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§ Sazetak vii

§ Sazetak

Neurotoksin botulin je toksin kojeg proizvode bakterije roda Clostridium i najotrovniji je
poznati toksin medu svim bakterijskim, Zivotinjskim, biljnim i kemijskim otrovnim
spojevima. U tijelu ¢ovjeka izaziva bolest koja je poznata pod nazivom botulizam.

Toksin se najcesce unosi hranom i tako ulazi u probavni sustav ¢ovjeka, medutim,
kroz zeludac i crijeva Covjeka on prolazi neaktivan i ne uzrokuje nikakve bolesti probavnog
sustava. Krvlju i limfom on putuje do perifernog Zivcanog sustava gdje prepoznaje specificne
receptore na ciljnim Zivcanim stanicama i tamo inhibira izlu¢ivanje neurotransmitera
acetilkolina u neuromi$i¢noj sinapsi.

Inhibicijom neurotransmisije acetilkolina uklanja se komunikacija izmedu ziv¢anih
zavrSetaka perifernog Ziv€anog sustava i miSi¢nih vlakna $to vodi paralizi miSi¢nog tkiva. U
slucaju nelijecenog botulizma, paraliza misi¢nog tkiva ¢e u konacnici zahvatiti misic¢e zdrijela
1 respiratornog sustava i uzrokovati gusenje domacina.

Djelovanje toksina botulina danas pronalazi primjenu u medicini na nacin da se
lokalno ubrizgavaju jasno definirane doze toksina, koje uzrokuju reverzibilne paralize i tako
koriste u lijeCenju neuropatskih bolova koji su posljedice ostecenja perifernih zivaca ili pak
nekontroliranih miSi¢nih spazama.

Toksin takoder pronalazi primjenu u industriji ljepote gdje se najceSce koristi za

zatezanje koze lica 1 vrata gdje se takoder primjenjuje lokalno.
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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

Za aktivaciju miSi¢a, mozak Salje elektricni impuls duz ziv€anih stanica, gdje se on na
miSi¢ne stanice prenosi na mjestu njihovog spajanja — neuromisi¢ne sinapse. Kad ziv€ani
impuls stigne do neurona, uzrokuje depolarizaciju ziv€ane stanice zbog Cega se otvaraju
kanali za Ca®* i povecanje njegove koncentracije u citosolu neurona je signal za zapoginjanje
egzocitoze neurotransmitera iz sinaptickih vezikula. Razlog tome je &injenica da se Ca?* veze
za protein sinaptotagmin (protein u membrani sinapti¢ke vezikule), ¢ija konformacija se u tom
sluCaju znacajno promijeni, veze se za sintaksin (protein u membrani ciljne plazmatske
membrane) i ostale proteine ‘fuzijskog stroja' i omogucuje fuziju membrane sinapticke
vezikule 1 plazmatske membrane. Taj proces je od klju¢ne vaznosti jer omoguéuje izluc¢ivanje
neurotransmitera acetilkolina iz neurona u sinapti¢ku pukotinu, ¢ime se signal prenosi na
druge stanice, u ovom slu¢aju misi¢ne. Na taj naéin se generira odgovor tijela na vanjske i
unutarnje podrazaje.

SNARE-kompleks je proteinski kompleks kojeg formiraju proteini na membranama
sinapti¢kih vezikula i na plazmatskoj membrani. Taj kompleks je klju¢an za fuziju dviju
membrana.

Cilj ovog rada jest prouciti mehanizam kojim botulinski neurotoksin inhibira
neurotransmisiju acetilkolina u neuromi$i¢noj sinapsi 1 time dovodi do paralize miSi¢nog
tkiva.

U sluc¢aju zaraze toksinom botulina, jednom kad krvlju dode do ziv€anih zavrSetaka,
veze se za receptor na povrsini presinapticke membrane i procesom recikliranja sinaptickih
vezikula ulazi u presinapticki neuron. U sinapti¢koj vezikuli unutar neurona se toksin pocijepa
na teSki 1 laki lanac, gdje je laki lanac aktivni dio neurotoksina. Oslobadanjem lakog lanca
toksina u citosol neurona, on cijepa jednu od tri vrsta SNARE-proteina: SNAP-25,
sinaptobrevin ili sintaksin. Cijepanjem tih proteina onemogucéuje se fuzija sinaptickih
vezikula ispunjenih acetilkolinom i plazmatske membrane neurona, $to ima za posljedicu

paralizu miSi¢nog tkiva.
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§ 1. Uvod 2

Kao §to je poznato, razlika izmedu otrova i lijeka je u dozi. To je nacelo koje svakako
vrijedi u slucaju botulina. Njegovo svojstvo uzrokovanja reverzibilne paralize pronalazi svoju
primjenu u tretiranju raznih stanja ¢ovjeka, medutim njegovo djelovanje u tim slu¢ajevima je
uvijek lokalno. U slucaju krive procjene od strane lijeCnika i ubrizgavanja prevelike doze

. v . [ .. oy . v e e 16,18
botulina, on moze uzrokovati ozbiljne posljedice na zdravlje ¢ovjeka, a u konacnici i smrt.
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§ 2. Prikaz odabrane teme

§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Organizacija ziv€anog sustava

2.1.1. Podjela zivéanog sustava

Zivéani sustav je jedan od jedanaest organskih sustava u tijelu Covjeka ¢&ija je funkcija

odasiljanje signala od jedne stanice ili dijela tijela, do drugog. Cijeli ziv€ani sustav je

podijeljen na srediSnji ziv€ani sustav, kojeg saCinjavaju mozak i kraljeznicna mozdina, te

periferni, kojeg saCinjavaju Ziv¢ane stanice — neuroni, kao i njihove nakupine — gangliji.

SrediSnji 1 periferni Ziv€ani sustav spojeni su na 2 nafina izravno: kraljezni¢nu

mozdinu sa ostatkom tijela povezuje 31 par mozdinskih zivaca, a mozak s ostatkom tijela

povezuje 12 pari mozdanih zivaca. Mozdinski Zivci prolaze kroz otvore izmedu kraljezaka, a

mozdani zivci prolaze kroz otvore koji su uglavnom smjeSteni na bazi lubanje.

mozak

PERIFIERING
ZINCANISUSTAY

gangliji

PRELIFO T

SREDISNJI ZIVCANI SUSTAV

kraljeznicna moZdina

Slika 1. Podjela Ziv€anog sustava ¢ovjeka na: sredi$nji ziv€ani sustav (kojeg safinjavaju

mozak i kraljeZzni¢na mozdina) i periferni Zivcani sustav (kojeg sacinjavaju neuroni i

nakupine neurona-gangliji). (Preuzeto iz %)
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§ 2. Prikaz odabrane teme 4

Kao $to je spomenuto, uloga zivéanog sustava je da prenosi signal u tijelu, $to je postignuto
pomocu neurona, koji su osnovna strukturna i funkcionalna jedinica cijelog ziv€anog sustava.
Karakteristika odraslih i zrelih neurona u Ziv€anom sustavu Covjeka je da su terminalno
diferencirani, $to znaci da se nikad ne dijele.

Osim neurona, postoji i druga temeljna vrsta stanica u ziv€éanom sustavu, a to su glije,
potporne stanice koje omogucuju homeostazu, te podrsku i zastitu neuronima.

