen kao
postotak maksimalne snage stimulatora) potreban za izazivanje CSP-a, trajanje CSP-a i
amplitudu MEP-a koji prethodi CSP-u. Budu¢i da se CSP biljezio iz CT misica tijekom
vokalizacije (tj. pre-EMG aktivacija prethodila je MEP odgovoru), latencija MEP-a iz CT
mi$i¢a nije procjenjivana. Latencije su prethodno prijavljene primjenom drugih protokola

(6,98,111).

Pocetak CSP-a definiran je kao trenutak TMS impulsa (nulto vrijeme na slici 10). Trajanje
CSP-a izracunalo se kao razlika izmedu pocetka i kraja CSP-a (Slika 10)(3). Amplituda i
latencija MEP-a iz APB-a, amplituda MEP-a iz CT miSi¢a 1 CSP analizirani su prilagodenim
Matlab skriptom (R2021a) (58). MEP iz CT miSi¢a detektiran je unutar vremenskog prozora
10 — 30 ms nakon artefakta stimulacije, dok je za APB bio u rasponu 18 — 30 ms (99).
Automatski algoritam izracunao je MEP iz CT miSi¢a, dok je kraj trajanja CSP-a odreden

ru¢no. Za analizu se uzelo minimalno 5 do 10 pokusaja.

3.4.3. Analiza podataka

KoriStena je parametarska statistika jer parametri kosine 1 zaobljenosti nisu ukazivali na
znaCajna odstupanja od normalne raspodjele. Karakteristike sudionika prikazane su

deskriptivnim statistikama. Takoder, prethodna istrazivanja nisu pokazala znacajne razlike u
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latenciji MEP-a 1 trajanju CSP-a u TA miSi¢ima u odnosu na stimulaciju lijeve ili desne
hemisfere (9). Budu¢i da je kod vecine sudionika (petnaest) stimulirana lijeva hemisfera,
podaci o trajanju CSP-a i amplitudi MEP-a u CT mi$i¢ima prikazani su kao kontralateralni i
ipsilateralni odgovori. Grupe su usporedene Studentovim t-testom za nezavisne uzorke.
Jednakost varijanci izmedu grupa procijenjena je Leveneovim testom. Vrijednost p < 0,05

smatrana je statisticki znaCajnom. Za analizu podataka koristen je softver Statistica 12.

3.4.4. Analizirane mjere

MERP latencija (izraZena u milisekundama) u misic¢u Sake
MEP amplituda (izrazena u mikrovoltima) u misicu Sake

Intenzitet stimulacije (izrazen u postotku maks. izlaza stimulatora) za izazivanje MEP-a

odgovora u miSicu Sake
MEP amplituda (izrazena u mikrovoltima) u CT misi¢u
CSP duljina trajanja (izraZena u milisekundama) u CT miSicu

Intenzitet stimulacije (izraZen u postotku maks. izlaza stimulatora) za izazivanje CSP-a u CT

miSicu

3.5. Metodologija

3.5.1. Obrada podataka i statisticki postupci

Matlab R2021a (latencija i amplituda MEP odgovora, duljina trajanja CSP-a) Student t-test

za nezavisne uzorke
Jednakost varijanci izmedu grupa - Leveneov test (p < 0,05)
Statisticka analiza podataka - softver Statistica 12.

Usporedba dobivenih podataka duljine trajanja CSP-a iz CT miSi¢a u nasoj studiji s

prethodno objavljenim podacima za duljinu trajanja CSP-a iz TA miSica (9).
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4. REZULTATI



Rezultati istrazivanja pokazali su da su analizirani parametri CSP CT u miSi¢u kod 19 zdravih
ispitanika mogli biti pouzdano kvantificirani primjenom nTMS. Ova metodologija omogucila
je visoku preciznost u lokalizaciji LMC te biljezenje elektrofizioloskih odgovora pomocu
intramuskularnih elektroda. Procijenjeni parametri obuhvacali su trajanje CSP-a, amplitudu

MEP i intenzitet stimulacije izrazen u postotku praga RMT.

Amplituda MEP-a je analizirana kako bi se procijenila pouzdanost regrutacije misica te odnos
izmedu ekscitacije 1 inhibicije. Vrijednosti amplitude bile su stabilne izmedu ispitanika, iako
se uocila prirodna interindividualna varijabilnost, §to je u skladu s poznatim podacima o
TMS-induciranim MEP-ovima za miSi¢e Sake i LMC. Amplituda MEP-a u CT miSi¢u ne
doseze razine zabiljezene u distalnim miSi¢ima ruke poput APB, $to se moZe objasniti
razli¢itim  udaljenostima  kortikalne  reprezentacije 1 anatomskim  osobitostima

kortikonuklearnih projekcija (Slika 6).

Trajanje CSP u ovoj studiji pokazalo je vrijednosti u rasponu izmedu priblizno 40 i 65
milisekundi (Slika 7). Rezultati dobiveni za kontralateralnu i ipsilateralnu stimulaciju
pokazali vrlo sli¢ne vrijednosti, bez statisticki znac¢ajnih razlika izmedu dvije strane, ¢ime je
pokazana na simetri¢na organizacija kortikalne inhibicije za CT miSi¢ i sugerira da se kod
zdravih ispitanika mehanizmi kortikalne inhibicije odvijaju ujednaceno, neovisno o hemisferi
stimulacije. Stoga, je potvrdeno da se CT miSi¢, iako anatomski 1 funkcionalno jedinstven u

