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1. UVOD

Justinus Kerner (1786—1862), njemacki lijecnik i pjesnik, opisao je klinicke simptome
izbijanja smrtonosnog trovanja hranom u Stuttgartu, koje su karakterizirali gastrointestinalni
problemi, diplopija (dvoslika) i midrijaza (povecanje zjenica). Bolest, koja se pocela nazivati
botulizmom po botulusu, latinskoj rije¢i za kobasicu, ispravno se pripisivala konzumaciji
djelomi¢no kuhanih krvavica. Krajem 19. stolje¢a, Emile Pierre-Marie van Ermengem,
belgijski bakteriolog, povezao je botulizam s toksinom koji proizvodi Clostridium botulinum,
anaerobna bakterija (Lim i Seet, 2007). Clostridium botulinum je gram pozitivna sporogena
bakterija koja je ujedno i obvezni anaerob ¢ije je prirodno staniste tlo, iz kojeg se moze izolirati
bez poteskoca (Arnon i sur., 2001). U anaerobnim uvjetima prelazi u vegetativni oblik, u ¢ijem
se citosolu stvara sedam razliCitih serotipa neurotoksina: tip A, B, C1, D, E, F 1 G (Bach-
Rojecky, 2006). Serotip H nedavno je pronaden te je u fazi karakterizacije (Barash i Arnon,
2014). Ovi toksini djeluju specificno na perifernim kolinergi¢nim ziv€anim zavrSecima, gdje
prijeCe egzocitozu acetilkolina iz presinapti¢kog neurona. Trovanje botulinum neurotoksinima
uzrokuje botulizam, pri ¢emu se procjenjuje da je letalna koli¢ina kristalini¢nog botulinum
toksina tipa A (BT-A) oko 70 pg kod peroralnog unosenja, 0,09-0,15 pg uslijed intravenske i
intramuskularne primjene, odnosno 0,70-0,90 nug ako se inhalira, $to ga ¢ini najpotentnijim
otrovom u prirodi te iz navedenih razloga predstavlja prijetnju kao potencijalno bojno oruzje

(Bach-Rojecky, 2006).

1.1. Botulinum toksin tip A

C. botulinum sintetizira BT-A kao kompleks od 900 kDa. Najve¢i dio tog molekularnog
kompleksa ¢ine netoksi¢ni hemaglutinini i drugi proteini. Oni su fizioloski neaktivni, a smatra
se da Stite bioloski aktivni dio molekule od proteolize i denaturacije pri visokoj temperaturi ili
kiselom pH, odnosno prilikom prolaska kroz probavni sustav i u izvanstani¢ni prostor (Gu i
Jin, 2013). Bioloski aktivni dio molekule oblikuju dva lanca povezana disulfidnom vezom, a
¢ini ga 1296 aminokiselina. Dugi (teski) lanac, veli¢ine oko 100 kDa, odgovoran je za vezanje
neurotoksina za presinapticke membrane, dok kratki (laki) lanac (50 kDa) posjeduje
endopeptidaznu aktivnost i specificno cijepa klju¢ne proteine u procesu vezanja sinaptickih
mjehurica s membranom (Bach-Rojecky, 2006). Ve¢i, tezi lanac podijeljen je u dvije

funkcionalno razliCite regije: receptor-vezuéu domenu (na karboksilnom kraju) te



translokacijsku domenu (na amino kraju) (Slika 1). Pomoc¢u receptor-vezuée domene veze se
na akceptorske molekule na ziv€anom zavrSetku - poligangliozide, SV2 proteine (engl.
Synaptic Vesicle Protein 2) i receptor za faktor rasta fibroblasta 3 nakon ¢ega slijedi endocitoza.
Zakiseljavanjem unutrasnjosti endosoma dolazi do translokacije, odnosno oslobadanja lakog
lanca u citosol nakon hidrolize disulfidne veze. Laki lanac je cinkova metaloproteaza koja,
ovisno o serotipu, cijepa jedan ili vise proteina klju¢nih u procesu egzocitoze neurotransmitora
(Harper 1 sur., 2011). SNARE proteini (engl. Soluble N-ethylmaleimid-sensitive factor
attachment protein receptor) zajednicko je ime za proteine: SNAP-25 (engl. synaptosomal
associated protein of 25 kDa), sinaptobrevin ili VAMP (engl. vesicle-associated membrane
protein) 1 sintaksin. SNARE proteini ukljuceni su u fuziju membrane sinaptickog mjehurica i
presinaptiCke membrane neurona. Time cijepanje SNARE proteina pomocu lakog lanca
rezultira inhibicijom oslobadanja acetilkolina (ACh) na neuromuskularnom spoju, $to dovodi
do inhibicije neurotransmisije i acetilkolinom-posredovane kontrakcije misi¢a (Turton i sur.,
2002). Inhibicija lu€enja acetilkolina na ziv€éano-misi¢noj spojnici i u autonomnim sinapsama
rezultira miSinom paralizom, suhoéom usta, zamagljenim vidom i drugim tipi¢nim

antikolinergickim simptomima botulizma (Sobel, 2005).
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Slika 1. Grada BT-A (preuzeto i prilagodeno prema Lebeda i sur., (2008)

1.2. Bol

Za razumijevanje same patofiziologije boli potrebno je definirati bol. Bol je ,,...neugodno
senzorno i emocionalno iskustvo povezano sa stvarnom ili mogu¢om ozljedom tkiva... (prema
IASP - International Association for Study of Pain), koja ne ukljucuje samo prijenos razli¢itih

nociceptivnih (bolnih) informacija, ve¢ i njihovu emocionalnu i kognitivnu obradu u mozgu.



Bol najées¢e upozorava organizam od mogucih ozljeda te ne slabi, za razliku od ostalih
somatosenzornih modaliteta koji se adaptiraju i slabe usred ponavljanja podrazaja. Bol se moze
kategorizirati prema porijeklu (kutana, miSi¢na, viscelrna i dr.), etiologiji ili patofiziologiji,
intenzitetu, simptomima te prema trajanju. Tako se prema etiologiji razlikuje nociceptivna,
upalna te neuropatska bol. Nociceptivna bol javlja se kod bolnih podrazaja (mehanicki,
kemijski, toplinski) koji upozoravaju tijelo na mogucu ozljedu tkiva. Bol traje nekoliko
sekundi te je akutne prirode. Upalna bol odgovor je na ozljedu tkiva i popratni upalni proces.
Uslijed upale se iz stanica oko nociceptora (na primjer, trombocita te mastocita) luce razliciti
medijatori upale poput kinina, serotonina, eikosanoida, citokina i dr. Sukladno tome, sama
aktivacija nociceptora dolazi izravno od bolnog podrazaja ili upalnih medijatora na mjestu
ozljede. Bol moze trajati satima do danima. Neke od glavnih karakteristika te vrste boli su
primarna i sekundarna hiperalgezija te alodinija (Bach-Rojecky, 2006). Hiperalgezija se
odnosi na povecanu osjetljivost na bolne podrazaje, dok alodinija na povecanu osjetljivost na
podrazaje koji nisu bolni (poput dodira) (Koltzenburg i sur., 1999). Neuropatska bol nastaje
kao posljedica ozljede ili disfunkcije perifernog ziv€anog sustava i/ili srediSnjeg ziv€anog
sustava (SZS-a) u stanjima kao §to su, primjerice dijabetese, kroniéni alkoholizam, HIV-
infekcija, a moZe biti uzrokovana i lijekovima, poput citostatika taksana i vinka alkaloida,
nekih antivirotika, i sl. Patofiziologija ove vrste boli je vrlo sloZena, s kompleksnim perifernim
i srediSnjim mehanizmima koji dovode do periferne i srediSnje senzitizacije. Bol traje
mjesecima do godinima. Neke od glavnih karakteristika ove vrste boli su takoder primarna i
sekundarna hiperalgezija i alodinija, ali i spontana bol i parestezije (Harden, 2005). Parestezija
oznaCava spontano javljanje osjetnih dozivljaja bez odgovaraju¢ih popratnih vanjskih ili
unutarnjih podrazaja poput trnaca, iglica, bockanja, Zarenja ili pe¢enja (www.enciklopedija.hr).
Kod lije¢enja boli koriste se razne skupine lijekova, ali najucestaliji su svakako nesteroidni
anti-inflamatorni lijekovi (NSAIL). Njihov mehanizam djelovanja je inhibicija enzima
ciklooksigenaze §to za posljedicu ima smanjenje sinteze prostaglandina, medijatora upale 1
boli. Nadalje, za lijecenje boli se mogu koristiti 1 opioidni agonisti koji zbog svog djelovanja u
mozgu pojacavaju silaznu inhibiciju kontrole prijenosa bolnog impulsa u kraljesnickoj
mozdini, dok u dorzalnom rogu kraljesnicke mozdine smanjuju lucenje ekscitacijskih
neurotransmitora i podrazljivost sekundarnog neurona. No, kada je rije¢ o kroni¢noj boli, gore
navedene opcije nisu uc¢inkovite pa se poseze za dodatnim terapijskim opcijama poput lokalnih
anestetika, nekih antiepileptika, antidepresiva. U fazi istrazivanja su i lijekovi s drugacijim
mehanizmima djelovanja, poput agonista vaniloidnog receptora (TRPV1, engl. Transient

