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Deskriptori: Botulinum toksin, tip A — toksi¢nost, farmakologija, terapijska upotreba; Neuromuskularna spojnica — uéinci
lijeka; Kolinergi¢na vlakna — u¢inci lijeka; Presinapticki terminal — ucinci lijeka; Botulizam — dijagnoza

Sazetak. U anaerobnoj bakteriji Clostridium botulinum nastaje sedam razli¢itih serotipova botulinum neurotoksina (A-G),
koji prijece lucenje acetilkolina iz motorickih i autonomnih kolinergi¢nih zivaca. Najpoznatije i najvise istrazivano mjesto
djelovanja botulinum toksina tipa A (BT-A) jest neuromuskularna veza gdje cijepa SNAP-25, jedan od tri klju¢na proteina
pri neuroegzocitozi. Posljedica je dugotrajna paraliza zahva¢ene neuromuskularne veze. Iako je BT-A jedna od najtoksi¢ni-
jih tvari u prirodi koja uzrokuje botulizam, posljednjih dvadesetak godina injiciranje nanogramskih koli¢ina u specifi¢ne
misi¢e rabi se u terapiji razli¢itih poremecaja karakteriziranih pove¢anom misi¢nom kontrakcijom, poput distonija,
spasti¢nosti u djecje paralize i sl., ali i u poremecaja autonomnoga zivéanog sustava, kao $to je hiperhidroza. Dugotrajno
djelovanje (nekoliko mjeseci) nakon jednokratne ciljane primjene osnovno je obiljezje terapije s BT-A. lako se o akutnome
mehanizmu djelovanja na neuromuskularnu vezu najvise zna, jo$ nije razja$njeno na koji na¢in BT-A prolazi kroz epitelne
barijere, niti koji je mehanizam specifi¢énog prepoznavanja perifernih kolinergi¢nih ziv€anih zavrSetaka. Posebno je vazno
da mehanizam dugotrajnog djelovanja, §to je temelj klini¢ke uporabe BT-A, za sada nije dovoljno jasan.

Descriptors: Botulinum toxin type A — toxicity, pharmacology, therapeutic use; Neuromuscular junction — drug effects;
Cholinergic fibers — drug effects; Presynaptic terminals — drug effects; Botulism — diagnosis

Summary. Anaerobic bacterium Clostridium botulinum produces seven different serotypes of botulinum neurotoxins
(A-G), which specifically act at the peripheral cholinergic nerve terminals blocking the release of acethylcholine. Primary
site of action of botulinum toxin type A (BT-A) is neuromuscular end plate where it specifically cleaves SNAP-25, one of the
proteins necessary for neuroegzocytosis. The consequence is long-lasting muscle paralysis. Although BT-A is one of the
most potent toxins in nature, over the last 20 years, intramuscular injections of nanogram quantities of BT-A have been used
to treat various conditions characterized by increased muscle contraction, like dystonias, spasticity related to cerebral palsy
etc but also for autonomic nervous system disorders, like hyperhydrosis. Long duration of action (several months) after
peripheral application is the most prominent feature of the toxin’s action. Although the acute mechanism of action on
neuromuscular junction is largely investigated, there are still some unknowns related to: the passage of BT-A through
epithelial barriers, specific recognition of peripheral cholinergic neurons. The mechanism of long duration of action, which
is the base of therapeutic use of BT-A, is poorly understood.
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Clostridium botulinum je gram-pozitivna sporogena bak-
terija koja u anaerobnim uvjetima prelazi u vegetativni oblik
te koja stvara sedam razli¢itih serotipova botulinum toksina,
itotip: A, B, Cl, D, E, F i G. Ovi toksini djeluju specifi¢no
na perifernim kolinergi¢nim zivéanim zavrSecima, gdje
prijeCe egzocitozu acetilkolina. Serotipovi A, B, E i katkad F
uzrokuju botulizam u ljudi, dok su serotipovi C, D i E odgo-
vorni za botulizam u drugih sisavaca, ptica i riba. Razlike u
osjetljivosti vrsta na pojedine serotipove nisu do kraja
objasnjene.!

Spore Clostridium botulinuma otporne su na visoke tem-
perature, a Cesto se nalaze u zemlji, vodenim nanosima i
ribama. U anaerobnim uvjetima, ako sredina nije previse
kisela (manja opasnost od zakiseljenih zimnica i sl.), razviju
se vegetativni oblici koji stvaraju botulinum toksin(e), ¢iji je
uc¢inak bez lijeCenja vrlo ¢esto smrtonosan.!