odnosu na druge laringealne miSice, uklapa u obrasce bilateralne kortikalne kontrole.
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Slika 6. Stimulacija TMS uredajem te facilitacija MEP i CSP odgovora za APB i CT
miSi¢e. Na slici gore je prikazan 3D prikaz TIW1 MRI snimke ispitanika integrirane u
nTMS, crvena tocka predstavlja reprezentaciju motoricke kore za Saku, dok zapis prikazuje
EMG zapis s MEP-om iznad RMT-a. Na slici dolje je prikazuna promjena u EMG zapisu
prije statisti¢ke obrade: paralelno su prikazani MEP 1 CSP za miSi¢ Sake, kao 1 za CT misic,

izrazene vrijednosti u mV i ms oznacavaju amplitudu i latenciju MEP-a.
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Slika 7. MEP odgovori i detekcija CSP-a iz laringealnog CT miSi¢a. Prikazano je Sest
pojedina¢nih pokuSaja s oznaCenom srednjom vrijednoséu (iscrtkana crvena linija) i
medijanom (iscrtkana plava linija) za muskog ispitanika (br. 9). RuZi€asta iscrtkana okomita
linijja oznacava kraj CSP odgovora, dok pocetak magnetske stimulacije oznacava nulto
vrijeme. Vrijeme na osi x izrazeno je u milisekundama (ms), a amplituda MEP-a na osi y u

mikrovoltima (uV).
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Intenzitet stimulacije potreban za izazivanje MEP-a i CSP-a izraZen je kao postotak RMT-a.
Vrijednosti su pokazale konzistenciju izmedu hemisfera. Nismo uocili ni izraCunali znacajnu
razliku u intenzitetu RMT-a (t(31) = 0,98; p = 0,33) izmedu stimulacije lijeve i desne
hemisfere za prikaz APB-a, ni u latenciji MEP-a (t(31) = 0,94; p = 0,35) ni u amplitudi MEP-
a (t(31) = 0,86; p = 0,39) izmedu lijevog i desnog APB-a (Tablica 1.) iz ¢ega proizlazi da
prag podrazaja za aktivaciju LMC-a 1 indukciju inhibicijskog odgovora u CT miSicu je

bihemisferalno stabilan neurofizioloski prag, $to dodatno potvrduje valjanost metodologije.

Takoder, nije pronadena znacajna razlika izmedu kontralateralnog i ipsilateralnog trajanja
CSP-a (Slika 8.) (t(30) = 0,85; p = 0,40), amplitude MEP-a u CT-u ((30) = 0,91; p = 0,36)
niti intenziteta LMC-a (t(30) = 1,20; p = 0,23) (Tablica 1). Raspon kontralateralnog CSP-a u
CT-u iznosio je 40 — 60,8 ms, a ipsilateralnog 40 — 65,6 ms. Slika 9. prikazuje ponovljivost
CSP-a u CT-u kod jednog ispitanika. Osim toga, nije pronadena znacajna razlika u

kontralateralnom trajanju CSP-a izmedu lijevog 1 desnog CT-a (t(16) =—0,93; p = 0,36).

Prikazani rezultati predstavljaju prvi pouzdan set normativnih podataka za CSP u CT misi¢u
kod zdravih ljudi. Time je ispunjena vazna praznina u neurofizioloskoj literaturi jer su do
sada sli¢na mjerenja uglavnom bila ograni¢ena na udove, dok je laringealna muskulatura

ostajala relativno neistrazena.
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Tablica 1. Razlike u motorickom kortikalnom mapiranju za APB i CT misSice.

Srednja vrijednost £ SD (ms) t-test p-vrijednost
RMT intenzitet za APB (%) t=10,98 0,33
Desna hemisfera 33,66 + 5,40
Lijeva hemisfera 35,83 £6,91
MEP latencija APB (ms) t=0,94 0,35
Desna ruka 23,53 £ 1,71
Lijeva ruka 22,91 +£2,10
MEP amplituda APB (nV) t=0,86 0,39
Desna ruka 298,05 +£221,83
Lijeva ruka 238,93 £ 155,88
CSP trajanje CT (ms) =-0,85 0,40
Kontralateralno 50,71 £ 6,19
Ipsilateralno 52,70 £ 7,04
MEP amplituda CT (pnV) t=-0,91 0,36
Kontralateralno 972,70 £ 656,47
Ipsilateralno 1234,34 + 961,88
LMC intenzitet (%) t=1,20 0,23
Kontralateralno 55,76 £ 10,62
Ipsilateralno 51,50 + 8,83
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Legenda: SD: standardna devijacija; RMT: prag motori¢ke podrazljivosti u mirovanju; APB:

m. abductor pollicis brevis; CSP: kortikalni period tiSine; CT: m. cricothyroideus; LMC:

laringealna motoricka kora; pV: mikrovolt; ms: milisekunde; %: postotak.
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Slika 8. Graficki prikaz trajanja CSP-a za Kontralateralne i ipsilateralne odgovore.

Sredi$nja crvena linija oznacuje medijan 1 srednju vrijednost, dok donji i gornji rubovi okvira

prikazuju 25. 1 75. percentil. ,,Brkovi” predstavljaju srednju vrijednost = 1,96*SE. p > 0,05.