receptor potential cation channel, subfamily valliloid receptor), antagonista purinergi¢nih,



serotoninergi¢nih 5-HT3 i glutamatnih NMDA (N-Metil-D-Aspartat) receptora, ali i tvari
poput kanabinoida (Bach-Rojecky, 2006). Glavni nedostatak gore navedenih lijekova jest $to
svi djeluju kratkotrajno, zbog Cega lijeCenje kroni¢ne boli zahtijeva njihovu dugotrajnu i
ucestalu primjenu, a ona je ¢esto povezana s neugodnim nuspojavama. Botulinum toksin tipa
A (BT-A) je za sada jedini lijek koji u razli¢itim eksperimentalnim i klinickim istrazivanjima

ima dugotrajni u¢inak nakon jednokratne primjene (Jabbari i Machado, 2011).

1.2.1. Neurotransmitori i bol

Neurotransmitori mogu biti ekscitacijskog i inhibicijskog karaktera, ovisno o uc¢inku koji
ostvaruju preko specificnih proteinskih makromolekula na stani¢noj membrani (receptora).
Prema kemijskoj strukturi razlikuje se nekoliko podskupina, a najviSe istraZivani su monoamini
(noradrenalin, serotonin, dopamin), kao 1 amiokiseline (glutamat, aspartat, gama-
aminomaslac¢na kiselina — GABA), te neuropeptidi (supstancija P- SP, peptid povezan s
kalcitoninskim genom - CGRP), i drugi (Smolec i sur., 2021).

Glutamat je glavni ekscitacijski neurotransmitor u svim neuronima u osjetnom putu.
Djeluje  preko  ionotropnih AMPA  (AMPA -  a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazolpropionska kiselina) i NMDA (NMDA - N-metil-D-aspartat) receptora na perifernim
zavrSecima aferentnih Zivaca, neuronima dorzalnog roga kraljesnicne mozdine i neuronima u
talamusu. Pri upali se periferno, osim glutamata, oslobadaju i neuropeptidi SP i CGRP koji
imaju vazne autokrine i parakrine u¢inke. U samoj transmisiji bolnih impulsa u kralje$nickoj
mozdini osim glitamata u¢inke imaju SP i drugi tahikinini, CGRP, somatostatin, faktor lu¢enja
kortikotropina (CRF), kolecistokinin, galanin te vazoaktivni intestinalni peptid (VIP). Oni se
oslobadaju iz srediSnjih zavrSetka aferentnog senzornog vlakna. Medutim, i mnogi drugi
medijatori iz ne-ziv€anih izvora (pr. iz glija stanica) u dorzalnom rogu kraljesnicke mozdine,
poput adenozin tri-fosfata (ATP-a), duSik-2-oksida (NO), prostaglandina i razli¢itih
neurotropina, mogu djelovati sinergisticki povecavajuéi transmisiju ili mogu djelovati
inhibicijski, tj. smanjiti transmisiju bolnih impulsa. U kraljeSni¢ckoj mozdini mogu se pronaci
ekscitacijski 1 inhibicijski interneuroni, pri ¢emu su posebno vazni inhibicijski opioidni i
GABA interneuroni koji ulaze u sinapticke kontakte i s postsinaptickim neuronima drugog

reda, kao i s presinaptickim zavrSetkom primarnog aferentnog neurona (Bach-Rojecky, 2006).



1.2.2. Putovi boli

Put boli pocinje na periferiji na slobodnim ziv€anim zavrSecima primarnih aferentnih
neurona (nociceptori) ¢iji periferni terminalni aksoni reagiraju na razlicite vrste podrazaja
(mehanicke, kemijske, toplinu i hladnoc¢u) 1 dolazi do transdukcije. Primarna aferentna vlakna
klasificiraju se na temelju njihove brzine provodenja i podrazaja koji rezultira njihovom
aktivacijom. A-beta (AP) vlakna su mijelinizirana vlakna velikog promjera koja imaju veliku
brzinu vodenja (>20 m/s) a nakon aktivacije proizvode osjecaj laganog dodira, pritiska ili
pokreta kose. A-delta (Ad) vlakna su tanka mijelinizirana vlakna koja provode brzinom od 2
do 20 m/s. C vlakna su prevladavaju¢a aferentna vlakna u perifernim Zivcima. To su
nemijelinizirana vlakna koja provode brzinom manjom od 2 m/s. I Ad i C vlakna mogu reagirati
na intenzivnu toplinu, hladno¢u te mehanicke i kemijske podrazaje. Aktivacijom Ad vlakna
dolazi do nastanka intenzivnog, oStrog osjecaja probadajuce boli, dok aktivacija C vlakana
rezultira tupim dugotrajnim osjecajem pecenja. Buduci da Ad vlakna provode ve¢om brzinom
od C vlakana, vjeruje se da ta vlakna prenose osjecaj "prve boli", dok C vlakna izazivaju osjecaj
trajnije "druge boli". Oba vlakna nalaze se u kozi i drugim povrSinskim organima, dok su C
vlakna glavni opskrbljivaci dubokih struktura poput misica i zglobova. Ti se senzorni neuroni
zatim tvore sinapse s neuronima drugoga reda i to u dorzalnom rogu ledne moZzdine u
podrucjima zvanim /aminae. Neuroni drugog reda zatim nastavljaju prenositi signal u talamus
preko spinotalamic¢nog i spinoretikularnog trakta (Slika 2). Talamus obraduje somatosenzorne
informacije, a neuroni unutar talamusa projektiraju u razliite regije mozga ukljucujuci
primarni i sekundarni somatosenzorni korteks, insulu, prednji cingularni korteks i prefrontalni
korteks. Korteks je mjesto gdje je percepcija boli (intenzitet, trajanje, mjesto) integrirana (Lee

i Neumeister, 2020).
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Slika 2. Nociceptivni put (preuzeto i prilagodeno prema Sharma i Das (2018)

1.2.3.Botulinum toksin tipa A i bol

Botulinum toksin tipa A pokazuje potencijal u klini¢koj praksi koji kontinuirano raste.
Ve¢ vise od 30 godina procis¢eni BT-A koristi se u nanomolarnim dozama u lijecenju razlicitih
klini¢kih stanja pracenih pove¢anom kontraktilno$¢u misi¢a. Otkri¢e mehanizma kojim BT-A
uzrokuje trovanje, odnosno botulizam, omogucdilo je terapijsku primjenu BT-A te mogucnost
lokalne primjene malih doza u zahvadeni misi¢, gdje s velikom selektivnoséu
ulazi u zavrSetke motoneurona. Nadalje, pokazano je da BT-A djeluje i na parasimpaticke
neurone, Sto je proSirilo primjenu BT-A na lijeCenje autonomnih poremecaja (Matak i
Lackovi¢, 2014). Americka Agencije za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration,
FDA) 1989. godine, nakon rezultata klinickih opaZzanja i istrazivanja, odobrila je primjenu
niskih doza BT-A u lijeenju strabizma, pa potom i blefarospazma. Godine 2000. FDA je
prosirila primjenu BT-A na cervikalnu distoniju, te djecju cerebralnu paralizu i spasticitet

misica razli€ite etiologije. Takoder, iste godine odobrena je i primjena toksina u kozmeticke



svrhe za tretiranje bora, ¢ime je botulinum toksin postao poznat i najSiroj javnosti. Danas je
primjena BT-A odobrena i kod poremecaja autonomnog Ziv€anog sustava, i to kod primarne
aksilarne hiperhidroze (Jankovi¢, 2004).
Registrirana su tri pripravka BT-A na trzistu EU i SAD-a:
¢ Botox®, Botox Cosmetic® (Allergan, SAD): onabotulinumtoxin A (kao kompleks
veli¢ine 900 kDa)
e Dysport® (Ipsen, Francuska): abobotulinumtoxin A (kao kompleks veli¢ine 900 kDa)
e Xeomin® (Merz, Njemacka): incobotulinumtoxin A (150 kDa bioloski aktivni dio

kompleksa) (Drinovac-Vlah, 2017).