Neuroni su ti koji stvaraju, primaju i provode Ziv¢ani impuls uzrokovani podrazajem
unutar ili izvan organizma. Naziv neuron se odnosi na cijelu ziv€anu stanicu, koja je
podijeljena na Cetiri dijela: trup (soma), iz kojeg izlaze dvije vrste stani¢nih nastavaka -akson i
jedan ili vise dendrita, te presinapticki zavrSeci aksona. Potonji stupaju u izravni dodir sa
specijaliziranim dijelovima membrana drugih (postsinaptickih) neurona ili drugih ciljanih
stanica, npr. miSi¢nih stanica. Na taj nac¢in nastaju sinapse, glavno mjesto interakcije izmedu

neurona koje sluZi prijenosu signala.t

o ————
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/
/
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Slika 2. ldealizirani prikaz neurona. Strukturno-funkcionalna podjela neurona na receptivni (soma i
dendriti), integracijski (aksonski brezuljak i pocetni odsjecak), kondukcijski (akson) i transmisijski

(presinapticki aksonski zavrietak) dio. (Preuzeto iz °)
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§ 2. Prikaz odabrane teme 5

Za razliku od aksona, glije ne stvaraju akcijske potencijale i mogu se dijeliti cijelog
zivota. I u srediSnjem 1 u perifernom zivéanom sustavu postoje specijalizirani oblici glija,
primjer takvih u perifernom zivéanom sustavu su Schwannove stanice (izgraduju mijelinske
ovojnice perifernih aksona) i satelitne stanice (ovijaju tijela neurona u osjetnim i autonomnim
ganglijima). Neke od ostalih funkcija specijaliziranih glija su: makrofagi mozga (aktiviraju se
u fagocite tijekom upalne ili degenerativne bolesti ili ozljede mozdanog tkiva), vodici
migriraju¢ih neurona na putu od mjesta posljednje mitoze do konac¢nog odredista, odrzavanje
homeostaze iz pH vrijednosti izvanstani¢ne teku¢ine mozdanog tkiva, sinteza glutamina (koji

. v . . . 1
je preteca za sintezu neurotransmitera glutamata u neuronima).

2.1.2. Stanicna biologija neurona

Neuroni su stanice koje sintetiziraju viSe raznolikih proteina nego bilo koje druge stanice
(osim mozda imunoloskih), i njih se moze podijeliti u tri skupine: proteini koji se sintetiziraju
u citosolu i ostaju tamo, proteini koji se sintetiziraju u citosolu i potom odlaze u mitohondrije,
jezgru ili peroksisome, i proteini ¢ija je sinteza usko vezana uz sustave stanicnih membrana pa
tako jedna vrsta ostaje pricvrS¢ena uz membrane endoplazmatske mrezice, druga ostaje u
lumenu, a tre¢a nakon sinteze odlazi do drugih organela. Sinteza svih proteina zapocinje na
ribosomima u citosolu, a oni se potom usmjeruju kroz stanicu i ciljano razmjestaju kako bi
mogli ispravno putovati u stanici.

Posebnu ulogu u usmjerenom kretanju proteina i drugih Cestica kroz neuron ima
slozeni sustav razgranatih membranskih cjevéica i vezikula, koji su sastavljeni od
endoplazmatskog retikuluma, Goglijevog aparata, lizosoma, endosoma, transportnih vezikula
I sekrecijskih i sinaptickih mjehuri¢a. Tako se novosintetizirani proteini usmjeruju kroz
stanicu, uz istodobno modificiranje, te se pohranjuju u posebna spremista sve dok se
procesom egzocitoze ne izbacuju u okolinu susjednog neurona.

Nakon sinteze proteina na ribosomima, proteini putuju do trans-Golgijeve mrezice iz
koje se transportne vezikule odaSilju prema staniénim membranama, gdje membranski
proteini i lipidi tih vezikula sluZze obnavljanju same stanicne membrane nakon $to se u
procesu egzocitoze topljivi proteini iz njih izluce u okolinu stanice.

Karakteristika svih stanica je proizvodnja proteoglikana i glikoproteina koji izgraduju

izvanstani¢ni matriks. To je proces koji se odvija sporo i1 neprekidno i u tom slu¢aju govorimo
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§ 2. Prikaz odabrane teme 6

o procesu konstitucijske egzocitoze. U slucaju egzocitoze kod specijaliziranih stanica poput
neurona, rije¢ je o nadziranom sekrecijskom putu, gdje se proteini i druge molekule koje se
izluCuju najprije pohranjuju u sekrecijskim i sinaptickim vezikulama, i potom otpustaju iz njih
djelovanjem specificnog signala.

Sinapti¢ke vezikule sadrZze pohranjene molekule neurotransmitera, npr. acetilkolina,
monoamina, GABA, glutamata i dr. Neurotransmiteri su signalne molekule koje presinapticki
neuron sintetizira i tijekom sinapticke signalizacije egzocitozom oslobada u sinapticku
pukotinu. U toj pukotini se signalna molekula veze za specifi¢ni receptor koji je smjeSten u
membrani postsinapticke stanice i time mijenja njenu aktivnost na specifi¢an nacin. Sinteza
sinaptickih vezikula kre¢e u perikarionu i one putuju do sinaptiCkog zavrSetka. Sinteza
transmiterskih molekula i kruzni ciklus egzocitoze, obnavljanje i ponovno punjenje
sinaptickih vezikula se odvija lokalno u samom presinaptickom aksonskom zavrSetku.

Karakteristike stani¢nih organela su uglavnom uvjetovane membranskim proteinima,
Sto omogucuje usmjereno kretanje vezikula i njihovo stapanje s odgovaraju¢im drugim
odjeljcima, 1 na taj nacin je odredeno njihovo usmjereno kretanje kroz stanicu. Dvije skupine
proteina, SNARE i Rab, imaju klju¢nu ulogu u ispravnom sidrenju vezikula i medusobnom
prepoznavanju dviju membrana koje se stapaju. SNARE-proteini (od eng. soluble N-
ethylmaleimid-sensitive-factor attachemnt protein receptor) postoje kao dva komplementarna
skupa proteina: v-SNARE proteini se nalaze na membrani vezikula i t-SNARE proteini koji
se nalaze na ciljnoj membrani. Ti proteini se nalaze u membranama Ziv€anih stanica, gdje
imaju ulogu posrednika u stapanju sinaptickih mjehuriéa uz presinaptiCku membranu
aksonskih zavrSetaka. Za potpuno stapanje dviju membrana nisu dovoljni samo SNARE-
proteini, nego i dodatni proteini poput NSF (od eng. N-ethylmaleimide sensitive fusion
proteins) i SNAP (od eng. synaptosomal nerve-associated protein), a cijeli proteinski sklop se

naziva ,,fuzijski stroj*. 4
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§ 2. Prikaz odabrane teme 7

POLAZNI ODJELJAK

GDP
Rab-GTP. ’ ; ;
> @ o

v-SNARE

\ SNAP NSF
topljivi
Rab-GDP

fuzijski

stroj .
t-SNARE l | fuzija membrana

CILINI ODJELJAK

Slika 3. Cetiri skupine proteina oblikuju ,,fuzijski stroj*. v-SNARE na membrani

sinaptickih vezikula i t-SNARE na ciljnoj membrani. (Preuzeto iz °)
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§ 2. Prikaz odabrane teme 8

2.1.3. Membranski i akcijski potencijal

Ioni imaju kljuénu ulogu u ekscitabilnosti miSi¢a 1 zivca. Izvanstani¢na i unutarstani¢na
tekucina sadrze iste vrste iona, ali u razli¢itim koncentracijama. Obzirom da su ioni elektricki
nabijeni, razlike u koncentracijama doprinose razli¢itim elektrokemijskim potencijalima sa
svake strane membrane i tu pojavu nazivamo membranski potencijal. Ioni kroz stani¢nu
membranu neurona mogu pro¢i krecuci se pasivno niz elektrokemijski gradijent ili aktivnim
prijenosom nasuprot elektrokemijskom gradijentu, troseci energiju.