SE: standardna pogreska srednje vrijednosti.
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Slika 9. 3D prikaz ponovljivosti CSP-a u CT miSi¢u kod jednog ispitanika (br. 13). Na
osi x prikazano je vrijeme u milisekundama, a na osi y ,,Vpp” predstavlja amplitudu MEP-a u
mikrovoltima. Prikazano je dvanaest pojedinacnih pokusaja s MEP-ovima u CT-u prac¢enima

CSP-om; pre-EMG aktivnost zabiljeZena je prije MEP-a i nakon CSP-a.
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5. RASPRAVA



Studija je procjenjivala kortikonuklearnu podrazljivost LMC-a koriStenjem mjere CSP s
intramuskularnim elektrodama postavljenim u CT miSi¢e kod zdravih ispitanika. MEP
odgovori izazvani nTMS-om potvrdeni su kao kortikalnog podrijetla, zahvaljujuéi obostranim
odgovorima nakon magnetske kortikalne stimulacije (3,6,109,111). Rezultati studije
sugeriraju da se CSP moze koristiti kao neurofiziolos§ka mjera kortikonuklearne podrazljivosti
za LMC, uz postoje¢e mjere latencije i amplitude MEP-a te je tim potvrdena prvotna

hipoteza.

CSP su prvotno opisali Merton i Morton 1980. godine kao razdoblje elektricne tiSine
zabiljezeno u EMG signalu nakon MEP odgovora, kada se elektricna ili magnetska
stimulacija primjenjuje na MI1 tijekom toni¢ne kontrakcije misSi¢a (5,52,99,100,112).
Prethodna istrazivanja takoder sugeriraju da i spinalni i kortikalni mehanizmi mogu utjecati
na trajanje CSP-a, ukljucujuéi subkortikalne i kortiko-subkortikalne interakcije (101), no op¢i
konsenzus je da intrakortikalni inhibicijski procesi igraju dominantnu ulogu u nastanku CSP-

a (42,103,112).

Prilikom mapiranja M1 za reprezentaciju misSic¢a Sake koriStenjem stimulacije iznad RMT-a,
CSP se moze izazvati u kontralateralnom misi¢u Sake 1 moZe trajati 100—300 ms nakon MEP-
a, pri ¢emu razina kontrakcije ne utjeCe na njegovo trajanje (46). Dodatno, studije koje su
istrazivale CSP mapiranjem M1 za miSice lica i jezika izvijestile su o trajanju CSP-a 69 — 169
ms u miSicu triangularis, 68—111 ms u m. orbicularis oculi 1 64.2 + 4.5 ms u jeziku (114—
116). Nedavno istrazivanje Chena 1 sur. pokazalo je da trajanje CSP-a u laringealnim TA
miSi¢ima iznosi od 41.7 do 66.4 ms kod zdravih ispitanika (9). Takoder, Chen i sur. izvijestili
su o znacajnom skracenju trajanja CSP-a u TA miSi¢ima kod pacijenata s laringalnom

distonijom (4).

Trajanje kontralateralnih 1 ipsilateralnih CSP-a u CT miSi¢ima zabiljeZeno u ovoj studiji bilo
je slicno onome u TA miSi¢ima, kako su izvijestili Chen i sur. (9). Vrijednosti trajanja CSP-a
prikupljene iz lijevih i desnih TA miSic¢a bile su sli¢ne bez obzira na hemisferu stimulacije, a
podaci ove studije podrzavaju te nalaze i za CT miSi¢e. Vazno je naglasiti da u istrazivanju
nije provedena analiza trajanja ipsilateralnog CSP-a izmedu lijevog i desnog CT miSica jer je

ipsilateralni CSP zabiljezen samo u desnom CT misi¢u jednog ispitanika.

Amplituda MEP-a koja prethodi CSP-u nije se mijenjala s promjenama intenziteta TMS-a
tijekom zadatka vokalizacije, §to je u skladu s nalazima Chena i sur. (9). Nadalje, prilikom

mapiranja LMC-a za CT miSice nTMS-om kod zdravih ispitanika (u mirovanju) i
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transkranijskom elektricnom stimulacijom (TES) kod pacijenata pod opom anestezijom,
MEP amplitude bile su znacajno vece u kontralateralnim nego u ipsilateralnim odgovorima.
Vise amplitude u kontralateralnim CT miSi¢ima tijekom mirovanja (bez vokalizacije)
objasnjavaju se bilateralnom prirodom CT miSi¢a i prevagom kontralateralnih projekcija
(98,109). Medutim, tijekom toni¢ne voljne aktivacije CT miSi¢a vokalizacijom, nije bilo
razlika u amplitudama MEP-a izmedu kontralateralnih i ipsilateralnih odgovora koji su

prethodili CSP-u.

Mogucée ogranicenje studije odnosi se na ¢injenicu da kukasta zica - elektrode nisu bile
umetnute u lijevi i desni CT miSi¢ kod svih ispitanika. Ipak, s obzirom na prethodna
istrazivanja koja nisu pokazala znacajne razlike u trajanju CSP-a izmedu lijevih 1 desnih
intrinzi¢nih laringealnih misic¢a [11,14], vjerujemo da je to ograni¢enje zanemarivo. Nadalje,
studija je ukljucila zdrave ispitanike prosje¢ne dobi 35 + 8.08 godina, s velikim rasponom
dobi (24 — 53 godine), Sto se takoder moze smatrati ograni¢enjem. Za usporedbu, Chen i sur.
(9) ukljucili su 11 ispitanika (prosje¢na dob 54 + 7.4 godina), bez navodenja raspona dobi,
dok su u drugoj studiji (4) ukljucili 16 ispitanika prosjecne dobi 51.5 £ 7.7 godina, takoder
bez podataka o rasponu. Stoga nije moguce komentirati potencijalne razlike u dobi u

kontekstu istrazivanja CSP-a u CT miSi¢ima.