Povoljno djelovanje BT-A na bol najprije je uoceno u bolesnika s cervikalnom distonijom (Tsui
isur., 1986.) Izvorno se pretpostavljalo da je mehanizam kojim BT-A smanjuje bol posljedica
opustanja miSi¢a. To se temeljilo na onome $to je bilo poznato o farmakoloSkom djelovanju
BT-A, posebno inhibiciji acetilkolinom posredovanog ucinka na neuromisi¢noj ploci.
Medutim, ustanovilo se da analgetsko djelovanje nastupa prije i da traje dulje od
miorelaksiraju¢eg djelovanja (Freund i Schwartz, 2003). Dodatno, pokazalo se da BT-A moze
smanyjiti 1 bol koja nije pra¢ena pove¢anom misi¢nom kontrakcijom, poput tenzijske glavobolje
1 neuropatske boli (Argoff, 2002), a to je konacno dovelo do zakljucka da je u€inak BT-A na
bol neovisan o u¢inku na misice te da je vjerojatno posljedica izravnog djelovanja BT-A na
senzorne neurone (Drinovac-Vlah, 2017). Sukladno tome, daljnja istrazivanja in vitro i in vivo
ponudila su nove moguée mehanizme djelovanja BT-A, neovisno od dobro poznatog
djelovanja na neuromuskularnoj ploci (Aoki i Guyer, 2001). Istrazivanje Welcha i1 suradnika
(2000.) dovelo do saznanja da BT-A u in vitro uvjetima inhibira oslobadanje SP iz neurona
ganglija dorzalnog roga, a daljnji, eksperimenti in vitro pokazali su da BT-A takoder sprjecava
oslobadanje serotonina, dopamina, noradrenalina, glutamata, GABA, enkefalina, glicina, SP,
ATP-a 1 CGRP-a, pri ¢emu je jaci inhibitorni u€inak pokazan u oslobadanju ekscitatornih
neurotransmitora poput acetilkolina i1 glutamata, za razliku od GABA-e (inhibitorni
neurotransmitor). To se objasnjava time §to je SNAP-25 (glavna meta djelovanja BT-A)

negativan regulator kalcijevih kanala, pa time viSe razine SNAP-25 u ekscitatornim neuronima

Lackovié, 2014).
Nadalje, istrazivanjima na animalnim modelima se pokazalo da se perifernom primjenom

BT-A u Stakora uklanja upalna bol u formalinskom testu, ali i u eksperimentalnim modelima



upalne boli uzrokovane karagenanom, odnosno kapsaicinom. Sam ucinak BT-A nakon
periferne primjene nastupa nakon 5 dana, a traje 30 dana (formalinski test). Posebnost BT-A je
da ne djeluje na akutnu nociceptivnu bol, odnosno ne mijenja pragove podrazljivosti neurona
(za razliku od primjerice opioida). Takoder, zanimljivo saznanje je da BT-A ne pokazuje
uc¢inak na lokalnu upalu (edem uzrokovan karagenanom ili ekstravazaciju plazme uzrokovanu
kapsaicinom), ve¢ samo djeluje na bol kao posljedicu upale. Nadalje, pokazalo se da pored
upalne, uklanja i eksperimentalnu neuropatsku bol uzrokovanu parcijalnom transekcijom
nervusa ishiadicusa, a takoder se ustanovilo i da djeluje na hiperalgeziju u eksperimentalnoj
dijabetickoj neuropatiji (Bach-Rojecky, 2006).

Valja nadodati da su Drinovac i sur. (2016.) dokazali kako jednostrano pimijenjen BT-A
ima bilateralni u¢inak u eksperimentalnom modelu ,,zrcalne boli“. Bol u zrcalnoj slici ili
,zrcalna bol“ je bol koja se javlja suprotno od strane ozljede. BT-A je jedina dosad poznata
tvar s bilateralnim ucinkom u razliCitim tipovima eksperimentalnih ,,zrcalnih boli* nakon
jednostrane lokalne primjene. Bilaterana analgezija nakon jednostrane primjene pokazana je i
u modelu dijabeticke neuropatije, kao i na modelu zrcalne boli uzrokovane intramuskularnom
primjenom fizioloSke otopine pH 4,0 (Drinovac Vlah i Bach-Rojecky, 2020). U svim
spomenutim modelima BT-A je primijenjen periferno, odnosno u plantarnu stranu staznje Sape
Stakora, a dodatno su radeni pokusi i nakon primjene u spinalni kanal (intratekalna primjena)
te u cisternu magnu (intracisternalna primjena). BT-A je u razli¢itim modelima pokazao u¢inak
nakon periferne i intratekalne primjene, za razliku od intraceisternalne primjene koja nije
pokazala uc¢inak. Time je pretpostavljeno da BT-A djeluje na bol segmentalno, odnosno na
razini kraljeSnicke mozdine, a u djelovanje su moguce ukljuceni opioidni i GABA sustav

(Drinovac i sur., 2016).

1.3. SNAP-25

SNARE-kompleksi posreduju fuziju membranskih vezikula s njihovim ciljnim
membranama, primjerice fuziju sekretorne vezikule s plazma membranom, fuziju endosoma
jedan s drugim. Obitelj SNARE proteina sastoji se od 20 konzerviranih skupina proteina.
Najbolje proucavan SNARE-kompleks je onaj koji se formira izmedu tri proteina, VAMP2
(engl. vesicle-associated membrane protein)/sinaptobrevin-2, sintaksin-1 i SNAP-25, koji
posreduju brzu egzocitozu u neuronima. Struktura ovog kompleksa je zavojnica sa Cetiri
spirale, koju tvore po jedan a-heliks od VAMP?2 i sintaksina-1, te dva od SNAP-25. Namotana

zavojnica djelomi¢no se drzi zajedno slojevima hidrofobnih interakcija u svom sredistu. Nulti



sloj, koji se nalazi u sredini kompleksa, sastoji se od jednog ostatka arginina (koji potjece iz
VAMP2) i tri ostatka glutamina iz tri druga SNARE-motiva (Kédkova i sur., 2019).

SNAP-25 je hidrofilni protein od 206 aminokiselina. Povezuje se s membranama preko
palmitilnih ostataka koji su tioesterski povezani s Cetiri usko rasporedena cisteinska ostatka u
srediStu proteina. Amino- i karboksi-terminalne domene su visoko konzervirane. Gen SNAP-
25 sadrzi 8 egzona. Alternativno prekrajanje dviju varijanti egzona 5 objaSnjava postojanje
dvije izoforme (SNAP-25a 1 b) koji se razlikuju u sekvenci od devet aminokiselina koja sadrzi
Cetiri srediSnja cisteinska ostatka. Proteoliza botulinum neurotoksinima A, E i C1 (BT-/A, E,
C1) skracuje SNAP-25 cijepanjem jedne peptidne veze blizu karboksi kraja. BT-A 1 E cijepaju
jedino SNAP-25, dok BT-C1 takoder cijepa i sintaksin. Syndet i SNAP-23 su homolozi SNAP-
25 s homologijom sekvence od priblizno 60 %. Njihove amino-terminalne spiralne domene
koje tvore zavojnicu su krace i smatra se da posreduju u konstitutivnoj egzocitozi interakcijom
s izoformama sintaksina i sinaptobrevina na plazma membrani (Hodel, 1998).

Kako su svi SNARE-kompleksi do sada proucavani u skladu s ovom strukturom
(VAMP2/sinaptobrevin-2, sintaksin-1 i SNAP-25), SNARE-proteini se mogu kategorizirati
kao Qa, Qb, Qc ili R, ovisno o njithovom polozaju u SNARE-kompleksu i doprinosu nultom
sloju. Ve¢ina SNARE-kompleksa sastoji se od Cetiri proteina, od kojih svaki dodaje jedan
SNARE-motiv kompleksu. Medutim, u neuronskom SNARE-kompleksu, SNAP-25 pridonosi
s dva SNARE-motiva, Qb (koji se naziva SN1 unutar SNAP-25) i Qc (nazvan SN2), koji su
odvojeni poveznickom regijom. Pod-obitelj proteina SNAP-25 se kod kraljeznjaka sastoji od
SNAP-25, SNAP-23, SNAP-29 i SNAP-47, a uglavnom su lokalizirani na razli¢itim dijelovima
sekretornog puta nakon Golgija (Kadkova i sur., 2019).

SNAP-25 tvori stabilan ternarni kompleks sa sintaksinom i sinaptobrevinom, dva
proteina koja su bitna za Ca?* reguliranu egzocitozu. Sinaptobrevin se nalazi na vezikulama
dok se sintaksin kolokalizira sa SNAP-25. Citosolna ATPaza NSF (fuzijski protein osjetljiv na
N-etilmaleimid) i a-SNAP (topivi NSF pri¢vrsni protein) kataliziraju rastavljanje kompleksa
SNAP-25+sintaksintsinaptobrevin (ili SNARE kompleksa za SNAP receptorski kompleks) in
vitro tako §to induciraju konformacijske promjene u sintaksinu (Hodel, 1998). Smatra se da se
slicna ATP-ovisna reakcija dogada i in vivo. Pokazalo se da se SNAP-25, sam ili u kombinaciji
sa sintaksinom, veZe na Ca** kanale te ih negativno modulira $to dovodi vezikule u neposrednu
blizinu izvora Ca?". To je preduvjet za brzu kinetiku oslobadanja neurotransmitora, i moze
ograniciti prostorno Sirenje Ca?" potaknutih signala (Hodel, 1998). Endocitoza vezikula
reciklira vezikule i tako odrzava egzocitozu u sekretornim stanicama (Slika 3.) (Xu 1 sur.,

2013).