Ovim preglednim radom prikazat éemo osnovne osobine
djelovanja botulinum toksina tipa A (BT-A) na periferni
kolinergi¢ni sustav. Upravo je taj u¢inak temelj trovanja, ali
i temelj danasnje ciljane terapijske primjene BT-A.

Struktura BT-A

BT-A se stvara kao kompleks od 900 kDa, a ¢ini ga neu-
rotoksi¢na — bioloski aktivna komponenta veli¢ine 150 kDa
i netoksi¢ni proteini. Netoksi¢ni proteini nisu fizioloski ak-

tivni, ve¢ se smatra da Stite bioloski aktivni dio molekule od
proteolize i denaturacije pri visokoj temperaturi ili kiselom
pH, npr. u probavnom sustavu prilikom peroralnog trovanja
toksinom. Bioloski aktivni dio molekule oblikuju dva lanca
povezana disulfidnom vezom, a ¢ini ga 1296 aminokise-
lina.? Dugi lanac, veli¢ine oko 100 kDa, odgovoran je za ve-
zanje neurotoksina za presinaptiCke membrane, dok kratki
lanac (50 kDa) posjeduje endopeptidaznu aktivnost te spe-
cifi¢no cijepa klju¢ne proteine u procesu vezanja sinaptickih
mjehuri¢a s membranom.? Trodimenzionalna struktura po-
kazuje da se aktivni dio BT-A sastoji od tri domene, svaka
veli¢ine oko 50 kDa. Dugi lanac ¢ine dvije domene, i to
jedna — vezuca domena, odgovorna za vezanje neurotoksina
za membranu, dok druga — translokacijska domena omo-
gucuje ulazak toksina u stanicu. Treca, kataliticka domena
BT-A je aktivna i posjeduje endopeptidaznu aktivnost (krat-
ki lanac) (slika 1).4
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Slika 1. Shematski prikaz aktivnog dijela molekule botulinum toksina tipa A
Figure 1. Structure of active part of botulinum toxin type A

Botulizam

Od svih sedam serotipova botulinum toksina najotrovniji
je BT-A, pri ¢emu se procjenjuje da je za Covjeka letalna
doza kristali¢nog toksina oko 70 pg kod peroralnog uno-
Senja, 0,09-0,15 pg zbog intravenske i intramuskularne
primjene, odnosno 0,70-0,90 pg ako se inhalira, $to ga ¢ini
najpotentnijim otrovom u prirodi te predstavlja i prijetnju
kao potencijalno bojno oruzje.> Mehanizam ulaska BT-A u
organizam razmjerno je slabo istrazen. Toksin u organizam
moze uéi putem probavnog trakta, udisanjem i putem rana.>°

Premda je rije¢ o velikoj proteinskoj molekuli, ona se
uspijeva apsorbirati iz probavnog trakta. Tako BT-A pri-
pada rijetkim proteinskim molekulama koje odolijevaju uv-
jetima u zelucu i crijevima te se uspijevaju apsorbirati i
zadrzati biolosku aktivnost/toksi¢nost. Nedavnim je istra-
zivanjem fluorescentnim oznacavanjem molekule toksina i
vizualizacijom njegova kretanja kroz probavni sustav poka-
zano da se toksin veZe na apikalnoj povrs$ini epitelnih stanica
tankog crijeva, nakon Cega se internalizira kroz apikalnu
membranu (unutar 5 min). Nakon internalizacije, molekule
toksina se rasprse po citosolu te migriraju prema bazolate-
ralnoj membrani epitelnih stanica kroz koju prolaze transci-
tozom nepromijenjene.’

Kao i u slu¢aju stanica probavnog sustava, alveolarne epi-
telne stanice ili stanice nazalnog epitela vezu i prenose tok-
sin u smjeru bazolateralne membrane gdje on izlazi iz sta-
nica u nepromijenjenu, aktivnom obliku.®

Nakon ulaska u sistemsku cirkulaciju, pretpostavlja se da
BT-A izlazi iz krvnih zila, difundira kroz izvanstaniéni pro-
stor te kona¢no dolazi do ciljnih organa, tj. kolinergi¢nih
ziv€anih zavrSetaka. Medutim, mehanizam prolaska kroz
endotelne barijere jo§ nije dovoljno istrazen. Mogucée je da
se, kao 1 kod stanica probavnog sustava, radi o endocitozi i
transcitozi, a mogu¢ je i paracelularni prolazak. UvrijeZeno
je misljenje da BT-A ne prolazi krvno-mozdanu barijeru
budu¢i da su simptomi botulizma uglavnom posljedica peri-
ferne blokade kolinergi¢nih zivaca.