Signalne funkcije neurona temelje se na promjenama membranskog potencijala i pri
tome specificne promjene membranskog potencijala imaju specificna funkcionalna znacenja.
Nernstova jednadzba pokazuje kako kretanje iona kroz membranu stvara razliku elektricnog
potencijala. Pri difuziji neke tvari kroz otopinu, javlja se 'kemijska sila' koja pokre¢e molekule
iz podrucja vece koncentracije, u podrucje manje. Ta sila molekule pokrece niz gradijent
koncentracije.

RT " [1kona tno

zF (I ]po tetno
gdje je R-opéa plinska konstanta, T-apsolutna temperatura, z-naboj iona, F-Faradayjeva
konstanta, E-elektromotorna sila &lanka (pri nekoj temperaturi), E -standardni redukcijski
elektrodni potencijal, a I-kemijska vrsta. Za bilo koju vrstu iona, ravnotezni potencijal (ili
samo membranski potencijal) je potencijal pri kojem nema neto protjecanja iona kroz
membranu. Membranski potencijal samo ponekad odgovara ravnoteZnom potencijalu. Tako je
membrana glije u mirovanju propusna samo za kalij i membranski potencijal iznosi -75 mV,
dok mirujuéi potencijal neurona iznosi -60 mV, jer ovisi o0 kretanju i drugih iona kroz
membranu. Membrana neurona je propusna za ione Na* i CI', koji doprinose vrijednosti
membranskog potencijala.

Prislonivsi jednu elektrodu na zdravi dio Zivca, a drugu na ozlijedeni dio, pokazano je
da se izmedu njih uspostavlja strujni krug i da je unutrasnjost Zivca elektri¢ki negativna u
odnosu na izvanstani¢nu tekué¢inu. Godine 1850. Hermann Helmholz je izmjerio brzinu
zivéanog impulsa u Zivcima zabe i Covjeka i on je iznosio 20-40 m/s. Tako je pokazano da je
ziv€ani impuls elektrokemijska pojava, odnosno da slaba i lokalna stimulacija Zivca uzrokuje
nastanak manjeg vala depolarizacije koji brzo opada s udaljenoséu. Zivéani impuls je time
opisan kao val depolarizacije koji nastaje u aksonskom brezuljku i duz aksona putuje

konstantnom brzinom i amplitudom sve do presinaptickih zavrSetaka aksona. Elektri¢ni zapis
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§ 2. Prikaz odabrane teme 9

ziv€anog impulsa je nazvan akcijskim potencijalom.

Ako bi u unutrasnjosti membrane postavili pozitivnu elektrodu, a u izvanstaniénom
prostoru negativnu, struja ¢e pote¢i kroz membranu iz stanice prema van, zbog definicije kako
struja teCe od pozitivnog prema negativhom polu. Zbog toga ¢e se smanjiti polarnost
membrane, odnosno, do¢i ¢e do njene depolarizacije. Ako se primijeni dovoljno snazni udar
depolariziraju¢om strujom prema van i dosegne se prag depolarizacije, pojavljuje se veliki i
kratkotrajni odgovor membrane-akcijski potencijal. Tim opisima se nastoji prikazati priroda

membranskog potencijala i koje je njegovo biolosko znacenje. 6

2.1.4. Signalne molekule i signalni mehanizmi

Svaki neuron je trajno izloZen djelovanju mnogo razlicitih signala iz okoline, a na te signale
odgovara selektivno i u skladu sa fenotipom stecenim diferencijacijom i specijalizacijom
tijekom razvoja. Neuroni na jedan skup signala mogu odgovarati diferencijacijom,
proliferacijom ili pak izvodenjem neke druge specijalizirane funkcije. Medutim, kako se u
odraslom mozgu neuroni vise ne dijele i terminalno su diferencirani oni ¢e u odgovoru na
razli¢ite skupove signala izvoditi razlic¢ite funkcije (najceS¢e signalne). Signalne molekule
uglavnom djeluju u kombinacijama, pa mozZemo zakljuciti da Ziv¢ani sustav rabi po nekoliko
stotina takvih molekula u puno razli¢itih kombinacija, ali istovremeno daje i specifi¢ni
odgovor neurona na podrazaj iz okoline. Specifi¢ni odgovor ¢e ovisiti o specificnom skupu
receptora na povrSini neurona i o skupu signalnih kaskada malih unutarstani¢nih signalnih
molekula, sa pridruzenim enzimskim sustavima koji su karakteristi¢ni za taj neuron. Prema
tome, ista vrsta signalne molekule ¢e razli¢ito djelovati na razlicite ciljne neurone zbog toga
S§to ti ciljni neuroni imaju razliite receptore za tu signalnu molekulu ili zato Sto imaju
drugadiji sustav drugih glasnika povezanih s tom vrstom receptora. Stovise, ista vrsta signalne
molekule moZe kod dvaju razli€itih neurona dati suprotne ucinke.

Signal se moZe prenijeti izravnim dodirom dviju stanica ili tako da signalna stanica izluci u
svoju okolinu signalnu molekulu koja se kasnije veze za receptor ciljne stanice (mnogo
ces¢e). U ziv€anom sustavu razlikujemo tri glavne vrste medustani¢ne signalizacije obzirom
na udaljenost i smjeStaj ciljnih stanica: parakrina, endokrina i sinapticka signalizacija.
Parakrina signalizacija podrazumijeva lokalne medijatore koji su signalne molekule i koje

djeluju na ciljne stanice smjeStene u neposrednoj okolini signalne stanice. Endokrina
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signalizacija podrazumijeva hormone kao signalne molekule, sintetizirane u endokrinim

stanicama, a konkretno neurohormoni su signalne molekule sintetizirane u neuroendokrinim

neuronima hipotalamusa. Oni krvotokom dolaze do ciljnih stanica smjeStenith na udaljenim

dijelovima organizma pa je ona relativno spora jer ovisi o difuziji i krvnom toku. Sinapti¢ka

signalizacija pak podrazumijeva neuronski prijenos signala na ve¢oj udaljenosti, na nacin da

ziv€ani impuls dolazi do ciljne stanice i putuje duz aksona koji je u posebnom dodiru sa

djelicem membrane ciljne stanice drugog neurona, misi¢ne ili Zljezdane stanice.

signalna molekula
(= ligand)

-

signalna cilina
stanica stanica

SIGNALIZACIJA
DODIROM

receptor

7

signalna \
stanica o
§ stanica
ciljna 0
stanica
signalne
molekule lokalni .
> medijator
clina cilina
stanica stanics
SIGNALIZACIJA PARAKRINA.SIQNALIZACUA
1ZLUCENOM (bliski cilj)
;lgrEAKLUIr_%n ciline stanice

oy
006

ENDOKRINA SIGNALIZACIJA
(udaljeni cilj)

sinapsa o
neuron e
presinaptitki akson >°

razliciti receptori
postsinapticke ciljne stanice

SINAPTICKA SIGNALIZACIJA
(udaljen cilj ali precizni bliski dodir +
razligiti utinei iste signaine molekule)

Slika 4. Signalne molekule omogucuju parakrinu, endokrinu i sinapticku

signalizaciju. (Preuzeto 1 prilagodeno prema 8)
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Klju¢nu ulogu u integraciji svih signalnih mehanizama i najvaznijim funkcijama Ziv¢anog
sustava ima  kalcij Ca?*, koji takoder djeluje kao univerzalni sekundarni glasnik.
Slobodni ioni kalcija u citosolu neurona sluze kao ,,prevoditelji* signala izmedu promjena
membranske ekscitabilnosti i promjena biokemijskih procesa u neuronu. Kad ne bi bilo Ca**,
Ziv€ani sustav ne bi mogao provoditi biokemijske procese kao odgovore na podrazaje koje
prima. Promjene membranskog potencijala reguliraju ionske kanale, i ionski kanali reguliraju
promjene membranskog potencijala. Tako promjena elektriéne ekscitabilnosti modulira
ulazak Ca®* u neuron kroz Ca** kanale u membrani neurona, ¢ime se izmedu ostalog regulira
egzocitoza neurotransmitera iz presinaptickog aksonskog zavrsetka.