Slika 3. SNARE proteini i egzo/endocitoza (preuzeto i prilagodeno prema Xu i sur., (2013)
SNARE proteini posreduju privlacenje i spajanje membrane vezikule s membranom neurona te stvaranje

pore i egzocitozu, a sudjeluju i u procesu endocitoze

1.4. Modeli upale i boli

Kako bi se moglo istrazivati bol, bilo je potrebno razviti odgovraju¢e modele akutne i
kroni¢ne boli koji bi bili jednostavni, reproducibilni, validirani i minimalno invazivni. Tako je
1990-ih doslo do intenzivnog razvoja razli¢itih zivotinjskih modela za proucavanje ucinaka
razli¢itih vrsta ozljede tkiva na razvoj akutne, ali i trajne ili kroni¢ne boli (Tablica 1). U veéini
ovih studija Zivotinjama je bol izazvana (inducirana) primjenom razli€itih tvari s proupalnim i
proalgetskim djelovanjem, ozljedom odredenih perifernih zivaca ili same kraljeSnicke
mozdine. Budué¢i da su Zivotinje izloZzene odredenom intenzitetu boli i patnje tijekom
odredenog razdoblja, posebna pozornost istraziva¢a mora biti usmjerena na dobrobit zivotinja,
kako bi se poduzele sve mjere da se patnja Zivotinja svede na najmanju mogucu mjeru (Ren i
sur., 1999). Medutim, nemoguce je zamisliti istrazivanja mehanizama boli 1 razvoja novih

analgetika bez animalnih modela, usprkos njihovim nedostacima. Razumijevanje boli,
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posebice one kroni¢nog trajanja predstavlja kontinuirani izazov za znanstvenike, ali i kliniCare
bududi da velik broj svjetske populacije trpi kroni¢ne boli koje nisu odgovarajuce lijecene.
Ne postoji jedan “najbolji organizam” za proucavanje boli, ve¢ svaki organizam ima
svoje prednosti i nedostatke. Najcesc¢e koriSteni organizmi koji se koriste u eksperimentima su
glodavci, a koriste se i ribice zebrice (Danio rerio), vinske musice (Drosophila sp.) i nematode
(Caenorhabditis elegans). Kod glodavca, uslijed slozenosti razli¢itih obrazaca ponasanja,
omogucuje se vrlo vazna analiza i afektivnih komponenti boli. S druge strane, jednostavniji
organizmi, kao S$to je Drosophila, mogu olakSati otkrivanje novih molekularnih meta

ukljucenih u posredovanje uc¢inaka Stetnih podrazaja (Burma i sur., 2017).
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Tablica 1. Prikaz odabranih eksperimentalnih modela boli (Burma i sur., 2017)

Vrsta boli Modeli/ nacin izazivanja boli

Neuropatska bol e Ostec¢enje perifernog zivca wuzrokovano kroni¢nim
podvezivanjem ishiadicusa (engl. chronic constriction
injury), zatim parcijalnim presijecanjem ishiadicusa
(engl. partial nerve transection), 1 dr.

Upalna bol Apliciranjem kemijskih iritansa, kao §to su CFA (engl.

Complete Freund's adjuvant), karagenan i formalin

Postoperativna bol

Akutnim rezom na plantarnoj povrSini Sape, repu ili
gastrocnemius misica

Modeli reumatoidnog
artritisa (RA) (bol)

Injekcijama kolagena u bazu repa

transgeni¢ne zivotinje koje spontano razviju bol nalik
RA

Bol nalik osteoartritisu

Kemijski injiciranjem mononatrijevog jodoacetata u
intraartikularni prostor koljenskog zgloba

Mehanicki, kirurSkom transekcijom ACL (puknuce ili
istegnuce prednjeg kriznog ligamenta)

Puknué¢em medijalnog meniskusa koljena

Bol u podrucju glave

Kranijalna vazodilatacija (pr. izazvana nitroglicerinom)
Elektri¢na stimulacija trigeminalnog ganglija
Kroni¢nim podvezivanjem infraorbitalnog Zivca

Bol koja je  rezultat
patologija  ili  tretmana,
ukljucujuéi bol uzrokovanu
tumorom, bol u terapiji HIV-
om, dijabeticku neuropatiju,
bol uzrokovanu
kemoterapijom 1 bol od
multiple skleroze

Oralna primjena ili sistemske injekcije farmakoloSkih
sredstava (intraperitonealno injiciranje streptozotocina,
paklitaksela, vinblastina, antiretrovirotika, oralna
kroni¢na primjena otopine alkohola...)

Kori$tenje transgeni¢nih Zivotinja

Sindromi visceralne boli

Kolorektalna distenzija
Intraperitonelna primjena octene kiseline
Cistitis 1 prostatitis uzrokovani lokalnom primjenom

ciklofosfamida i kasaicina i dr.

Karagenani ili karagenini su obitelj prirodnih linearnih sulfatiranih polisaharida koji se

ekstrahiraju iz crvenih jestivih morskih algi (Yegappan i sur., 2018). Injekcija karagenana (1-

3 %) u jastuci¢ stopala proizvodi bol i hiperalgeziju (Ren i sur., 1999), a sam karagenan i jaku

upalnu reakciju pra¢enu edemom (Bach-Rojecky, 2006). Termalna i mehanicka hiperalgezija

uzrokovana karagenanom ima najjaci intenzitet 2-6 sati nakon injiciranja, da bi se tijekom

sljedec¢a 24 sta smanjivala (Bach-Rojecky, 2006).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

U modernome svijetu gdje je bol sveprisutan problem, BT-A se pokazao kao molekula
koja smanjuje kroni¢nu bolnu hiperosjetljivost nakon jednokratne primjene u trajanju od
nekoliko mjeseci. Medutim, za sada je BT-A odobren jedino u preventivnoj terapiji kroni¢ne
migrene. lako se u pocetku vjerovalo da su antinociceptivni u¢inci BT-A posredovani njegovim
djelovanjem na misi¢e (na samoj neuromuskularnoj ploci), opazanja da BT-A takoder ublazava
Sirok raspon bolnih stanja koja nisu povezana s misi¢nom kontrakcijom, usmjerilo je daljnja
istrazivanja na njegove ucinke na senzorne neurone. Brojnim pretklinickim istrazivanjima na
animalnim modelima u posljednjih 20 godina predloZeno je da BT-A interferira s procesima
srediSnje senzitizacije nakon retrogradnog aksonalnog transporta u dorzalni rog kraljesnicke
mozdine s mjesta primjene. U dorzalnom rogu vjerojatno smanjuje lucenje ekscitacijskih
neurotransmitora iz srediSnje grane primarnog aferentnog vlakna i prijenos boli u prvoj sinapsi
nociceptivnog puta. Medutim, to¢an mehanizam djelovanja jo$ uvijek nije razjasnjen (Matak i
sur., 2019). Nekoliko je istrazivanja indirektno dokazalo prisutnost BT-A u SZS-u koriste¢i
pocijepani SNAP-25 kao marker njegove proteoliticke aktivnosti.

Kako bi se utvrdilo mjesto djelovanja i razjasnilo pitanje transportnih putova BT-A,
odnosno postoji li moguénost transsinaptickog transporta BT-A, u ovom se diplomskom radu
imunohistokemijski pratila prisutnost pocijepanoga SNAP-25 proteina u dorzalnom rogu (L3-
L6) ledne mozdine nakon jednostrane periferne primjene BT-A u Sapu Stakora (intraplantarno,

i.pl.), u modelu karagenanom-uzrokovane upalne boli.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Zivotinje i tkivo

Za potrebe izrade ovog diplomskog rada analizirani su uzorci poprecnih prereza tkiva
ledne mozdine pokusnih Zivotinja, odnosno muZzjaka Stakora soja Wistar starosti 5 mjeseca u
tezini od 400-500 g. Stakori su uzgojeni na Zavodu za farmakologiju Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu. Za provodenje eksperimenta odabran je karagenanski model upalne boli,
u kojem je 2 % otopina karagenana injicirana u obje straznje Sape Stakora (intraplantarno), a
nakon tri sata mjerena je osjetljivost na mehanicki podrazaj. Bihevioralna mjerenja nisu tema
ovog diplomskog rada zbog Cega u daljnjem tekstu nece biti opisani rezultati. Nakon
bihevioralnih mjerenja, koje su provele osobe osposobljene za rad s pokusnim Zivotinjama,
zivotinje su anestezirane, a tkivo (mozak, ledna mozdina) je izvadeno na nacin prikladan za

provodenje imunohistokemijaskih analiza i smrznuto na -80°C.