Moguce je razlikovati nekoliko klini¢kih tipova trovanja
botulinum toksinima — obi¢no ih se spominje pet: klasi¢ni
botulizam nastao trovanjem hranom (food-borne botulism),
infantilni botulizam (infant botulism), skriveni botulizam
(hidden botulism), botulizam iz rana (wound botulism) te
profesionalni botulizam. GodiSnje se u SAD-u prijavi oko
200 slucajeva razli¢itih oblika botulizma.’

Klasicni, i naj¢eséi oblik botulizma, nastaje zbog trovanja
hranom kontaminiranom neurotoksinom, i to najéescée kon-
zerviranom hranom kuéne proizvodnje (zimnica, kukuruz,
$paroge, mrkva, krumpir).>

Infantilni, sve ¢es¢i oblik botulizma, karakteristi¢an je za
dojencad (3—9 mjeseci) zbog specijalnih uvjeta probavnog
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trakta, a naziva se jos i intestinalnim oblikom. Za razliku od
klasi¢nog oblika, rije¢ je o kombinaciji infekcije i intoksika-
cije. Iz spora unesenih u organizam putem hrane, u povolj-
nim uvjetima, razvija se vegetativni oblik bakterije koja in
vivo stvara toksin. Smatra se da je ovaj oblik botulizma
najéesce uzrokovan konzumiranjem meda. Tako su, na pri-
mjer, ispitivanja meda u Kaliforniji i Brazilu pokazala da je
¢ak 7% do 10% uzoraka sadrzavalo spore Clostridium botu-
linuma >

Skriveni botulizam je naziv za intestinalni oblik botu-
lizma, ali u odraslih. Zbog abnormalnih uvjeta u probavnom
sustavu, kao Sto su aklorhidrija, promjene zbog kroni¢ne an-
tibiotske terapije ili kirurskih zahvata na probavnom sustavu
i sl., iz unesenih spora razvija se vegetativni oblik bakterije
koji stvara toksin.’

Botulizam nastao infekcijom rana sve je ¢e§éi, posebno
zbog sve veceg broja ovisnika o drogama. Ovisnici su za-
razeni nizom patogenih organizama, pa tako i s Clostridium
botulinum, koja je u supkutanom apscesu izvor botulinum
toksina. Prvi je put ovaj oblik botulizma opisan kod ovisnika
osamdesetih godina u SAD-u, da bi danas postao jedan od
¢es¢ih oblika botulizma u SAD-u, ali i u Velikoj Britaniji,
gdje su od pocetka 2000. godine do prosinca 2002. godine
dijagnosticirana 33 slu¢aja intoksiciranih ovisnika.®

Profesionalni oblik botulizma moze nastati zbog izlo-
zenosti toksinu u laboratorijima ili pri njegovoj industrijskoj
proizvodnji, pri ¢emu je najceséi put zaraze inhalacija tok-
sina. Blagi oblik botulizma moze nastati i kao nuspojava te-
rapijske primjene, a zbog sistemskog Sirenja toksina.’

Klinicke manifestacije botulizma karakteristiéne su za
sve oblike trovanja, a obi¢no se javljaju unutar 12—72 sata,
osim kod intestinalnog botulizma gdje je vrijeme inkubacije
nepoznato. Botulizam je prepoznat kao trijada znakova: si-
metri¢na paraliza koja krece od kranijalnih misica, afebrili-
tet te ocuvanost kognitivnih i senzornih funkcija. Simptomi
su posljedica paralize motori¢kih i autonomnih kolinergi-
¢nih neurona: zamucéenje vida, dvoslike, ptoza, diplopija,
suha usta, teSkoce gutanja, disfonija, opca slabost, muc¢nina,
konstipacija, inkontinencija, abdominalna bol, opéa miSi¢na
slabost nakon koje nastupa paraliza, koja se postupno de-
scendentno razvija (prvo ramena, pa ruke itd.). Smrt nastupa
zbog nemoguénosti disanja koja je posljedica kljenuti disne
muskulature (pa spasonosna moze biti mehanicka ventila-
cija).>!! Botulizam se katkad pogresno dijagnosticira kao
Guillain-Barréov sindrom, miastenija gravis, mozdani udar,
Lambert-Eatonov sindrom ili kao intoksikacija depresorima
sredi$njega ziv€anog sustava. Za terapiju botulizma naj-
vaznija je brza dijagnoza. Terapija je dugotrajna i sastoji se
od intenzivne njege koja moZze zahtijevati i umjetnu ventila-
ciju tijekom nekoliko mjeseci, a ako je dijagnoza brzo po-
stavljena, klju¢no moze biti davanje antitoksina (protuti-
jela).!"" Danas trovanje botulinum toksinom zavr$ava smrtno
u 5-10% bolesnika.