Neurotransmiteri su prvi glasnici koji mogu aktivirati metabotropne receptore koji
aktiviraju niz G-proteina, koji potom reguliraju aktivnost niza efektornih enzima, koji imaju
za efekt oslobadanje Ca?* iz unutarstani¢nog skladista ili pak utjecanje Ca?* u neuron i tako
mijenjaju membranski potencijal. Neurotransmiteri mogu aktivirati ionotropne receptore i
izravno utjecati na utjecanje Ca** u neuron i posljedi¢na promjena membranskog potencijala

. . . 9
utjece na biokemijske procese u neuronu.
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2.1.5. Sinapsa
Sinapsa je specijalizirana vrsta strukturno-funkcionalnog spoja kroz koji se signal prenosi s

jednog (presinaptickog) neurona na drugu (postsinapticku) stanicu, koja moze biti drugi
neuron, miSi¢na ili Zljezdana stanica. Prijenos kroz sinapsu, koji se naziva jo§ i
neurotransmisija ili sinapticka transmisija, je kemijske, a ne elektri¢ne prirode. Razlog tome je
¢injenica da signal sa presinaptickog na postsinapticki element sinapse prenose posebne

signalne molekule koje se nazivaju neurotransmiteri.

neurotubudl

mijehuri¢ 2gusnute
srk {LDV)

mak bistri snapticll
mjehurié {SV)

presnaptitko 2gusnude
[peesinapticky redutkal

presinaptitkn membrana

snaptiks pukoting

postsinaptitka membrana

posisinapiitko 2gusnuie

aktrvirani receptor

Slika 5. Shematski prikaz kemijske sinapse. Presinapticki element
sadrzi sinapticke vezikule koji su skladiSta molekula neurotransmitera
koji tijekom sinapticke signalizacije egzocitozom neurotransmitera
dolaze u sinapti¢ku pukotinu i potom difuzijom do receptora u

poststinaptickoj membrani. (preuzeto iz 10)
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Prijenos signala s jednog neurona na drugi je jednosmjeran pa kazemo da je sinapsa
funkcionalno asimetri¢na ili polarizirana. To nacelo signalizacije izmedu neurona se naziva
zakon dinamicke polarizacije. Osim $to je jednosmjerna, signalizacija je 1 vrlo brza (impuls
duz aksona putuje brzinom i do 120 m/s), kratkotrajna (prijenos neurotransmitera kroz
sinapsu traje manje od 1 ms), vrlo specifi¢na i precizna.

U sinapsi dvije stanice nisu u izravhom dodiru nego su odvojene uskom sinaptickom
pukotinom (slika 5). Kada akcijski potencijal dode do presinaptickog zavrSetka aksona, on ¢e
potaknuti egzocitozu signalne molekule, neurotransmitera, koji ¢e brzo difundirati kroz
sinapticku pukotinu i vezati se za specificni receptor na postsinaptickoj membrani ciljne
stanice. To je glavni nain brze i to¢ne signalizacije na velikim udaljenostima u svakom
organizmu koji ima razvijen Ziv€ani sustav. Ono §to znacajno doprinosi kratkotrajnosti 1
preciznosti djelovanju neurotransmitera je Cinjenica §to oni u sinapsi dosezu veliku lokalnu
koncentraciju, zbog ¢ega se oni za svoje receptore vezu relativno niskim afinitetom. Time se
neurotransmiter brzo nakon vezanja opet odvoji od receptora i prestaje djelovati na ciljnu
stanicu, nakon ¢ega ga hidroliticki enzimi ili posebni proteinski nosaci prebacuju natrag u
presinapticki zavrSetak s kojeg su krenuli. Dakle, dva najvaznija dogadaja u sinapti¢kom
prijenosu signala su egzocitoza neurotransmitera i aktivacija postsinaptickih receptora, a dva
temeljna ucinka signalizacije su promjena ionske vodljivosti postsinaptickih membrani
(poveéava se) i promjena koncentracije slobodnih iona kalcija Ca* u citoplazmi
postsinapticke stanice. Ti uéinci dovode do promjena koje mogu biti bilo kratkotrajne, bilo
dugotrajne, i dovode do promjene aktivnosti postsinaptickih stanica.

Nakon oslobadanja neurotransmitera iz sinaptickih vezikula u sinapticku pukotinu,
vezikule se obnavljaju u procesu Kkoji se jo$ naziva i recikliranje sinaptic¢kih vezikula.

Pri oslobadanju neurotransmitera egzocitozom iz presinaptickog elementa kljucnu
ulogu ima Ca*", ¢ija je koncentracija veca u izvanstanicnoj tekucini nego u citoplazmi aksona.
Ulazak Ca** u presinapticki element je dogadaj kojim tijekom depolarizacije (dolaska
akcijskog potencijala do aksonskog zavrSetka) zapocCinje ciklus egzocitoze sinaptickih
vezikula. Dakle, depolarizacija otvara naponske kanale za Ca®* koji su smjeSteni u membrani
presinaptickog aksonskog zavrSetka. Naglo povecanje koncentracije Ca’* je signal za
zapocinjanje egzocitoze sinaptickih vezikula koje su ve¢ usidrene u aktivnoj zoni i time brzo

dolazi do oslobadanja neurotransmitera, Sto omogucuje sinapti¢ku signalizaciju.
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Prvi korak u fuziji membrane vezikule i presinapticke membrane je formiranje
fuzijskog stroja, gdje klju¢nu ulogu imaju proteini presinapticke membrane — SNAP-25 i
sintaksin 1 protein membrane sinapticke vezikule — sinaptobrevin. Ti proteini oblikuju srz
fuzijskog stroja ¢ime izravno dolazi do egzocitoze. Protein membrane sinapticke vezikule —
sinaptotagmin, sluzi kao senzor praéenja povecéanja koncentracije Ca®" zbog toga §to on na
sebe veze Ca®*, promijeni konformaciju i spaja se sa sintaksinom i ostalim proteinima koji su
uklju¢eni u fuziju membrana. Sinaptotagmin je kljucni razlog specificnosti regulirane
egzocitoze sinaptickih vezikula u neuronima na nacin da u odsutnosti Ca** on sprjeCava
spontanu egzocitozu, a prilikom utjecanja Ca* poti¢e formiranje fuzijskog stroja.

Promjena potencijala postsinapticke membrane, uzrokovane aktivacijom receptora,
naziva se postsinapti¢ki potencijal. Ekscitacijski postsinapti¢ki potencijal depolarizira
postsinapticku membranu, 1 on ima klju¢nu ulogu u funkcioniranju neuromisi¢ne sinapse. U
tom slucaju, presinapticki element je zavrSetak motorickog aksona, a postsinapticki element je

specijalizirani dio skeletne misi¢ne stanice.

a-motoneuron

zavrsna
motoricka
plo¢a

migiéno viakno

mijelin
aksonski zavrietak

zavrdni Evoridi

Slika 6. Neuromisi¢na sinapsa. Aksoni a-motoneurona su razgranati u
presinapticke zavrSetke, koji na vrhovima imaju zavrSne ¢vorice koji se

smjestaju u jamice misiénih vlakana. (Preuzeto iz ')
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Ekscitacijski neurotransmiter je acetilkolin, koji se veze za postsinapticki nikotinski
acetilkolinski receptor. On je ionotropni receptor, ¢iji integralni dio je kationski kanal, kroz
koji kad je otvoren prolaze Na* i K*. Vezanjem acetilkolina na receptor pri otvaranju kanala,
ionska vodljivost membrane se jako povecava za ione Na* i K.