Tijekom izvodenja pokusa na laboratorijskim Zivotinjama postivao se Zakon o zastiti Zivotinja
(NN 102/17) 1 1 smjernice Medunarodne udruge za proucavanje boli (International Association
for Study of Pain, IASP), a pokusi imaju dozvolu eti¢kog povjerenstva Medicinskog fakulteta
u Zagrebu.

3.2. Botulinum toksin tipa A (BT-A)

U pokusu je koriSten botulinum toksin tipa A (Botox®, Allergan, SAD). Za dobivanje
potrebne doze, BT-A je otopljen u fizioloskoj otopini. Svaka boc¢ica Botox® sadrzi 100 i.j. (~4,8
ng) procis¢enog Clostridium botulinum toksina tipa A u obliku liofilizata. Jedna jedinica
odgovara koli¢ini toksina koja nakon i.p. primjene uzrokuje smrt 50 % miSeva (LD50 = 0,048
ng = 1 ij.). Sadrzaj toksina u bocici je otopljen u fizioloskoj otopini tako da se dobije potrebna
doza od 71.j./kg. BT-A je u ovom eksperimentu dvjema skupinama pokusnih zivotinja injiciran
u straznju desnu Sapu (intraplantarno, i.pl.), u dozi od 7 i.j./kg 1 ukupnom volumenu od 20 pl 7

dana prije izvodenja bihevioralnog testiranja i prikupljanja uzoraka.
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3.2.1.Antitoksin za botulinum toksin tipa A (anti-BT-A)

U pokusu je koriSten antitoksin za botulinum toksin tipa A (Non-affinity purified equine
IgG, National Institute for Biological Standards and Control, UK; dar Thea Sesardi¢) 100
1.j./100 pL. Za dobivanje potrebne doze (2 1.j./10 pL) anti-BT-A je pripremljen u fizioloskoj
otopini. Anti-BT-A je u ovom eksperimentu jednoj skupini pokusnih Zivotinja injiciran u lednu
mozdinu na razini L5 (intratekalno, i.t.), u dozi od 2 1.j./10 pL jedan dan nakon aplikacije BT-
A, odnosno 6 dana prije izvodenja karagenanskog testa. Kontrolna skupina je umjesto anti-BT-

A primila na jednaki nacin isti volumen konjskog seruma.

3.3. KoriStene kemikalije, reagensi i protutijela

Za provodenje imunohistokemijskih analiza korisStene su sljede¢e kemikalije i reagensi te
aparatura:

Kemikalije, regensi i protutijela:

Kalijev hidrogenfosfat, bezvodni (Gram-mol, Hrvatska)

Kalijev klorid (Gram-mol, Hrvatska)

Natrijev klorid (Gram-mol, Hrvatska)

Natrijev fosfat dvobazni bezvodni (CARLO ERBA Reagents, Francuska)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, SAD)

Fluoroshield (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, SAD )

Kozji serum (eng. NGS, normal goat serum), (Thermo Fisher Scientific, SAD)

Alexa Fluor™ 488 Tyramide SuperBoost™ Kit, goat anti-rabbit IgG (Thermo Fisher
Scientific, SAD).

3.4. Eksperimentalni protokol - priprema tkiva za
imunohistokemijsku analizu

Eksperiment se sastojao od 4 skupine zivotinja (8 Zivotinja u skupini):
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1.) Kontrolna skupina kojoj je 7 dana prije karagenanskog testa injicirana fizioloska
otopina i.pl. u desnu Sapu, odnosno 6 dana prije karagenanskog testa injiciran konjski serum
i.t., a 7. dan injicirana je fizioloSka otopina i.pl. u obje Sape Stakora.

2.) Eksperimentalna kontrolna skupina kojoj je 7 dana prije karagenanskog testa
injicirana fizioloska otopina i.pl. u desnu Sapu, odnosno 6 dana prije karagenanskog testa
injiciran konjski serum i.t., a 7. dan injiciran je karagenan (2%) i.pl. u obje Sape Stakora.

3.) Eksperimentalna skupina I, kojoj je 7 dana prije karagenanskog testa injiciran BT-A
i.pl. u desnu Sapu, odnosno 6 dana prije karagenanskog testa injiciran konjski serum i.t., a 7.
dan injiciran je karagenan (2%) i.pl. u obje Sape Stakora.

4.) Eksperimentalna skupina II, kojoj je 7 dana prije karagenanskog testa injiciran BT-
A i.pl. u desnu Sapu, odnosno 6 dana prije karagenanskog testa injiciran anti-BT-A i.t., a 7. dan

injiciran je karagenan (2%) i.pl. u obje Sape Stakora.

Za potrebe imunohistokemijskih analiza u ovom diplomskom radu, koriSteni su uzorci iz
eksperimentalnih skupina 3 i1 4, uz jedan kontrolni uzorak iz skupine 2 (eksperimentalna
kontrola — negativna kontrola).

Tri sata nakon i.pl. karagenanske injekcije, Stakori su duboko anestezirani kombinacijom
anestetika ketamin (70 mg/kg) + ksilazin (35 mg/kg) te podvrgnuti transkardijalnoj perfuziji s
paraformaldehidom radi uzimanja tkiva mozga i ledne mozdine za pripremu uzoraka potrebnih

za imunohistokemijsku analizu.

3.4.1. Imunohistokemija

Kao $to je ve¢ navedeno prethodno u radu, uzorci mozga i ledne mozdine ¢uvali su se na
temperaturama od -80 °C. Smrznuti uzorci ledne mozdine izrezani su na kriostatu (Leica,
Germany) na poprecne prereze debljine 35 pm. Imunohistokemijska obrada uzoraka izradena
je sukladno s uputama u komercijalnom kitu (Alexa Fluor™ 488 Tyramide SuperBoost™ Kit).
Cijeli proces trajao je dva dana.

Prvi dan su uzorci stavljeni u jazice te su ispirani 3 puta po 5 minuta u 0,25 % otopini
PBS — TritonX100 (PBS-T). Zatim se dodao vodikov peroksid iz kita te se inkubiralo sat
vremena na sobnoj temperaturi. Ponovno se ispralo 3 puta po 5 minuta u PBS-T puferu, nakon

cega se dodao blok pufer iz kita (10 %-tni kozji serumom). Nakon inkubacije od sat vremena,
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prerezima je dodano anti-cISNAP-25 primarno protutijelo (1:8000) u 1% kozjem serumu te
je ostavljeno tijekom no¢i na sobnoj temperaturi. Sljede¢i dan prerezi su isprani 3 puta po 5
minuta PBS-T puferom i inkubirani jedan sat na sobnoj temperaturi s polimeraznom
peroksidazom iz hrena (eng. poly-HRP, polymerized horseradish peroxidase) 1 dodan je tiramid
koji je prethodno pripremljen sukladno uputama u kitu. Nakon deset minutne inkubacije na
sobnoj temperaturi, tiramidu je dodana STOP otopina koja je pripremljena s PBS puferom
(1:11) kako bi se zaustavila reakcija. Uzorci su jo§ 3 puta po 5 minuta bili isprani s PBS-T
puferom i nakon toga stavljeni na predmetna stakalca. Prije stavljanja pokrovnog stakalca, na
uzorke je stavljen medij za oCuvanje fluorescencije Fluoroshield. Prerezi su vizualizirani
fluorescentnim mikroskopom (Olympus BX51, Olympus, Tokyo, Japan) spojenim na digitalnu
kameru (Olympus DP-70, Olympus, Tokyo, Japan) i fotografirani na 4x, 10x, 20x 1 40x
povecanjima.

Povrsina ekspresije produkta djelovanja BT-A, odnosno pocijepani SNAP-25 protein (cl-
SNAP-25), mjerena je pomocu Fiji Image J programa u tri vidna polja na tri nasumicna prereza
L3, L4 i L5/6 segmenta ledne mozdine Zivotinja (n=5). Za pojedinu Zivotinju, vrijednosti tri
vidna polja pojedinog prereza su zbrojene, a iz vrijednosti tri prereza su potom dobivene

srednje vrijednosti koje su se zbrojile po segmentima (L3 + L4 + L5/6).