Molekularni mehanizam djelovanja BT-A

Mehanizam djelovanja BT-A u presinapti¢kom neuronu
moze se opisati u nekoliko koraka (slika 2).%!2

(1) Prvi je korak vezanje botulinum toksina za akceptore
(vezna mjesta), za koje je tradicionalno uvjerenje da postoje
primarno na stani¢nim membranama kolinergi¢nih neurona.
Unato¢ brojnim istrazivanjima potencijalnih veznih mjesta
na presinaptickim membranama, ona su tek djelomi¢no
identificirana. PredloZen je model dvostrukog receptora,
gdje se pretpostavlja da se vezuca domena dugog lanca sa-
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Slika 2. Pretpostavljeni mehanizam djelovanja botulinum toksina tipa A
Figure 2. Proposed mechanism of action of botulinum toxin type A

stoji od dvije poddomene, od kojih se jedna veze za gliko-
proteine, dok se druga veZe za poligangliozide u stani¢noj
membrani.'? U sluéaju BT-A, in vitro je nadeno da se veze
na protein oznacen kao SV2 koji je sastavni dio sinaptickih
vezikula,' §to bi se slagalo s nekim pretpostavkama da je
ulazak botulinum toksina u Ziv¢ane zavrsetke ovisan o ak-
tivnosti neurona. Naime proteini vezani uz vezikule trebali
bi se naéi na povrsini stanice pri egzocitozi sinapti¢kog mje-
hurica.

(2) Nakon specifi¢nog vezanja, slijede procesi internali-
zacije i translokacije toksina u citosol. Toksin se internali-
zira procesom endocitoze, ovisno o temperaturi i energiji.
Proces translokacije zapocinje promjenama u strukturi tok-
sina pod utjecajem kiselog pH u endosomu, ugradnje tok-
sina u membranu endosoma, translokacije kratkog lanca s
luminalne na citosolnu povr$inu membrane endosoma, re-
dukcije disulfidne veze te kona¢no odvajanja kratkog od du-
gog lanca.?

(3) Kratki lanac BT-A je specifi¢na endoproteaza ovisna
o cinku koja cijepa SNAP-25 (SyNaptosomal Associated
Protein veli¢ine 25 kDa), jedan od tri klju¢na proteina u pro-
cesu neuroegzocitoze. SNAP-25, sinaptobrevin i sintaksini
zajednickim se imenom zovu SNARE (Soluble N-ethylma-
leimid fusion protein Attachment Protein (SNAP) Receptor)
proteinima, a omogucuju fuziju membrana sinaptickog mje-
huri¢a i presinapti¢ke membrane neurona.'* Osim BT-A,
SNAP-25 cijepajui BT-C1 i BT-E, serotipovi B, D, F i G ci-
jepaju sinaptobrevin ili VAMP (Vesicule-Associated Mem-
brane Protein), a tip C1 cijepa i sintaksine.

BT-A i neuromuskularna veza

Pod utjecajem BT-A, a zbog nemoguénosti egzocitoze i
lu€enja acetilkolina, razvija se paraliza neuromuskularne
veze. MiSi¢na vlakna postepeno atrofiraju, dok se motorna
plo¢a povecéava. Istodobno dolazi do stvaranja, tj. klijanja
(engl. sprouting) novih ogranaka motoneurona koji sadr-
zavaju proteine ukljuéene u proces neuroegzocitoze.'>!3

Remodeliranje neuromuskularne veze zapocinje klija-
njem kratkih ogranaka ve¢ 4 dana nakon intramuskularnog
injiciranja BT-A. Ogranci se u sljede¢a 4 tjedna postepeno
povecavaju, protezuci se paralelno s longitudinalnom osi
misiénog vlakna te preuzimaju funkciju egzocitoze acetilko-
lina. Na postsinaptickim membranama takoder dolazi do re-
organizacije nikotinskih receptora koji su sada smjesteni na-
suprot novostvorenim funkcionalnim ograncima. Pritom se

poveéava broj motornih plo¢a na jednome miSi¢nom vlak-
nu, kao i broj vlakana inerviranih jednim motornim akso-
nom."> Postepeno vracanje funkcije neuroegzocitoze glav-
nom ogranku primijeceno je tek 2 mjeseca nakon injiciranja
BT-A, da bi se potpuno oporavilo nakon sljede¢ih mjesec ili
viSe dana.