Za istaknuti je prednost ove studije koriStenjem nTMS-a, za razliku od Chen 1 sur. (4,9), koji
su koristili linearnu navigaciju. Preporuka za koriStenje e-polje navigacije proizlazi iz potrebe
za smanjenjem tehnickih pogreSaka, osobito kada se zavojnica ne postavlja stalno i tangentno
na povrsinu glave. Smatra se da je maksimalna aktivacija locirana na liniji koja prolazi kroz
srediSte zavojnice 1 okomita je na njezinu donju povrSinu, $to znac¢i da bi minimalni nagib

zavojnice mogao uzrokovati pogreske u procjeni maksimalne stimulacije (80).

Sollmann 1 sur. izvijestili su o razlikama u klinickoj primjenjivosti, radnom toku i1 rezultatima
mapiranja M1 izmedu e-polje i1 linearno navigiranog TMS-a kod pacijenata s tumorima
mozga (117). Omjer pozitivnih motorickih tocaka bio je znacajno veci kod e-polje navigacije
TMS-a, a udaljenosti kortikalnih motorickih Zarista bile su 8.3 + 4.4 mm ipsilateralno 1 8.6 +
4.5 mm kontralateralno. Prednosti e-polje navigacije ukljucuju krace vrijeme po stimulaciji,
veéi broj pozitivnih odgovora i brze mapiranje (80,117). Takoder, prijavljene su razlicite
prostorne distribucije motorickih mapa gornjih 1 donjih ekstremiteta uz djelomi¢na

preklapanja dviju metoda navigacije.
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5.1. Prikaz CSP parametra u neuroloSkim bolestima

Metaanaliza koja je obuhvatila vise podtipova fokalne distonije izvijestila je o skraéenom
CSP zajedno sa smanjenim SICI 1 aferentno induciranom inhibicijom, ¢ime se potvrdila teza
o globalnom poremecaju GABA posredovane inhibicije u motorickoj kori oboljelih (42).
Klini¢ki, skraten CSP predstavlja potencijalni marker u dijagnostici i pra¢enju ucinka

intervencija koje ciljaju inhibicijske krugove (42,99,114).

Za razliku od distonija, u epilepsijama je metaanaliza pokazala produljen CSP, osobito u
idiopatskim generaliziranim epilepsijama. Ovaj nalaz interpretira se kao moguci
kompenzacijski mehanizam GABA-B-posredovane inhibicije izmedu napadaja, u kojem
produljeni CSP oznacava pokusaj kore mozga da suzbije sljedeci iktus. Varijabilnost izmedu
sindroma pritom je naglaSena i upucuje na heterogenost epileptogeneze, $to naglasava

potrebu za fenotipski preciznim podskupinama u buducim istrazivanjima (5).

U multiploj sklerozi sustavni pregledi isti¢u nedosljednosti nalaza CSP-a, dijelom zbog
metodoloskih razlika i heterogenosti uzoraka (stadij bolesti, prisutnost relapsa, terapija). Ipak,
ukupna slika sugerira da promjene u CSP-u korespondiraju s klinickim obiljeZjima,
ukljucujuéi zamor te da je CSP osjetljiv na fizioloSke modulatore poput kardiorespiratorne
spremnosti. Ovi podaci govore u prilog tome da CSP u multiploj sklerozi nije uniformno
poremecen, nego odraZzava dinamic¢nu ravnoteZzu ove bolesti i kompenzacijskih mehanizama
inhibicije (94). Vazan korak prema klinickoj primjeni je povezivanje CSP-a s drugim TMS
biomarkerima (npr. LICI kao dodatni GABA-B indeks) 1 s viSemodalnim mjerama (TMS-
EEG, strukturni 1 funkcionalni MRI) (5,71). Sustavni pregledi isticu da kombiniranje CSP-a s
drugim mjerama intrakortikalne facilitacije/inhibicije 1 mreznih oscilacija mozZe povecati
dijagnosticku tocnost i osjetljivost na promjene uzrokovane terapijom. Ujedno se naglaSava
potreba za daljnjim izvjeStavanjem o veli¢ini ucinka, pouzdanosti i minimalnoj klini¢ki
vaznoj promjeni kako bi CSP mogao sluziti kao biomarker u ispitivanjima ciljane

neuromodulacije i rehabilitacije (42,65,95).

Zakljucno, dokazi pruzeni iz metaanaliza i sustavnih pregleda u proteklih petnaest godina
podupiru validitet CSP-a kao mjere kortikalne inhibicije osjetljive na patofizioloSke
specificnosti bolesti: skraen u distoniji kao znak deficitarne inhibicije, produljen u

idiopatskim generaliziranim epilepsijama kao moguci kompenzacijski fenomen te promjenjiv
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u multiploj sklerozi (99). Daljnji napredak zahtijeva standardizaciju mjerenja,
predregistrirane protokole i longitudinalne studije koji ¢e odrediti prognosticku vrijednost

CSP-a i njegovu primjenu.

5.2. Prikaz CSP parametra u studijama s laringealnom distonijom

Laringealnu distoniju prvotno je opisao Traube 1871. kao kroni¢nu fokalnu bolest s prisutnim
poremecajem pri izvodenju odredenih kretnji primarno zahvacajuéi strukture esencijalne za
produkciju glasa (45). Istrazivanja iz 60-ih godina 20. stolje¢a s pacijentima s laringealnom
distonijom prikazala su poremecaj u EEG zapisu u temporalnoj regiji te promijenile
paradigmu 1 prikazale bolest kao neuroloski poremecaj (14). lako do danas tocna
patofiziologija bolesti ostaje nepoznata, danasnja istrazivanja naglasavaju promjene u
neurofizioloskim odnosima intrakortikalnih 1 subkortikalnih struktura mozga. Gubitak

kortikalne inhibicije daje vazan doprinos razvoju bolesti.