3.5. Statisticka analiza

Rezultati pokusa izrazeni su kao aritmeticka sredina + standardna pogreSka aritmeticke
sredine (SEM) 1 prikazani u obliku grafa sa stupcima. Razlika varijanci analizirana je
dvosmjernom analizom (Two-way ANOVA) i Tukey post-hoc testom. Kao statisti¢ki znacajna

vrijednost uzeta je p<0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Grada ledne mozdine

Koriste¢i metodu imunohistokemije, provedena je kvalitativna analiza s ciljem detekcije
prisutnosti pocijepanog SNAP-25 u segmentima ledne mozdine nakon intraplantarne primjene
BT-A. Pristupilo se analizi L3 do L6 (lumbalni) segmenata ledne mozdine. Za kvalitetniju
interpretaciju dobivenih rezultata nuzno je razumjeti same anatomske karakteristike i
posebnosti ledne mozdine.

Ledna moZzdina je cjevasta struktura koja pocinje na kraju mozdanog debla i nastavlja se
gotovo do dna kraljeznice. Zavr§ava oko tri Cetvrtine puta niz kraljeznicu, ali se snop zivaca
proteze izvan mozdine. Taj se snop naziva cauda equina jer podsjec¢a na konjski rep. Cauda
equina  prenosi  ziv€ane impulse, motoricke 1 osjetne, do 1 od nogu
(https://www.merckmanuals.com/home). Duljina ledne mozdine je oko 45 cm u muskaraca i
43 cm u Zena, a Sirina joj se krece od 1,27 cm u vratnom i lumbalnom dijelu do 64 mm u
torakalnoj regiji. Ledna mozdina ima 31 segment (8 cervikalnih, 12 torakalnih ili dorzalnih, 5
lumbalnih, 5 sakralnih i 1 kokcigealni). Svaki segment (osim prvog cervikalnog segmenta koji
ima samo trbusni korijen) ima par dorzalnih i ventralnih korijena i par spinalnih Zivaca. Svaki
dorzalni i ventralni korijen spajaju se u intervertebralne otvore kako bi formirali prolaz za
kraljeznicki Zivac. Izvan ledne mozdine i neposredno proksimalno od njenog spoja s ventralnim
korijenom, dorzalni korijen ima ovalno proSirenje, ganglij dorzalnog korijena, koji sadrzi
senzorne neurone (Bican i sur., 2013) o kojima je bilo vise rije¢i u uvodnom dijelu ovoga rada.
Dura mater, arahnoidna i pia mater su membrane koje pokrivaju lednu mozdinu od
najpovrsnijeg sloja do onog najblizeg lednoj mozdini (Bican i sur., 2013). Poprecni presjek
ledne mozdine odrasle osobe pokazuje bijelu tvar (zivéana vlakana okruzena mijelinskom
ovojnicama) na periferiji, sivu tvar (sadrzi trupove Ziv€anih stanica i glija stanice) iznutra i
sic¢usni sredis$nji kanal ispunjen likvorom. Kanal okruzuje jedan sloj stanica, ependimalni sloj.
Oko ependimalnog sloja nalazi se siva tvar - regija koja sadrzi stani¢na tijela - u obliku slova
"H" ili "leptira". Dva "krila" leptira povezana su preko srednje linije dorzalnom sivom
komisurom, tj. spojnicom. Oblik i veli¢ina sive tvari variraju ovisno o razini ledne mozdine.
Na nizim razinama, omjer izmedu sive i bijele tvari je ve¢i nego na vi§im razinama, uglavnom

zato §$to nize razine sadrze manje uzlaznih i silaznih Ziv€anih vlakana. Siva tvar uglavnom
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sadrzi stani¢na tijela neurona i glije 1 podijeljena je u Cetiri glavna stupca: dorzalni rog, srednji

stup, lateralni rog i stupac ventralnog roga (https://nba.uth.tmc.edu/neuroscience/).

4.1.1.Lumbalni segment

U sklopu ovoga rada, imunohistokemijski su se obradili segmenti lumbalnog dijela ledne
mozdine (L3-L6).

Donji dio leda sastoji se od lumbalne kraljeznice, koju cCine kosti kraljezaka,
medukraljesni diskovi, zivci, miSici, ligamenti i1 krvne Zile. Ledna mozdina zavrSava na vrhu
lumbalne kraljeznice, a preostali korijeni zivaca, koji se nazivaju cauda equina, spustaju se niz
ostatak spinalnog kanala (https://www.spine-health.com/). Lumbalni dio kraljeznice ima
idealnu strukturu za istovremeno optimiziranje funkcija pokretljivosti i stabilnosti. Ovaj dio
kraljeznice je ¢vrst i dizajniran je za noSenje tezine glave, vrata, trupa i gornjih ekstremiteta.

Gledano odozgo, tijela kraljeSaka lumbalne kraljeznice su velika i bubrezastoga oblika s
konkavitetom okrenutim prema straznjoj strani. Medutim, L5 je viSe elipticnog oblika. Gornje
povrsine tijela kraljeSaka imaju mala uzdignucéa duz njihovog straznjeg ruba. Donje povrSine
tijela kraljezaka imaju dva mala zareza duZ straznjeg ruba. Volumen tijela lumbalnih kraljezaka
(prosje¢no 35 cm?; raspon od 19,7 do 61,5 cm?) veci je u muskaraca nego u Zena i povecava se
od L1 do L4, pri ¢emu L5 ima manji volumen od L4. Tijela kraljesaka Sira su s jedne na drugu
stranu (bocna §irina) nego sprijeda prema natrag (Cramer, 2014b). Peteljka kraljeska je kratki
dio debele i zaobljene kosti koja povezuje tijelo kraljeska s lukom kraljeska na straznjoj strani.
Vertebralni luk je straznji dio kraljeSka koji sadrzi kosStani luk kraljeska s otvorenim sredi$njim

prostorom (Cramer, 2014a).

4.1.2. Dorzalni rog

Gotovo sve osjetne informacije iz somatskih segmenata tijela ulaze u lednu mozdinu kroz
dorzalne korijene spinalnih zivaca. Medutim, od ulazne to¢ke u mozdinu i zatim do mozga,
senzorni signali se prenose kroz jedan od dva alternativna senzorna puta: dorzalni stup-
medijalni lemnisk sustav ili anterolateralni sustav. Dorzalni stup-medijalni lemnisk sustav
sastavljen je od velikih, mijeliniziranih ziv€anih vlakana koja prenose signale u mozak

brzinama od 30 do 110 m/s. Pri ulasku u lednu mozdinu kroz dorzalne korijene spinalnog Zivca,
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velika mijelinizirana vlakna iz specijaliziranih mehanoreceptora gotovo se odmah dijele i tvore
medijalnu granu i lateralnu granu. Medijalna grana skre¢e prvo medijalno, a zatim uzvodno u
dorzalnom stupu, nastavljaju¢i putem dorzalnog stupa sve do mozga. Lateralna grana ulazi u
dorzalni rog sive tvari mozdine, zatim se mnogo puta dijeli kako bi osigurala zavrSetke koji
stvaraju sinapse s lokalnim neuronima u intermedijarnom i prednjem dijelu sive tvari mozdine
(Guyton i Hall, 2006).

Neuroanatom po imenu Rexed promatrao je strukturu sive tvari ledne mozdine i podijelio
jenastupce stanica koje su bile slicne jedna drugoj u razli¢itim segmentima. Njegova zapazanja
temeljila su se na obliku i veli¢ini neurona, a on je podijelio sivu tvar u 10 slojeva (lamina), od
kojih je 6 u dorzalnom rogu, oznacenim rimskim brojevima od I do VI. Klasifikacija je korisna
jer razlicite lamine primaju neurone S razli¢itim funkcijama
(http://humanphysiology.academy/index.html).

Brza vlakna boli tipa Ad prenose uglavnom mehanicku i akutnu toplinsku bol. ZavrSavaju
uglavnom u lamini [ (lamina marginalis) dorzalnog roga. S druge strane, sporu kroni¢nu bol
prenose vlakna tipa C, iako neke signale prenose vlakana tipa Ad. U ovom putu, periferna
vlakna zavrSavaju u lednoj mozdini gotovo u cijelosti u laminama II i III dorzalnog roga, koji
se zajedno nazivaju substantia gelatinosa. U laminama III i IV nalaze se neuroni koji stvaraju
sinapse s nenocicepcijskim A vlaknima, koja u fizioloskim uvjetima prenose osjet dodira, ali
1 osjet boli u patoloskim uvjetima srediSnje senzitizacije (Guyton i Hall, 2006). Zaklju¢no, u
samome kontekstu antinociceptivnog djelovanja BT-A, bilo je od interesa istraziti njegovu

enzimsku aktivnost u laminama I-VI dorzalnog roga.