Sinapticka plasti¢nost uglavnom ovisi o koli¢ini sinap-
ticke aktivnosti na prvotnome, »glavnome« motornom Ziv-
¢anom zavrSetku (onome koji je zbog toksina prestao fun-
kcionirati), pri ¢emu redukcija ili blokiranje egzocitoze u
trajanju od barem 3 dana promovira stvaranje ogranaka, dok
vra¢anje normalne situacije, tj. ponovna uspostava egzoci-
toze na glavnome motoneuronu (oko 3 mjeseca za BT-A,
nekoliko tjedana za BT-E) uzrokuje propadanje novonasta-
lih Ziv¢anih zavrsetaka.'> Cini se da je sam proces stvaranja
novih ogranaka potaknut promjenama u koli¢ini intrinzi¢nih
1 ekstrinzi¢nih neurotropnih ¢imbenika uzrokovanim parali-
zom, kao $to su IGF (prema engl. insulin growth factor) 1111
u samome misi¢nom vlaknu.'® Medutim, o mehanizmima i
molekularnim medijatorima sinapticke plasti¢nosti joS se
premalo zna, a pretpostavlja se da su u regulaciju ukljuceni i
drugi proteini koji posreduju intercelularne interakcije tije-
kom formiranja, sazrijevanja i odrzavanja neuromuskularne
veze. U svakom slucaju, prestanak funkcije »glavnog zavr-
Setka, te izrastanje novih ogranaka vazan su model pri stu-
diranju plasti¢nosti neuromuskularne veze.

BT-A i autonomni zZivéani sustav

BT-A inhibira otpustanje acetilkolina i iz kolinergi¢nih
zivaca u autonomnome ziv€anom sustavu (preganglijski
simpaticki i parasimpaticki te postganglijski parasimpaticki
ziv€éani zavrSeci).!” Tako moZe prijeciti u¢inak acetilkolina
misi¢u. Razli¢itim pretklinickim eksperimentima ispitivano
je djelovanje BT-A na egzokrine Zlijezde, glatku muskula-
turu razli¢itih organa poput uretre, prostate te na srce (ta-
blica 1). Nazalna primjena BT-A u zamorc¢adi uzrokuje pri-
vremenu degeneraciju nazalnih Zlijezda,'s a smanjuju se i
simptomi rinitisa u $takora (nazalna sekrecija, kihanje) te
edem i infiltracija upalnim stanicama nazalne sluznice.!’
Injiciranje BT-A u parotidne zlijezde Stakora smanjuje sek-
reciju iz zlijezda slinovnica u trajanju od barem 14 dana bez
vaznijih morfoloskih promjena stanica, a uz smanjenje kon-
centracije acetilkolinesteraze.?’ Nedavnim je ispitivanjem
pokazano da injiciranje BT-A u parotidne Zlijezde smanjuje
imunoreaktivnost neuronalne dusik-2-oksid (NO) sintetaze
te time i stvaranje NO.?! Injiciranje BT-A u prostatu Stakora
uzrokuje selektivnu kolinergi¢nu denervaciju, relaksaciju
misi¢a prostate te dolazi do njezine postepene atrofije.??
Osim toga, novijim istrazivanjem je pokazano da BT-A mi-
jenja stani¢nu dinamiku uzrokujuéi apoptozu, inhibira proli-
feraciju te dovodi do smanjenja broja o1-adrenergi¢nih re-
ceptora u prostati §takora.?3

Nakon injiciranja u mokraéni mjehur Stakora, BT-A inhi-
bira lu¢enje acetilkolina i noradrenalina iz eferentnih Ziv-
Canih zavrsetaka donjeg dijela urinarnog trakta, dok nakon
injiciranja u uretru blokira lu¢enje noradrenalina iz sim-
patic¢kih ziv€anih zavrSetaka.?*