Vezanje neurotransmitera za postsinapti¢ki receptor je reverzibilni proces, a svaki
ciklus sinaptic¢ke signalizacije zavrSava micanjem neurotransmitera iz sinapticke pukotine, pa

tako mehanizmi odstranjivanja neurotransmitera iz sinapticke pukotine doprinose brzini i

to¢nosti sinapticke signalizacije.

A \ ADP+P, : :
< endosomni posrednik

. -
L ; .
® '
presinapti¢ka .. — (=] 3 '
membrana ) _— '
sinapti¢ka pukotina & l
[ N J

Slika 7. Ciklus sinaptickih vezikula kroz 7 stadija u procesu fuzije membrana 1

egzocitoze. (Preuzeto iz %)

Bakterije roda Clostridium proizvode nekoliko izoformi botulinskog neurotoksina koje
uzrokuju botulizam blokirajuci periferne sinapse, toc¢nije egzocitozu neurotransmitera. Toksin
je Zn®* proteaza, koja da cijepa tri kljuéna proteina egzocitoznog fuzijskog stroja:
sinaptobrevin, SNAP-25 i sintaksin. =
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2.2. Uloga SNARE proteina u fuziji membrana

2.2.1. Stanicne membrane i SNARE proteini

Stanicne membrane su bioloSke membrane koje razdvajaju sadrzaj stanice od okoline, a za
njihovu debljinu su odgovorne tek dvije molekule fosfolipida, u koje su uronjeni proteini i
ugljikohidrati u raznim omjerima. Membranski lipidi gradeni su od hidrofobnog dijela kojim
su okrenuti jedni prema drugima, i od hidrofilnog dijela koji je okrenuti jedan prema
unutra$njosti stanice i drugi prema okolini (slika 8).

Da bi pojedini odjeljci stanice mogli primiti, transportirati ili otpustiti molekule,
membrane trebaju imati sposobnost medusobnog spajanja, odnosno fuzije. U procesu
endocitoze, u kojem stanica prihvaca molekule izvana i u kojem sudjeluju receptori na
membrani, protein ili ve¢i kompleks se veze za receptor i pomocu specijaliziranih proteina se
poti¢e obliznji dio membrane na savijanje, ¢ime se udubljenje u membrani odvaja i formira
vezikulu. U procesu egzocitoze, stanica uz utroSak energije izbacuje tvari iz stanice, npr.
izbacivanje neurotransmitera iz neurona u sinapti¢ku pukotinu.

Klju¢ne komponente membrana koje omogucuju njihovu fuziju su SNARE-proteini
(od eng. soluble N-ethylmaleimid-sensitive-factor attachement protein receptor), koji su
kodirani u genomima svih eukariota i odreduju koje ¢e se vezikule fuzionirati. Specifi¢nost u

fuziji membrana je vrlo vazna jer osigurava pravilni promet membranskih vezikula i njihovog
6

sadrzaja u stanici. !

okolina

000000000000

membrana
‘vezikula
citoplazma
Slika 8. Organizacija lipida u stani¢noj membrani- Slika 9. Proces egzocitoze, izluCivanje
hidrofobni dijelovi okrenuti jedni prema drugima, a sadrzaja vezikule u okolinu stanice
hidrofilni prema unutra$njosti stanice i prema okolini. posredovanjem SNARE-proteina. (Preuzeto i
(Preuzeto 1 prilagodeno prema 14) prilagodeno prema 15)

Karla Srnec, studentica 3. godine Preddiplomskog sveu¢iliSnog studija KEMIJA Zavrsni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 17

2.2.2. Fuzija membrana

Fuzija membrana je jedan od temeljnih procesa koji se odvija u svim zZivim organizmima, U
kojem se dva odvojena lipidna dvosloja stapaju u jednu cjelinu. Proces je od kljuéne vaznosti
u dogadajima poput virusne infekcije, oplodnje stranice, unutarstani¢nom transportu i
oslobadanju neurotransmitera. Taj strogo kontrolirani proces ovisi o lipidnom sastavu stanice,
regulacijskim proteinima, specifi¢nim interakcijama izmedu proteina i lipida te podrazajima
koji poticu taj proces.

Uloga bioloske membrane je da odvaja sadrzaj stanice od okoline i upravlja
kontroliranim protokom tvari u stanicu i iz stanice. Spontana fuzija membrana u zivim
organizmima je sprijeCena zbog elektrostatskih odbojnih sila izmedu negativno nabijenih
membranskih povrS$ina, i zbog hidrostatskog odbijanja koje je posljedica organizacije uredene
vode oko povrSine membrane. Energija potrebna za savladavanje energetske barijere pri
membranskoj fuziji poti¢e od specijaliziranih fuzijskih proteina, u sluéaju egzocitoze, skup

SNARE proteina udruzenih u kompleks koji se naziva trans-SNARE kompleks.

SNAP-25
/ oy s 4
-y SO 5 S0
- . —
2 -
}}v sintaksin-1A

Slika 10. Topologija SNARE kompleksa koji se sastoji od sintaksin-1A (crveno),

(e

P

sinaptobrevin

sinaptobrevina (plavo) i dva SNAP-25 (snl i sn2, oba zeleno) proteina (Preuzeto i

prilagodeno prema 1)

Egzocitoza, u kojoj se tvari izbacuju iz stanice u medustani¢ni prostor, je kompleksni proces u
kojem se membrane najprije trebaju prepoznati, njihove povrSine se priblizavaju i1 uklanja se
voda sa polarne glave lipida, struktura lipidnog dvosloja se potom izobli¢i i dolazi do fuzije

vanjskog sloja lipida, odnosno hemifuzije, a iza toga slijedi kona¢na fuzija lipidnih dvosloja.
16
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Slika 11. Shematski prikaz
fuzije membrana i
interakcije proteina na
membrani stanice-
sinaptobrevin (crveno),
sintaksin (ljubicasto)

(Preuzeto iz *°)

U prvoj fazi procesa fuzije membrana, dolazi do
priblizavanja (engl. docking) dviju membrana pri ¢emu
blizak kontakt sa

sinapticka vezikula dolazi u

plazmatskom membranom te dolazi do interakcije
proteina na membranama. v-SNARE (od eng. vesicle
SNARE) protein, sinaptobrevin, se nalazi na povrsini
vezikule, a t-SNARE (od engl. target SNARE) proteini,
sintaksin i SNAP-25, se nalaze na povrsini ciljne
membrane. Ti proteini se u procesu fuzije membrana
udruzuju u trans-SNARE kompleks (slika 11A). Energija
koja se oslobada formiranjem trans-SNARE kompleksa
koristi se za priblizavanje membrana, pri Cemu se
prevladavaju odbojne sile izmedu negativno nabijenih
membrana koje se ujedno djelomi¢no dehidratiraju.