Studije Hillela i suradnika pokazale su promjene u EMG aktivnosti u svim intrinzicnim
laringealnim miSi¢ima pacijenata s laringealnom distonijom (113). Navode produljenu
latenciju prije pocetka fonacije te povecanu ucestalost postfonatorne aktivnosti. Slicni EMG
nalazi izmedu abdukcijskog 1 adukcijskog podtipa stanja ukazuju na to da bilo koji od

intrinzi¢nih laringealnih miSi¢a moze biti zahvacen u obama podtipovima (113).

Sli¢ne rezultate prikazuju i studija u kojoj je uocena i povezanost izmedu EMG zapisa 1

ucinkovitosti botulinum toksina, standardne terapije za laringealnu distoniju (118).

Jedna od vaznih klinickih studija koja je ispitivala CSP u laringealnoj distoniji rad je Chen i
suradnika (4). U toj su studiji usporedivani CSP i MEP za TA miSi¢ kod pacijenata s
laringealnom distonijom i zdravih kontrola. Rezultati su pokazali znac¢ajno skrac¢enje CSP-a
kod bolesnika, $to je ukazivalo na smanjenu intrakortikalnu inhibiciju u motoric¢koj kori.
Autori su ovaj nalaz interpretirali kao potvrdu disbalansa izmedu ekscitatornih i inhibitornih
mehanizama, pri ¢emu smanjena GABA-ergicka inhibicija moZe biti klju¢ni patofizioloski
¢imbenik u razvoju laringealne distonije. Nadalje, skraeni CSP korelirao je s teZinom

simptoma, $to sugerira da CSP moze posluziti kao biomarker za evaluaciju tezine bolesti.
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U studiji Simonyan i Ludlow korisStena je kombinacija TMS-a 1 fMRI kako bi se dublje
razumjeli mozdani mehanizmi laringealne distonije (103). CSP je koriSten kao marker
kortikalne inhibicije, a njihovi su rezultati dodatno potvrdili disfunkciju GABAergickog
sustava u motornoj kori i povezanim mrezama. Osim skraéenog CSP-a, uocene su i
abnormalne aktivacije u somatosenzorickim i motorickim podru¢jima koje su dodatno

potkrijepile hipotezu o sloZenoj centralnoj patofiziologiji bolesti (4, 103).
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5.3. Primjena CSP iz CT miSi¢a kod pacijenta s laringealnom distonijom !

Za sada nisu utvrdeni uvjerljivi 1 pouzdani dokazi o promjenama u drugim neurofizioloSkim
parametrima, poput RMT ili aktivnog motorickog praga kod laringealne distonije te je
nedostatan broj studija koje primjenjuju TMS na bolesnicima s laringealnom distonijom, a
koje bi omogudile analizu neurofizioloskih mjera osim CSP (104,119). Studija Rogi¢
Vidakovi¢ 1 sur. iz 2022. godine pokazala je klinicku primjenu nTMS nad LMC za
reprezentaciju CT miSica (46). Rezultati upucuju kako poremecaji kortikalne inhibicije i
ekscitabilnosti mogu oblikovati klini¢ku prezentaciju laringealne distonije. Opisana dva
slu¢aja s razli¢itim podtipovima laringealne distonije. Kod pacijentice s adukcijskom
distonijom CSP se nije uspio registrirati, cak ni pri visokom intezitetu stimulacije ( Slika 10.).
Pacijent s abdukcijskom laringealnom distonijom pokazao je razli¢it CSP kod lijevog 1
desnog CT miSi¢a. Na zahva¢enom lijevom CT miSicu trajanje CSP bilo je prolongirano dok
je na desnoj strani, trajanje CSP sli¢no trajanju CSP kod zdravih ispitanika (Slika 11.)
Rezultati s adukcijskom laringealnom distonijom koreliraju s rezultatima Chen i sur. na TA

misicu (4,46).

' Doprinos doktorskoj disertaciji autora kroz prethodno objavljene znanstvene radove.
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Slika 10. Prikaz MEP i CSP iz CT miSi¢a kod pacijenta s adukcijskom laringealnom
distonijom. Mapiranje LMC-a (desna hemisfera) i biljezenje CoMEP iz CT miSi¢a pri
intenzitetima od 60—80% maksimalnog izlaza stimulatora, s latencijom MEP-a od 11,3 ms.
Na gornjem dijelu slike prikazani su preklopljeni MEP-ovi, a na donjem dijelu srednja
vrijednost 1 medijan tih odgovora. CSP nije bilo moguce zabiljeziti. Slika preuzeta i1