A-delta /@

Slika 4. Prikaz dorzalnog roga i njegovih lamina (preuzeto i prilagodeno prema

https://nba.uth.tmc.edu/neuroscience/ )
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4.2. Imunoreaktivnost pocijepanoga SNAP-25 nakon i.pl.
primjene BT-A

Nakon i.pl. primjene BT-A u karagenanskom modelu upale kod Wistar Stakora,
pristupilo se analizi pocijepanog SNAP-25 proteina (eng. cleaved SNAP-25, cI-SNAP25) u
dorzalnome rogu kraljesnicke mozdine dvije skupine Stakora. Jednoj je skupini apliciran
intratekalno konjski serum, a drugoj antitoksin, 24 h nakon i.pl. primjene BT-A. BT-A je
primijenjen u desnu Sapu Stakora 7 dana prije karagenana (uzrok upalne boli) i Zrtvovanja radi
prikupljanja uzoraka.

Od fotografija koje su dobivene nakon imunohistokemijske analize uzoraka/prereza i
slikane pod odredenim povecanjima na fluorescentnom mikroskopu, odabrane su one
reprezentativne koje su dalje analizirane i signal je kvantificiran, sukladno opisanom u
literaturi.

To se postiglo tako da su se za pojedinu Zivotinju zbrojile vrijednosti povrSina
pocijepanog SNAP-25 proteina (pomocu Fiji Image J) iz tri vidna polja pojedinog prereza, a
iz vrijednosti tri prereza su potom dobivene srednje vrijednosti koje su se zbrojile po
segmentima (L3 + L4 + L5/6). U kontrolnoj skupini gdje je primijenjena fizioloska otopina
umjesto BT-A, nije doslo do cijepanja SNAP-25 proteina, §to je sukladno s ocekivanjima. Na
Slici 5. prikazani su prerezi lednih mozdina vizualizirani fluorescentnim mikroskopom.
Vrijednosti povrSine signala cl-SNAP-25 prikazane su numericki u Tablici 2. te Tablici 3. te

graficki prikazane na Slici 6.
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Slika 5. Prerezi lednih mozdina vizualizirani fluorescentnim mikroskopom. Ipsilateralna strana prikazana
je zutim obrubom, dok je kontralateralna strana prikazana crvenim obrubom. Na A) prikazu nalazi se
kontrolna skupina (tretman s fizioloskom otopinom — bez signala). Na B) prikazu nalazi se skupina
tretirana BT-A i konjskim serumom — signal vidljiv u obliku fluorescentnih vliakana (oznaceno strelicama).

Na C) prikazu nalazi se skupina tretirana BT-A i anti-BT-A (smanjeni signal).
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Tablica 2. Prikaz ekspresije cI-SNAP-25 u skupini u kojoj je primijenjen konjski serum (BT-A
71U/kg / KS 21U/kg / KAR) na ipsilateralnoj i kontralateralnoj strani dorzalnoga roga (n=5)

Strana
dorzalnog roga

PovrSina cl-SNAP-25 vlakana

Ipsilateralna 431,483 572,809 374283 | 455917 | 957,536
strana

Kontralateralna 203,066 303,868 128,163 | 235,716 | 323,844
strana

Tablica 3. Prikaz ekspresije cI-SNAP-25 u skupini u kojoj je primijenjen antitoksin (anti-BT-
A) (BT-A 71U/kg / Anti-BT-A 21U/kg / KAR) na ipsilateralnoj i kontralateralnoj strani

dorzalnoga roga (n=5)

Strana dorzalnog Povriina cl-SNAP-25 vlakana
roga
Ipsilateralna 91,676 326,236 157,115 82,562 185,108
strana
Kontralateralna 62,05 62,05 21,545 16,618 2,862
strana
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Na slici 5. A) ne detektira se cI-SNAP25, §to jest u skladu s o¢ekivanjima posto toj
skupini Zivotinja nije bio primijenjen BT-A. Nadalje, na slici 5. B) (skupina tretirana s BT-A i
konjskim serumom - HS) ocituje se najveéa povrsina cl-SNAP25. Ekspresija pocijepanog
proteina veca je u skupini tretiranoj s BT-A 1 HS nego u onoj tretiranoj s antitoksinom (slika 5.
C). U tablicama 2. i 3. ,gdje su numericki prikazane povrsine cl-SNAP25 pojedine skupine
zivotinja, potvrduje se zakljucak sa slike 5, tj. mjere se znatno vece povrsine u skupini tretiranoj

BT-A i HS za razliku od one tretirane s BT-A 1 antitoksinom (Slika 6).

Ekspresija cl-SNAP-25 (dorzalni rog)

©

[ 800 = *kk

g —_ [ BT-A7IUlkg / KS 21U/kg / KAR,
> 600 w5 BT-A7IU/kg / Anti-BT-A 21Ufkg /
[ KAR.

o

< 4004 *

@

G

© 200- .

&

> e

o0 o L by o P o

Q

Slika 6. Graficki prikaz ekspresije cl-SNAP-25 u dorzalnom rogu s ipsilateralne i
kontralaterlane strane kod skupine s tretmanom BT-A 7 i.j./kg / KS 2 i.j./kg / KAR i kod skupine
s tretmanom BT-A 7 i.j./kg / Anti-BT-A 2 i.j./kg / KAR
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5. RASPRAVA

Otkri¢e mehanizma kojim BT-A uzrokuje trovanje, odnosno botulizam, omogucilo je
njegovu terapijsku primjenu unazad tridesetak godina kod klinickih stanja prac¢enih pove¢anom
kontraktilnos¢u misic¢a (v. Uvod). Medutim, prica o njegovom antinociceptivhom djelovanju
nije stala samo na ,periferiji“. Luvisetto i suradnici (2006) prvi su demonstrirali
antinociceptivni u¢inak BT-A nakon sredi$nje (intracerebroventrikularne) primjene male doze
BT-A u formalinskom testu kod miSeva. Time su zapoceli i dalje otvorenu raspravu o
srediSnjem djelovanju BT-A na bol. Daljnja su istrazivanja imala za glavni cilj otkriti kako BT-
A dospijeva s periferije do srediSnjeg Ziv€anoga sustava te na koji nacin ispoljava svoje
djelovanje.

Nekoliko je istrazivanja u posljednjih 10 godina dalo ¢vrste bihevioralne, ali i
imunohistokemijske dokaze o aksonalnom transportu BT-A s perifernog mjesta primjene u
srediSnje strukture. Tako su Matak i sur. (2012) detektirali vlakna pozitivna na pocijepani
SNAP-25 (marker aktivnosti BT-A) u ipsilateralnim ventralnim rogovima ledne moZzdine i
dorzalnim rogovima. Vlakna su se pojavila nakon jednokratne primjene BT-A, ¢ak i pri niskim
intramuskularnim dozama (5 1.j./kg).

Nadalje, pitanje koje se i1 dalje istrazuje je mehanizam srediSnjeg djelovanja BT-A.
Bach-Rojecky i Lackovi¢ (2009) su pokazali u modelu formalinom uzrokovane upalne boli da
BT-A nakon intratekalne primjene djeluje ve¢ u dozi od 0,5 i.j./kg, §to je 7 puta manja doza od
najmanje djelotvorne periferne, te da ucinak BT-A nastupa 24 sata nakon intratekalne primjene,
dok periferno primijenjen BT-A ucinak postize nakon 5 dana. U suprotnosti s rezultatima
Luvisetta i sur. (2006), u pokusima Drinovac i sur. (2014. i 2016.) pokazano je da BT-A
smanjuje visceralnu, odnosno bilateralnu misi¢nu bol samo ako se primijeni periferno (i.pl. u
Sapu) ili intratekalno (i.t. u spinalni kanal) te da u¢inak izostaje ako se injicira supraspinalno
(i.c. u cisternu magnu ili i.c.v. u mozdane komore). Time se postavlja hipoteza o segmentalnom
spinalnom djelovanje BT-A na bol. Mogu¢i razlozi kontradiktornosti rezultata mogu biti
razliCite koriStene doze BT-A, ali i1 razlike medu vrstama (Stakor vs. mis), kao i koriStenim
modelima boli.