SNARE
kompetentne za fuziju (engl. priming step). Fuzija

Stvaranje kompleksa  ¢ini  membrane

membrana je nakon toga potaknuta izlu€ivanjem kalcija
(Ca™),

meduprodukata

pri ¢emu je formiranje 1 stabiliziranje
fuzije omogucéeno konformacijskim
promjenama i dinamikom SNARE molekula (slika 11B).
Uspostavlja se hidrofobni kontakt izmedu membrana
koje se savijaju te se lipidi u vanjskom fosfolipidnom
sloju dviju membrana po¢inju mijesati. Pri tome nastaje
struktura oblika stabljike (engl. stalk)(slika 11C), , iza
Cega slijedi elongacija tog podru¢ja (slika 11D). Na
kraju se unutarnji slojevi lipida dviju membrana po¢inju
mijesati $to vodi formiranju pore (slika 11E). Pora se
povecava sve dok ne nastane veca vezikula iz dvije
manje vezikule ili sve dok se svi lipidi manje vezikule ne

ugrade u ciljhu planarnu membranu. *°
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2.2.3. Strukturni model SNARE-proteina i njihove interakcije u egzocitozi
SNARE-proteini sa¢injavaju veliku superobitelj proteina koja ima vise od 60 ¢lanova i nalazi
se i u kvas€evim stanicama i stanicama sisavaca. Strukturni motiv je oCuvana uvijena
zavojnica koja sadrzi 60-70 aminokiselina koje oznacavaju tzv. SNARE motiv. Ti motivi su u
sinaptobrevinu i sintaksinu povezani peptidnim transmembranskim domenama (TMD) na C-
Kraju pomocu male regije poveznice (engl. linker region).
Trans-SNARE kompleks se sastoji od 4 zavojnice koje su medusobno paralelne.
Daljnje sklapanje kompleksa prevodi trans-konfiguraciju u cis u kojoj su SNARE proteini
potpuno presavijeni i smjeSteni na istoj membrani. Tre¢i interakcijski partner je SNAP-25,
koji se sastoji od 2 SNARE motiva koji su povezani sa regijom poveznicom i pomocu
nekoliko palmitoilnih repova pri¢vri¢eni za plazmatsku membranu. Regija poveznica, koja
spaja SNARE motiv i transmembransku domenu, ima pozitivno nabijene aminokiselinske
ostatke koji su potrebni za mijeSanje membranskih lipida i potpunu fuziju membrana. Ta

regija sluzi za prijenos sile ¢ime pomaze napredovanju stresa koji je generiran u procesu

fuzije membrana.
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Slika 12. Strukturni model SNARE kompleksa AR ;%) iy iz 1D
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Transmembranske domene proteina sintaksina . ¥ .

1 sinaptobrevina su smjestene u pocetnim
P ! P Slika 13. Strukturni model cis-SNARE kompleksa nakon

fuzije membrana, koji se sastoji od dva SNAP-25, jednog

membranama

(Preuzeto iz *°)

sintaksina i jednog sinaptobrevina (Preuzeto iz *°)
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2.2.4. Uloga TMD-a i vaznost interakcija izmedu lipida i proteina u fuziji membrana

Dvije vazne uloge transmembranskih domena su formiranje stabljike (engl. stalk) i ostalih
hemifuzijskih prijelaznih stanja i unaprjedivanje fuzije do samog kraja, sa kona¢nim
mijeSanjem unutarnjih lipida i formiranjem pore. Jedna od uloga TMD-a u formiranju pore je
kretanje nenabijenog C-kraja TMD-a u unutra$njost membrane, $to je inducirano silom
vucenja SNARE kompleksa. Formiranje i ekspanzija fuzijske pore je kriticni korak za
kona¢nu 1 potpunu fuziju membrana. Pokazano je da uspostavljanjem kontakta izmedu TMD-
ova izmedu t- i V-SNARE proteina pomaze mijesanju lipida.
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Slika 14. Alternativni mehanizam formiranja fuzijske pore umetanjem C-kraja TMD-a u

unutra§njost membrane. (preuzeto iz '®)

Vazni faktor u brzoj regulaciji egzocitoze u prijenosu neurotransmitera je multimerizacija
SNARE kompleksa. Da bi SNARE-proteini bili funkcionalni u egzocitozi, trebaju precizno
prepoznavati ciljane regije koje definiraju mjesta inicijacije fuzije u membrani sa kojom se
stapaju. Velika gustoca SNARE proteina je zabiljeZena u membranama sinaptic¢kih vezikula,
kao i u plazmatskim membranama. Tu su SNARE-proteini organizirani u klastere, $to
omogucuje brzu interakciju sa komplementarnim partnerima i tako se smatra da je gustoca
SNARE proteina najvazniji parametar u odredivanju kinetike fuzije membrana i doseg do
kojeg se liposomi stapaju.

Pri prvom kontaktu membrana koje se priblizavaju, uredena voda se treba maknuti, a
lateralna tenzija savladati. I da bi se strukturna pregradivanja membranskih lipida tijekom
fuzije mogla odviti, fuzijski peptidi reduciraju energetsku barijeru za proces fuzije pomocu
speciﬁénih protein-protein i protein-lipid interakcija. Pri tome, sklonost membrane prema

Kljuéni korak na pocetku fuzije membrana je uspostavljanje hidrofobnog kontakta

izmedu membrana, primjerice ispruZanjem lipida, §to je potpomognuto prisutnos¢u SNARE-
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proteina, ¢ime je pokazana njihova dodatna uloga u destabilizaciji u neposrednoj lipidnoj
okolini. Opéenito, brzina fuzije membrana se pove¢ava smanjenjem radijusa vezikule.

| plazmatska membrana i membrana vezikule sadrze negativno nabijene lipide u
unutarnjem 1 vanjskom sloju, sto u pocetku uzrokuje njihovo odbijanje i sprjecava spontanu
fuziju. To doprinosi to¢nosti trenutka membranske fuzije pomocu dodavanja dvovalentnog
kationa, najcesée kalcija. Tim kationom se zasjenjuje negativni naboj lipida i premoscéuje
membrane, na nacin da se one vezu na oba kraja iona.

Kolesterol takoder ima ulogu tijekom membranske fuzije i egzocitoza se naglo
smanjuje u njegovoj odsutnosti. Kolesterol mijenja vrijeme zivota pojedinih intermedijera pri
fuziji membrana, mijenja zakrivljenost membrana i direktno intereagira sa fuzijskim
proteinima, $to rezultira promjenom njihove distribucije. SNARE-proteini su obi¢no

smjeSteni u podrucjima bogatim kolesterolom. 16

2.2.5. Regulacijski proteini u egzocitozi potpomognutoj SNARE-proteinima

Osim SNARE-proteina koji su opisani kao generatori energije u intracelularnoj egzocitozi,
postoji niz regulacijskih proteina poput Munc18-1, sinaptotagmin i kompleksin koji su u
eukariotskoj stanici esencijalni za egzocitozu. Oni omogucuju da egzocitoza bude prostorno
precizno regulirana u trenutku pristizanja signala, posebice oslobadanje neurotransmitera
potaknuto izlugivanjem Ca?* iona. Muncl8-1 protein je direktno vezan za sintaksin u
zatvorenoj konfiguraciji i time regulira dostupnost sintaksina za formiranje SNARE-
kompleksa. Konformacijska promjena u odredenoj domeni Muncl8-1 proteina pokrece
uspostavljenje prvog kontakta izmedu membrana(engl. priming). Kompleksin je specifi¢ni
ligand koji povezuje srz SNARE-kompleksa i kontrolira prijenos sile koja se generira
formiranjem SNARE-kompleksa. Takoder pomaze u prostornom pozicioniranju SNARE-
kompleksa u stanju prije fuzije membrana i omoguéuje sinkronizaciju fuzije tako Sto
povecava bazen sinaptickih vezikula. Sinaptotagmin pak pokrece fuziju nakon stimulacije

kalcijem Ca®* .1
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sinaptobrevin
sintaksin SNAP-25

Slika 15. Shematski prikaz interakcije proteina SNARE-kompleksa u sinapsi. (Preuzeto

iZ 17)
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2.3. Mehanizam djelovanja neurotoksina botulina

2.3.1. Botulinski neurotoksin

Neurotoksini botulina su najotrovniji poznati toksini medu svim bakterijskim, Zivotinjskim,
biljnim 1 kemijskim otrovnim spojevima, Kkoji intereagiraju i napadaju jedan od
najkompleksnijih fizioloSkih procesa, neuroegzocitozu visih organizama. Glavni razlog
visoke toksicnosti je kumulativni efekt niza koraka, gdje svaki korak ima ograni¢eni uc¢inak, a
letalna doza za ¢ovjeka iznosi 1ng/kg. Da bi se inducirao botulizam kod odraslih dovoljno je
unijeti 30 ng oralnim putem, ¢ime se pokrece niz neuroloskih oboljenja poput paralize ili
disautonomije, a u ozbiljnijim slucajevima moze biti smrtonosan bez lijecenja. Botulizam kod
ljudi je najceS¢e uzrokovan konzumiranjem zarazene hrane (koja je neadekvatno ocuvana).