prilagodena prema Rogi¢ Vidakovic i sur., 2022. (46) prema licenci CC BY 4.0.
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Slika 11. Prikaz MEP i CSP i z CT miSic¢a kod pacijenta s abdukcijskom laringealnom
distonijom. TMS M1 za miSi¢e gornjih ekstremiteta i larinksa. (Gore) TMS mapiranje lijeve
M1 za reprezentaciju miSic¢a Sake (APB) 1 reprezentaciju CT miSi¢a, uz biljezenje MEP iz
miSi¢a desne Sake (A) 1 COMEP iz desnog CT miSi¢a (B). Latencija MEP 1z miSi¢a Sake
iznosi 23,61 ms s vrSno-vrSnom amplitudom od 603,07 pnV. Srednja latencija CoMEP iznosi
11,67 £ 1,7 ms, a trajanje CSP 89,54 + 21,9 ms. (Dolje) TMS mapiranje desne M1 za
reprezentaciju miSi¢a Sake (APB) 1 reprezentaciju CT miSi¢a, uz biljezenje MEP iz miSica
lijeve Sake (A) i COMEP iz lijevog CT miSica (B). Latencija MEP iz miSi¢a Sake iznosi 22,79
ms s vr$no-vr§nom amplitudom od 106,07 uV. Srednja latencija COMEP iznosi 11,67 + 1,7
ms, a trajanje CSP 44,78 + 6,9 ms. Slika preuzeta i prilagodena iz Rogi¢ Vidakovi¢ i sur.,
2022. (46) prema licenci CC BY 4.0.
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Rogi¢ Vidakovi¢ 1 sur. u studiji iz 2023. godine potvrduju promjene u kortikalnoj inhibiciji
kod abdukcijske laringealne distonije (47). Autori su pokazali da se u i ovoj skupini bolesnika
biljeze znacajne abnormalnosti CSP, pri ¢emu su izmjerene vrijednosti bile izmijenjene u
usporedbi sa zdravim ispitanicima. Takav nalaz sugerira da abdukcijska distonija ukljucuje
izmjenjenu kortikalnu inhibiciju na kortikonuklearnoj razini. Ovi rezultati isti¢u vaznost
mjerenja CSP-a kod CT miSica kao dijagnostickog markera koji moze potencijalno
diferencirati tipove laringealne distonije i posluziti kao objektivan alat za pracenje ucinaka

terapije.

Zaklju¢no, brojni klini¢ki dokazi ukazuju na to da je skra¢eni CSP u laringealnoj distoniji
izrazito vazan pokazatelj izmjenjene intrakortikalne inhibicije, koja je vjerojatno posredovana
disfunkcijom GABA-B receptora u motori¢koj kori. Ova saznanja ne samo da produbljuju
razumijevanje neurofizioloSske osnove laringealne distonije nego i usmjeravaju razvoj novih

dijagnostickih i terapijskih strategija.
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5.4. Ocekivani znanstveni doprinos

1. Doprinos u razumijevanju CSP laringealne muskuture primjenom nTMS-a kod

zdravih ispitanika.
2. Doprinos u razumijevanju CSP-a u CT miSicu inerviranog n. laryngeus superior.

3. Dobiveni ¢e podaci posluziti u razumijevanju neurofizioloskih mehanizama
(inhibicijskih intrakortikalnih procesa) u patoloskim stanjima kao Sto su laringealna ili

cervikalna distonija.

4. Razumijevanje neurofizioloskih mehanizama CSP-a u laringealnoj muskulaturi moZe

voditi razvoju terapijskih procedura (rTMS).
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6. ZAKLJUCCI



Studija je istrazivala kortikonuklearnu podrazljivost LMC-a koristenjem nTMS-a kojom su
izazvan CSP u CT miSi¢ima kod zdravih ispitanika. Parametri trajanja CSP-a bili su
uskladeni s parametrima zabiljezenima u TA miSi¢ima. Budu¢i da postoje izvjes¢éa o
znaCajnom skracenju trajanja CSP-a u TA miSi¢ima kod pacijenata s adukcijskom
laringealnom distonijom, mjerenje CSP-a u CT misSicu predstavlja dodatnu neurofizioloSku
znaCajku za proucavanje intrakortikalnih inhibitornh fenomena u bolesnim stanjima poput
laringalne distonije. Temelji se na ¢injenici da su TA 1 CT miS$iéi inervirani razliitim
ograncima kranijalnog vagusnog zivca - rekurentni laringealni zivac inervira TA misi¢, dok

gornji laringealni Zivac inervira CT miSi¢.

Moze se zakljuciti da je procjena kortikonuklearne podrazljivosti LMC-a pomo¢u nTMS-a 1
mjerenja CSP-a u CT miSi¢ima uspjeSno provedena kod zdravih ispitanika. KoriStenje
intramuskularnih kukastih Zica-elektroda za mjerenje CSP-a u LMC-u omogu¢ilo je dodatni
alat za procjenu inhibicijskog procesa posredovanog GABA receptorima u reprezentaciji CT
miSica. Stoga se CSP iz CT miSi¢a moze primjenjivati u buduéim istraZivanjima kao

neurofizioloski pokazatelj bolesti laringealnih misic¢a, poput laringealne distonije.

Dodatno, terapijske intervencije koje koriste TMS radi produzenja CSP-a pokazale su
odredeni potencijal u smanjenju simptoma laringealne distonije. U eksperimentalnim
protokolima rehabilitacijska primjena TMS-a nad LMC pokazala je da kod pacijenata kojima
se nakon stimulacije CSP priblizi normalnim vrijednostima dolazi 1 do subjektivnog
poboljSanja fonacije, Sto ukazuje na to da inhibicijska povratna sprega nije samo
patofizioloski marker ve¢ 1 potencijalni terapijski cilj. Razumijevanje ove dinamike
omogucuje ne samo bolju dijagnostiku nego i otvara vrata ciljanim intervencijama — kao §to
su TMS, farmakoloSka modulacija inhibicije ili neurofeedback trening — usmjerenim na

ponovno uspostavljanje funkcionalne inhibicije.