U pokusu u okviru ovog diplomskog rada potvrden je aksonalni transport BT-A nakon
periferne primjene. Detektirana je visoka imunoreaktivnost pocijepanoga SNAP-25 u vlaknima
unutar analiziranih L3-L6 segmenata dorzalnoga roga ledne mozdine skupine Zivotinja kojima

je nakon primjene BT-A apliciran konjski serum i.t.. Nadalje, u skupini gdje je primijenjen
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anti-toksin (anti-BT-A) i.t. uocena je statisticki manja povrSina pocijepanih SNAP-25 vlakna.
Sukladno tome, zakljucujemo da dolazi do neutralizacije samog toksina anti-toksinom. To
moze sugerirati ,,curenje®, tj. prelazak BT-A iz neurona u neuron (transsinapticki transport) na
razini ledne mozdine. To se pokazalo s ipsilateralne, ali i kontralateralne strane, $to je u skladu
s dosadasnjim istrazivanjima. lako se ovim pokusom potvrduje hipoteza o segmentalnom
mjestu antinociceptivnog djelovanja BT-A na razini prve sinapse u spinalnim regijama ledne
mozdine, otvara se prostor novim istrazivanjima o samome mehanizmu transporta BT-A na

razini ledne mozdine.
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6. ZAKLJUCCI

Da je mjesto djelovanja sredisnji ziv€ani sustav BT-A, ukazuju sve veci broj pretklinickih
studija, premda nije do kraja jasno na kojim sve razinama i dijelovima nociceptivnog puta BT-
A interferira s prijenosom bolne informacije. Smatra se da je glavno mjesto djelovanja u lednoj
mozdini, odnosno na razini prve sinapse u nociceptivhom putu. Poznato je da BT-A nakon
periferne primjene aksonalnim transportom dolazi do dorzalnoga roga ledne mozdine.
Imunohistokemijska detekcija proteoliticke aktivnosti BT-A (detekcija pocijepanoga SNAP-
25 proteina) u spinalnim strukturama dodatni je dokaz srediSnjega mjesta djelovanja BT-A na
bol.

U ovom diplomskom radu imunohistokemijskom metodom istrazen je potencijalni
transsinapticki prijenos BT-A na razini ledne mozdine u podrucju dorzalnoga roga, tj. na razini
prve sinapse u spinalnim regijama. Koristen je model karagenanom-uzrokovane upalne boli u
Stakora, uz prethodno jednostrano apliciran BT-A u desnu Sapu (i.pl.). Metodom
imunohistokemije promatrana je proteoliticka aktivnosti BT-A (detekcija pocijepanoga SNAP-
25 proteina) u spinalnim strukturama (poprecni prerezi ledne mozdine L3-L6 segmenta). U
skupini u kojoj je primijenjen konjski serum (neaktivna supstancija) uocena je znacajna
aktivnost BT-A, odnosno detektirana je velika koli¢ina pocijepanog SNAP-25. To je u skladu
s dosadasnjim dokazima srediSnjega mjesta djelovanja BT-A na bol, tj. s hipotezom o
segmentalnom djelovanju BT-A na bol nakon retrogradnog transporta s mjesta primjene u
srediS$nji ziv€ani sustav. Nadalje, u skupini kojoj je primijenjen anti-toksin u spinalni kanal na
razini L4-L5 uocena je znacajno manja detekcija pocijepanog SNAP-25 proteina §to upucéuje
na mogudi transsinapticki transport BT-A.

Ova saznanja svakako otvaraju prostor za daljnja istrazivanja o samim mehanizmima
transporta BT-A, kao 1 stanicama (neuronima, glija sanicama) u koje BT-A moguce ulazi

unutar srediSnjeg Ziv€anog sustava.
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7. POPIS KRATICA, OZNAKA I SIMBOLA

Ach- acetilkolin

ACL- engl. the anterior cruciate ligament

AMPA - a-amino-3-hidroksi-5-metil-4- izoksazolpropionska kiselina
Anti-BT-A- antitijelo za botulinum toksin tipa A

ATP - adenozin trifosfat

BT-A -botulinum toksin tipa A

CFA- engl. Complete Freund's adjuvant

CGRP - peptid srodan genu za kalcitonin (engl. Calcitonin Gene Related Peptide)
cl-SNAP-25- engl. cleaved SNAP-25

CRF - faktor lu¢enja kortikotropina (engl. Corticotrophin Releasing Factor)
FDA- engl. Food and Drug Administration

F.O.- fizioloska otopina

GABA - gama-amino maslacna kiselina (engl. Gamma-Amino Butyric Acid)
HIV- engl. Human Immunodeficency Virus

5-HT - serotonin (5-HidroksiTriptamin)

IASP - engl. International Association for Study of Pain

i.c.- u cisternu magnu

i.c.v.- u mozdane komore

1.j. (U) - Internacionalna Jedinica

1.pl.- intraplantarno

i.t.- intratekalno

KAR- karagenan

KS- konjski serum

MIA - mononatrijev jodoacetat

NMDA - N-Metil-D-Aspartat

NO - dusik-2-oksid (engl. Nitric Oxid)

NSAIL - NeSteroidni Antilnflamatorni Lijekovi

NSF -fuzijski protein osjetljiv na N-etilmaleimid

PBS- engl. Phosphate-buffered saline

poliHRP- engl. polymerized horseradish peroxidase

SNAP-25 - engl. SyNaptosomal Associated Protein 25 kDa
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SNARE - engl. Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment protein Receptor

SP - Supstanca P

SV2 -engl. Synaptic Vesicle protein 2

SZS - Sredisnji Zivéani Sustav

TRPV1 - vaniloidni receptor 1 (engl. Transient Receptor Potential cation channel, subfamily
Valliloid)

VAMP- engl. vesicle-associated membrane protein

VIP - Vazoaktivni Intestinalni Peptid

WDR- engl. Wide Dynamic Range Neurones
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9. SAZETAK

Isprva samo smrtonosni toksin koji uzrokuje botulizam, BT-A se ve¢ vise od 30 godina
uspjesno koristi u lijecenju razlic¢itih bolesti, od ¢ega je kroni¢na bol indikacija koja se i dalje
istrazuje.

lako se smatra jednim od najpotentnijih bioloSkih toksina, prociS¢eni farmakoloski
pripravak BT-A u nanomolarnim dozama koristi se u lije€enju razli¢itih klini¢kih stanja
prac¢enih povecanom kontraktilnoséu misi¢a. U pogledu lijecenja boli, velika mu je prednost
Sto nakon jednokratne primjene njegovo djelovanje traje do nekoliko mjeseci, te tu dobiva
prednost nad poznatim analgeticima, narocito za lije¢enje kroni¢ne boli.

Dosadas$nja istrazivanja na modelima visceralne i bilateralne boli, u kojima je uocen
bilateralni analgetski u¢inak BT-A nakon unilateralne periferne i intratekalne, ali ne i sredi$nje
intracerebroventrikularne i intracisternalne primjene, posluzili su kao temelj hipoteze o
srediSnjemu  segmentalnom analgetskom djelovanju BT-A na spinalnoj razini.
Imunohistokemijski detektiran pocijepani SNAP-25 u dorzalnome rogu kraljeSni¢éne mozdine
upucuje na retrogradni aksonalni transport s periferije do ledne mozdine gdje onda ispoljava
svoj antinociceptivni u€inak tako §to modulira prijenos bolnog impulsa senzornim vlaknima na
razini prve sinapse u lednoj mozdini.

Ovim radom se imunohistokemijski detektirao pocijepani SNAP-25 u dorzalnome rogu
ledne mozdine nakon periferne primjene BT-A u desnu Sapu Stakora na karagenanskom modelu
upalne boli. Nadalje, u skupini u kojoj je primijenjen antitoksin (i.t.) uo€ena je statisti¢ki manja
koli¢ina pocijepanog SNAP-25 proteina, §to sugerira mogu¢i transsinapticki prelazak BT-A na
razini ledne moZzdine. Ta saznanja svakako otvaraju prostor daljnjim istraZivanjima o samome

mehanizmu transinaptickog transporta BT-A.
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SUMMARY

At first merely a lethal toxin which causes botulism, BT-A has been successfully used
for more than 30 years in the treatment of various ailments, of which chronic pain is an
indication that continues to be researched. Though considered to be one of the most potent
biological toxins, its purified pharmacological preparation BT-A in nanomolar doses is used in
treating various clinical conditions accompanied by augmented muscular contractility. With
regard to pain treatment, it offers a significant advantage — after a single administration, its
effects persist for several months, which gives it an edge over popular analgesics, especially
for chronic pain treatment.

Previous research on visceral and bilateral pain models, which have shown a bilateral
analgesic effect of BT-A after unilateral peripheral and intrathecal, but not central
intracerebroventricular and intracisternal administration, has served as the foundation of the
hypothesis on the central segmental analgesic effect of BT-A at the spinal level.
Immunohistochemically detected cleaved SNAP-25 in the dorsal horn of the spinal cord
indicates a retrograde axonal transport from the periphery to the spinal cord where it exhibits
its antinociceptive effect by modulating pain impulse transmission via sensory fibers at the
level of the first synapse in the spinal cord.

This paper has immunohistochemically detected cleaved SNAP-25 in the dorsal horn of
the spinal cord after the peripheral administration of BT-A in the right footpad of rats in the
carrageenan-induced inflammation model. Furthermore, the group in which the antitoxin was
administered showed a statistically reduced amount of the cleaved SNAP-25 protein, which
suggests the possibility of the transsynaptic transfer of BT-A at the level of the spinal cord.

These observations invite further research into the transsynaptic transfer mechanism of BT-A.
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