Produkcija neurotoksina botulina je zabiljezena kod gram-pozitivnih, sporogenih
anaerobnih bakterija koje pripadaju rodu Clostridium. Medu vise od 200 Clostridium vrsta,
njih 15 proizvodi vrlo potentne toksine koji su uzro¢nici paralizirajuéih neurokotsina kod
biljaka 1 Zivotinja. lako ne postoji strategija kojom bi napali i prezivjeli u domacdinima
kraljeznjaka, bakterije su evoluirale u proizvodnji potentnog toksina koji ima za cilj napasti
specifi¢ni proces neuroegzocitoze, pri ¢emu S€ razmnozavaju 1 zive na jednom mjestu, a
domacina ubijaju na zna€ajnoj udaljenosti od tog mjesta. Kona¢ni u¢inak djelovanja toksina je
inhibicija neurotransmisije acetilkolina na perifernom dijelu Ziv€anog sustava.

Za razliku od ostalih bakterijskih bolesti gdje bakterije koloniziraju organizam u
kojem se nastane, bakterije C. botulinum proizvode toksin koji ima u¢inak na kona¢nu metu -
Ziv€ane zavrSetke u organizmu domacina, §to je kronoloski i prostorno na velikoj udaljenosti
od mjesta razmnozavanja bakterija. Intoksikacija organizma se moze dogoditi mnogo dana,
¢ak 1 godina nakon $to je neurotoksin sintetiziran te ¢ak i nakon smrti bakterija. To je moguce
zbog velike stabilnosti kompleksa neurotoksina botulina sa ne-toksi¢nim ne-
hemaglutininskim proteinom koji je otporan na kiseli pH i proteoliti¢ku degradaciju (uvjeti u
probavnom sustavu). I zbog toga, botulinski toksin moze pro¢i kroz probavni sustav u
neaktiviranom obliku. Bez oSte¢enja mogu prolaziti kroz fizicke barijere poput Zeluca i
crijevnog epitela. Sirenje botulinskog toksina kroz krv i limfu omoguéuje dolazak do
perifernih ziv€anih zavrSetaka. lako nemaju direktni pristup srediSnjem Zzivéanom sustavu
kroz krvno-mozdanu barijeru, i najmanja koli¢ina botulinskog toksina moze do¢i do

srediSnjeg ziv€anog sustava koriste¢i mehanizam transcitoze kod neurona.
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Neurotoksini botulina su jednolan¢ani proteini molekulske mase od oko 150 kDa, koji

se cijepa u domacinu na teski (~100 kDa) i laki(~50 kDa) lanac, koji su povezani disulfidnim

mostom. Istovremeno sa sintezom botulina sintetiziraju se ne-toksi¢ni ne-hemaglutininskim

protein, nekoliko hemaglutinina ili proteini nepoznatih svojstava. Ovi proteini s botulinom

stvaraju netoksi¢ne botulinske komplekse. Ne-toksi¢ni ne-hemaglutinin na trodimenzijskoj

strukturnoj razini nalikuje botulinskom toksinu, ali nema neurotoksic¢nu aktivnost. Asocijacija

s tim proteinom kompleksu daje dugoro¢nu stabilnost. Postoji mnogo identificiranih vrsta i

podvrsta botulinskog toksina koji se jo$ dalje mogu podijeliti prema mjestu cijepanja proteina,

vrsti bakterija koja ih proizvodi, vrsti botulizma koje uzrokuju i dr. *®

Slika 16. Kristalna struktura neurotoksina
19)

botulina serotipa A. (Preuzeto iz

teski lanac

translokacijska domena  receptor vezujua domena

F ——
S

kataliticka domena

mjesio cijepanja

laki lanac

Slika 17. Shematski prikaz strukture neurotoksina botulina.

(Preuzeto iz %)
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2.3.2. Botulinski neurotoksin selektivno prepoznaje Zivéane zavrsetke
Izvanrednu specifi¢nost prema neuronima ovi toksini duguju vezanju C-kraja teSkog lanca
botulinskog toksina za ciljanu ziv€anu stanicu, kroz interakciju s membranskim receptorom
izgradenim od gangliozida (sa salicilnom kiselinom na zavrSecima), koji se ponasaju kao
receptori niskog afiniteta kod kraljeznjaka. Kompleksnih gangliozida u vanjskom sloju
plazmatske membrane zivéanog zavrSetka ima puno, a to su takoder oblici gangliozida koje
botulinski toksini preferiraju (viSe nego jednostavnije gangliozide). Vezanje je takoder
potpomognuto receptorima  visokog afiniteta, koji  sadrze  glikoproteine.
Dakle, botulinski neurotoksini prepoznavaju specificne receptore na ciljnoj ziv¢éanoj
stanici, medutim nemaju razvijeni nikakvi iznimni afinitet prema zivéanim zavr$ecima.
Ovisno o taksinotipu botulinskog toksina, proteinski receptor je jedan od membranskih
proteina  zdruzenih s  vezikulama: N-vezan glikan-SV2 ili  sinaptotagmin.
Dva vezna mjesta za glikoproteine i gangliozide Zivéanih zavrSetaka su identificirani
na C-kraju teSkog lanca botulinskog toksina. Nekoliko vrsta botulinskog toksina koji
intereagiraju sa sinaptotagminom Kkoriste dodatnu interakciju sa membranskim lipidima
pomoc¢u hidrofobne petlje u njihovom teSkom lancu, locirano izmedu veznog mjesta za
gangliozid i sinaptotagmin. Tako, teski lanac nastoji maksimizirati interakciju botulinskog
toksina sa neuronskim krajem. SV2 i sinaptotagmin su integralni proteini membrane
sinaptickih vezikula, €ija unutarnja domena je izloZena Ziv€anom zavrSetku kod kolapsa
sinapti¢ke vezikule sa plazmatskom membranom, kod egzocitoze neurotransmitera. Time se
botulinski toksin zadrZava unutar reciklirane sinapticke vezikule, dolazi do zakiseljavanja,
koje onda vodi translokaciji lakog lanca u citosol, a istovremeno se disulfidni most izmedu
lakog 1 teSkog lanca reducira. Laki lanac je osloboden u citosol 1 dolazi do izrazaja njegov
kataliticki efekt. Reciklirana sinapti¢ka vezikula se prema tome ponasa kao trojanski konj koji
donosi neurotoksine do ziv€anog zavrsetka, Sto je nekoliko desetaka ili stotina nanometara
udaljeno od njihove konacne molekulske mete: SNARE-proteina.
Laki lanac botulinskog toksina je metaloproteaza ovisna o cinku i u citosolu neurona
cijepa jedan od tri vrste SNARE-proteina: SNAP-25, sinaptobrevin ili sintaksin. Obzirom da
SNARE-proteini upravljaju fuzijom sinapti¢kih vezikula sa plazmatskom membranom kod
egzocitoze, cijepanje SNARE-proteina uzrokuje blokadu egzocitoze neurotransmitera koji
ovise o ionima kalcija. Takva vrsta inhibicije neurotransmisije je dugotrajna. Zivotni vijek

botulinskog toksina u medustani¢nom prostoru traje nekoliko dana, ali u citosolu neurona
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moze trajati nekoliko tjedni ili mjeseci. Razlog dugovjecnosti toksina u citosolu je njegova
interakcija sa ubikvitin-ligazom, enzimom koji sudjeluje u razgradnji proteina u stanici. Ta
interakcija sprjeCava njegov ulazak u proteasom gdje bi se razgradio. Tako je inhibicija
egzocitoze omogucena tijekom dugog vremena, unatoC brzoj ponovnoj sintezi pocijepanih