Zakljucno, ova doktorska disertacija, predstavljaju¢i neurofizioloski parametar CSP-a u CT
misicu, daje prilog za unaprjedenje metode mjerenja, razumijevanje mehanizama i klinic¢kih
implikacija sveukupnog CSP-a, a to pridonosi daljnjem razvoju neuroznanosti i klinicke

neurologije.
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8. SAZETAK



Ciljevi:

Ci]j istrazivanja bio je razviti pouzdanu metodologiju za kvantifikaciju kortikalnog perioda
tiSine (CSP) u krikotiroidnom (CT) miSi¢u kao modelu za proucavanje inhibicijskih
mehanizama u kortikalnoj kontroli fonacije koriStenjem navigicijske transkranijske
magnetske stimulacije (n'TMS). Razumijevanje funkcionalne povezanosti izmedu mozdane
inhibicije 1 kontrole tonusa intrinzi¢ne laringealne muskulature klju¢no je za objasnjenje
patofizioloskih procesa kod poremecaja poput laringealne distonije. Cilj rada bio je potvrditi

izvedivost, reproducibilnost i referentne vrijednosti CSP-a u zdravoj populaciji.

Materijali i metode:

IstraZivanje je provedeno na skupini zdravih ispitanika bez povijesti glasovnih poremecaja.
Primijenjena je nTMS metoda koja kombinira anatomske podatke dobivene magnetskom
rezonancijom s neuronavigacijom, omogucujuci preciznu lokalizaciju podru¢ja motoricke
kore odgovornih za aktivaciju laringealnih miSi¢a. Stimulacija je provedena zavojnicom
orijentiranom prema motorickoj kori zaduZenom za reprezentaciju CT miSi¢a. Na prethodno
postavljenim intramuskularnim kukastim Zicama-elektrodama smjeStenima u CT miSic,
elektromiografska registracija zabiljezila je motoricke evocirane potencijale (MEP) 1 CSP
tijekom tonusne kontrakcije, uz standardizirane protokole odredivanja amplitude, latencije 1
trajanja inhibicijskog intervala. Analiza je obuhvatila usporedbu odgovora pri

kontralateralnoj 1 ipsilateralnoj stimulaciji te provjeru unutar ispitne pouzdanosti nalaza.

Rezultati:

Rezultati na 19 zdravih ispitanika su potvrdili da je CSP u CT misi¢u moguce reproducibilno
izazvati 1 kvantificirati primjenom navigacijske TMS stimulacije. UoCeno prosjec¢no trajanje
CSP-a kretalo se izmedu 40 1 65 milisekundi, uz stabilne amplitude i latencije MEP-ova. Nisu
nadene statisticki znacajne razlike u duljini CSP-a izmedu lijeve 1 desne hemisferne
stimulacije, $to upucuje na bilateralno uravnotezenu kortikalnu kontrolu laringealnih
motorickih jedinica. Analiza varijabilnosti unutar ispitanika pokazala je visoku dosljednost
mjerenja, potvrduju¢i metodolosku robusnost protokola. Dobiveni podaci predstavljaju

referentne vrijednosti normalne inhibicijske funkcije u laringealnoj muskulaturi.
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Zakljucci:

Istrazivanje je prvi put izmjerilo i kvantitativno potvrdilo izvedivost 1 pouzdanost mjerenja
CSP-a u CT miSi¢u koriStenjem nTMS tehnologije. Ovaj pristup omogucuje neposredno
pracenje GABA-ovisnih inhibicijskih procesa unutar kortikalnonuklearnih motorickih puteva
koji reguliraju fonaciju. Dobiveni rezultati pruzaju osnovu za buduca klinicka istrazivanja
poremecaja glasa, posebice laringealne distonije, u kojima se pretpostavlja disfunkcija
inhibicijskih mehanizama. Uspostavljene referentne vrijednosti CSP-a u zdravoj populaciji
omogucuju usporednu procjenu patoloskih odstupanja i mogu posluziti u razvoju novih
dijagnostickih i terapijskih paradigmi u neurofiziologiji govora. Ova metodoloska validacija
predstavlja vazan korak prema razumijevanju inhibicijske dinamike motoricke kontrole i

njezine klini¢ke primjene u fonijatriji i neuroloskoj rehabilitaciji.
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9.SAZETAK ZA LAIKE



Ciljevi:

Cil]j istrazivanja bio je razumjeti kako mozak upravlja misi¢ima koji sudjeluju u stvaranju
glasa, osobito krikotiroidnim miSi¢em. Taj je miSi¢ vazan za pravilno napinjanje glasnica i
kontrolu visine glasa. Bolesti poput laringealne distonije uzrokuju nevoljne gréeve u
miSi¢ima grkljana, Sto otezava govor i remeti glas. Razumijevanje nacina na koji mozak
putem inhibicijskih mehanizama kontrolira ove miSi¢e moze pomo¢i u ranijem

prepoznavanju i boljem lijeCenju poremecaja glasa.

Materijali i metode:

U istrazivanju je koriStena navigacijska transkranijska magnetska stimulacija (nTMS) —
metoda koja omogucuje precizno i neinvazivno ispitivanje dijelova mozga odgovornih za
govor 1 pokrete glasnica. Mjerenja su provedena na zdravim dobrovoljcima, a tanke elektrode
postavljene su u krikotiroidni misi¢ radi biljeZzenja elektricne aktivnosti. Promatrao se
motori¢ki odgovor 1 kortikalni period tiSine (CSP) — kratko razdoblje nakon stimulacije

tijekom kojeg se aktivnost misi¢a smanjuje, Sto odraZava razinu inhibicije u mozgu.

Rezultati:

Pokazano je da se CSP u krikotiroidnom mi$i¢u moze pouzdano izmjeriti, s prosjecnim
trajanjem izmedu 40 i 65 milisekundi. Rezultati su bili sli¢ni za lijevu 1 desnu stranu, $to
ukazuje na uravnoteZenu mozdanu kontrolu miSi¢a glasnica. Dobiveni podaci potvrduju da su
metode mjerenja reproducibilne te da CSP moZe sluZiti kao referentna vrijednost za procjenu

normalne funkcije motorickih podru¢ja mozga.

Zakljulci:

Kra¢i ili odsutni CSP povezan je s neuroloskim poremecajima poput laringealne distonije, u
kojima mozak ima smanjenu sposobnost inhibicije motorne aktivnosti. Ova mjerenja mogu
posluziti kao biomarker za dijagnozu i1 pracenje bolesti. Istrazivanje pruza temelje za razvoj
preciznijih dijagnostickih metoda i1 personaliziranih terapijskih pristupa koji bi mogli

poboljsati lijeCenje pacijenata s poremecajima glasa.
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10. SUMMARY



Title: Assessment of the cortical silent period of the laryngeal muscle elicited by

transcranial magnetic stimulation of the primary motor cortex
Objectives

The primary aim of this investigation was to devise a reliable methodology for the
quantification of the cortical silent period (CSP) in the cricothyroid (CT) muscle, serving as a
model for probing inhibitory mechanisms within cortical phonation control via navigated
transcranial magnetic stimulation (nTMS). Establishing such a model is essential for
characterizing how intracortical inhibitory processes modulate the activity of intrinsic
laryngeal musculature during voice production. A key conceptual focus was the functional
relationship between cortical inhibition and the regulation of muscle tone in intrinsic
laryngeal muscles, given that disturbances in this balance are thought to underlie phonatory
disorders such as laryngeal dystonia. Primary aim was to provide the feasibility,
reproducibility, and normative reference values of CSP measurements in a healthy cohort, in
healthy people for comparing against patients with inhibition disorders. Such normative
benchmarks are pivotal for advancing diagnostic precision in voice pathology, where altered

GABAergic inhibition is increasingly implicated in clinical phenotypes.

Materials and Methods

The study was executed on a cohort of healthy participants without of any voice pathology,
Navigated TMS (n'TMS) combined MRI brain images with neuronavigation to precisely
locate cortical areas controlling laryngeal muscle activation. Stimulation was administered
employing a figure-of-eight coil, oriented toward the laryngeal motor cortex for
representantion for CT muscle innervation, with parameters tuned to evoke supramaximal
responses without participant discomfort. Electromyographic (EMG) acquisition transpired
via pre-positioned intramuscular hook-wire electrodes embedded within the CT muscle,
capturing motor evoked potentials (MEPs) and CSP during sustained tonic contraction.
Standard protocols measured MEP amplitude, latency, and CSP duration (defined as the
EMG silence right after the MEP, reflecting brain inhibition). We compared contralateral vs.
ipsilateral stimulation, tested reliability with repeat measurements, and used intraclass

correlation coefficients to assess variability and confirm method consistency.
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Results

Results in 19 subjects showed that CSP within the CT muscle can be reproducibly induced
and quantified using nTMS protocols. Mean CSP durations last between 40 to 65
milliseconds with stable MEP amplitudes and latencies across repeated tests. Statistical
analysis showed no significant differences in CSP prolongation between left- and right-
hemispheric stimulation (p > 0.05), suggesting bilaterally balanced cortical control of
laryngeal motor units. Intra-participant variability was low, confirming reliable
measurements. These results provide normal reference values for laryngeal muscle inhibition,

useful for identifying abnormalities in voice disorders..
Conclusions

This study provides the first quantitative evidence that cortical silent period (CSP)
measurements in the CT muscle are reliable using nTMS. The method allows clear
monitoring of GABAergic inhibition in pathways controlling voice production. Results
establish baseline CSP values in healthy people, enabling comparisons with voice disorders
like laryngeal dystonia where inhibition is disrupted. These norms support new diagnostic

tools and therapies in speech neurophysiology.
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11. LAY SUMMARY



Introduction

Understanding how the brain controls muscle movements, especially those involved in
speech, is essential for studying disorders such as laryngeal dystonia. This condition causes
involuntary muscle spasms in the throat that disrupt normal voice function. The dissertation
focuses on measuring inhibitory processes that regulate the vocal muscles, particularly the

cricothyroid muscle, using advanced brain stimulation techniques.
Methods and Materials

The study employed modern navigated transcranial magnetic stimulation (nTMS) to precisely
target the brain's motor areas responsible for voice production. Measurements were taken
from healthy volunteers using fine electrodes inserted into the cricothyroid muscle.
Researchers monitored motor potentials and the cortical silent period (CSP), a brief pause in
the electrical activity following stimulation, which provides insight into the balance between

excitation and inhibition in the brain during vocal muscle activity.
Results

The study demonstrated on 19 healthy subjects that CSP in the cricothyroid muscle can be
reliably measured, with an average duration ranging from 40 to 65 milliseconds. No
significant differences were found between the left and right sides. These findings confirm
that CSP measurement is reproducible and can serve as an important reference for future

research and disease monitoring.
Conclusions

A shortened or absent CSP is linked with neurological disorders like laryngeal dystonia,
indicating disrupted inhibitory mechanisms in the brain. This change may serve as a valuable
biomarker for diagnosing and tracking the progression of the disease. Our results show that
measuring the function of the cricothyroid muscle can improve understanding and diagnosis
of laryngeal dystonia. This disorder is associated with brain problems that impair normal
muscle inhibition, which is evident in the measurements. Differences in inhibitory control
between laryngeal muscles and other muscles further explain the specific nature of this
condition. This research lays the foundation for more accurate diagnostic methods and better
disease monitoring for conditions like laryngeal dystonia, potentially leading to more

effective treatments.
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