SNARE-proteina. *®

eGusenje vodi do smrti domacina
oPovecani udio paraliziranih miSicnih tkiva
eMisi¢na slabost misSica zdrijela i respiratomog sustava
oParaliza misicnog vlakna zbog manjka akcijskog potencijala
ePost-sinapticki odgovori
eCijepanje SNARE kompleksa izraZzeno zbog

zauzimanija veznih mjesta ostecenim sinaptickim vezikulama
einhibicija fuzije sinapticke vezikule sa plazmatskom membranom

(sprijeceno otpustanje acetilkolina)
oProteoliticko cijepanje SNARE kompleksa lakim lancem toksina
eTranslokacija lakog lanca toksina pri zakiseljavanju recikliranjem sinapticke vezikule
elnternalizacija toksina koristenjem reciklirane sinapticke vezikule kao trojanskog konja
Specificno vezanje teskog lanca toksina za periferni ZivCani kraj
eSirenje toksina tijelom cirkuliranjem tjelesnih tekucina
eBotulinski toksin prelazi crijevnu barijeru
eUnosenje toksina od strane domacina bez degradacije botulinskogtoksina
eSinteza kompleksa botulinskog toksina
oRast bakterija
eKlijanje spora

Slika 18. Shematski sazetak koraka pri intoksikaciji neurotoksinom botulina

(Preuzeto iz i prilagodeno prema )
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Dva su razloga visoke smrtnosti botulinskog toksina: prvi je taj Sto neurotoksini napadaju
sustav komunikacije izmedu neurona i miSi¢a ili neurona i zlijezda, bez kojih je zivot
nemogu¢, a drugi taj Sto imaju korake koji ¢e optimizirati ili pojacati njihov Stetni ucinak.
Tako, botulinski toksini nisu toliko aktivni koliko su efektivni u svojem djelovanju.
Kombinacija svih koraka in vivo, gdje je svaki korak limitiran u uéinku, ostvaruje znacajni
efekt zbog akumulacije svih koraka. Za razliku od vecine ostalih bakterija, C. botulinom ne
uzrokuje smrt stanice koju napada, Sto je vrlo neuobifajena situacija za bakteriju koja u
konacnici moze uzrokovati smrt vecih organizama.
Cijepanjem SNARE-kompleksa, onemogucéeno je oslobadanje acetilkolina iz sinaptickih
vezikula, ¢ime je onemogucena miSi¢na kontrakcija, ¢cime dolazi do slabosti miSic¢a zdrijela i

disnog sustava i posljedi¢ne smrti gusenjem.
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neuromisicna sinapsa
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Slika 19. Usporedba mehanizma otpustanja neurotransmitera pri uobic¢ajenim
21
)

uvjetima i pri izlaganju botulinskom neurotoksinu. (Preuzeto iz
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2.3.3. Botulinski toksin u tretiranju neuropatske boli

Posljednjih 40-ak godina, toksin botulina koristi se u terapiji raznih neuropatskih oboljenja
poput distonije, ukoCenosti miSi¢a i miSi¢nih spazama, odnosno gréeva. Distonije su
karakterizirane kao dugotrajne misiéne kontrakcije koje mijenjaju drzanje tijela.”
Primjenjuje se takoder i kod strabizma ili razrokosti, stanja u kojem oc¢i nisu medusobno
pravilno usmjerene, jer uzrokuje dugoro¢ne, ali povratne paralize primjenjivanjem manjih
koli¢ina botulinskog toksina lokalno. Ono §to je zajednicko svim primjenama je ¢injenica da
je botulinski toksin apsorbiran sa neuromuskulatorne spojnice ili parasimpatickog aksonskog
zavrSetka do motorickog neurona, jer je toksin odgovoran za ne-oslobadanje acetilkolina.
Vazno je naglasiti da su ti efekti lokalni, a ne sistemski rasporedeni duz organizma. Serotipovi
botulinskog toksina A i B su efektivni u tretiranju neuropatije; oSteCenja ili lose funkcije
perifernih zivaca. Osim ve¢ spomenutog mehanizma djelovanja botulinskog toksina, postoji
mehanizam u kojem se inhibira izlu¢ivanje medijatora boli od Ziv¢anih zavrsetaka i reducira
lokalnu upalu oko Zivcanih zavrSetaka, deaktivira natrijeve kanale i aksonski transport.
Spomenut ¢emo pet slucajeva tretiranja neuralgije neurotoksinom botulina koji su klinic¢ki
dokazani. Prvi je tretiranje trigeminalne neuralgije, vrlo jake probadajuce i sijevajuce boli lica
koja nastaje uslijed oste¢enja petog mozdanog zivca koja traje od nekoliko sekundi do
nekoliko minuta.?® Injektiranjem prilagodene koli¢ine botulina, zabiljeZeno je smanjenje u
ucestalosti boli i brojc¢ani iskaz boli pomocu vizualno-analogne ljestvice boli, koja predstavlja
subjektivnu ocjenu boli izmedu 0 (stanje bez boli) i 10 (stanje maksimalne boli). Drugi
zabiljezen slucaj je tretiranje dijabeticke neuropatije, oSteCenja Zivaca uslijed nekontrolirano
visoke razine Secera u krvi, koju karakterizira osje¢aj mravinjanja i pecenja i koji se od prstiju
Siri do lakata i od stopala do koljena. Takoder je zabiljezeno smanjenje boli prema
neuropatskoj ljestvici boli. Treé¢i slucaj je okcipitalna neuralgija, vrsta kroni¢ne glavobolje,
koju karakterizira pulsirajuca ili probadajuc¢a bol u straznjem dijelu glave. Zabiljezeno je
poboljsanje u o$troj boli, no ne i u nesto slabijoj dugotrajnoj boli. Daljnji zakljucci i
istrazivanja vezana uz djelovanje botulinskog toksina u svrhu oslobadanja okcipitalne boli su
jos potrebni. Cetvrti sluéaj je tretiranje postherpetiéne neuralgije, bolnog sindroma koji se
javlja kao posljedica infekcije virusom herpes zosterom. Terapija botulinom je dovela do
poboljsanja kvalitete sna, ¢iji u¢inak je trajao 16 tjedana (za polovicu ispitanika) te smanjila
ocjenu boli na vizualno-analognoj skali boli sa 10 na 1, ¢iji ucinak je trajao 52 dana. Peti

slu¢aj je postoperativna neuralgija, kroni¢na bol nakon operativnog zahvata, koja se razlikuje
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od uobicajene kratkotrajne boli. Tretiranje botulinom intradermalno je poboljsalo ocjenu na
vizualno-analognoj skali boli, osjecaj pecenja, postoperativnu bol, a upotreba analgetika je
zna¢ajno smanjena. Prema podacima navedenim u istrazivanju, sva tretiranja boli osim
okcipitalne neuralgije, koja zahtjeva dodatna istrazivanja, bila su provedena uz placebo

kontrolnu grupu. 2*

2.3.4. Botulinski neurotoksin u zatezanju koze

Efekt paralize miSica lica je jedna od primjena botulinskog toksina u kozmetickoj industriji, s
ciljem uklanjanja bora lica i vrata koje su povezane sa starenjem. Botulinum toksin A je
najceSce koristen serotip toksina. Njegova ucinkovitost je demonstrirana kroz nasumicna
ispitivanja koja su bila kontrolirana placebo grupom. Efekt zatezanja koze se smanjuje nakon
30 dana, a medijan trajanja klini¢kih blagodati je pokazano da traje barem cetiri mjeseca.
Negativne posljedice koje se mogu javljati nakon tretiranja botulinskim toksinom su

glavobolje, hematomi (krvni podljevi) ili pojava modrica. °
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