Ispitivanje djelovanja BT-A na glatke miSi¢e pokazalo je
da injiciranje BT-A u Oddijev sfinkter Zu¢nog mjehura® te
analni sfinkter svinje?® smanjuje kontrakcije sfinktera. Dje-
lovanje BT-A na sr¢ani misic¢ ispitivano je nakon injiciranja
toksina u sinusatrijski ¢vor srca psa, pri ¢emu je inhibiran
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Tablica 1. Pretklinicka ispitivanja utjecaja botulinum toksina tipa A na autonomni zivéani sustav
Table 1. Preclinical investigations of botulinum toxin type A influence on autonomic nervous system

Pokus/Experiment

Rezultat/Results

Nazalna primjena u zamor¢adi

/Nasal application in guinea-pigs
Nazalna primjena u $takora

/Nasal application in rats

Injiciranje u parotidnu Zlijezdu Stakora
/Injection in parotid gland in rats

priviemena degeneracija nazalnih Zlijezda i difuzna'®

/temporal degeneration of nasal glands and dlffuse rever51b11e apoptosis;'®
smanjenje simptoma alergijskog rinitisa u stakora

/reduction of symptoms of allergic rhinitis in rats"

smanjenje kolinergi¢ke parasimpaticke inervacije i sekrecije tekucine iz zll;ezda slinovnica
u trajanju od barem 14 dana bez znacajnijih morfoloskih promjena stanica;

smanjenje

stvaranja dusik oksida®'
/reduction of cholinergic parasympathetlc innervation and secretion of sahva during 14 days

without morphological cell changes;”
selektivna kolinergicka denervacua relaksacija m1s1ca te postepena atrofija prostate;’
proliferacije, apoptoza, smanjenje broja o.1-receptora®

/selective cholinergic denervation, muscle relaxation and prostate atrophy;*

Injiciranje u prostatu Stakora
/Injection into rat’s prostate

? inhibition of nitric oxide synthesis®'
2 inhibicija

inhibition of cell

proliferation, apoptosis and reduction of a1 receptors™

Injiciranje u mokraéni mjehur i uretru takora
/Injection into the bladder and urethra of rats

inhibicija lu¢enja acetilkolina i noradrenalina iz eferentnih Zivéanih zavretaka donjeg dijela
urinarnog trakta u trajanju od 30 dana; inhibicija otpustanja noradrenalina iz simpatic¢kih

ziv€anih zavr$etaka uretre

/inhibition of egzocytosis of acetylcholine and noradrenaline from efferent parasympathetic
nerve endings of lower urinary tract durmg 30 days; inhibition of noradrenaline secretion from
sympahetic nerve endings of urethra®

Injiciranje u Oddijev sfinkter svinje

/Injection into the pig sphincter of Oddi

Injiciranje u analni sfinkter svinje

/Injection into the pig anal sphincter

Injiciranje u masno tkivo iznad sinusatrijskog ¢vora u psa
/Injection into the sinoatrial fat-pad in dog

inhibirane su kontrakcije sfinktera zbog djelovanja na kolinergicke ziv€ane zavrsetke
/inhibition of sphincter contractions upon effect on cholinergic nerve endings®
smanjenje kontrakcija analnog sfinktera zbog inhibicije simpati¢ke Zivéane funkcij e
/reduction of anal sphincter contractions due to inhibition of sympathetic functlon
inhibirani su negativni kronotropni odgovori srca nakon stimulacije Vagusa
/inhibition of negative chronotropic heart responses upon vagus stimulation®’

negativni kronotropni odgovor srca nakon stimulacije va-
gusa.”’

Sinapticka plasti¢nost, tj. fenomen klijanja se kod auto-
nomnih Zivaca tek istrazuje. Imunofluorescentnom je detek-
cijom GAP-43 (prema engl. growth-associated protein 43)
— neuronalnog indikatora stvaranja ogranaka, pokazano da
nakon primjene BT-A dolazi do stvaranja novih periglandu-
larnih ogranaka zivaca. Medutim, €ini se, na osnovi mje-
renja imunoreaktivnosti PGP 9,5 proteina (protein gene pro-
duct 9,5) koji sluzi kao glavni biljeg regeneracije ziv€ane
funkcije, da stvaranje novih ogranaka nije praceno reinerva-
cijom Zlijezde ili da je ona vrlo spora.'” Na osnovi ovakvih
nalaza pokusava se objasniti dugotrajnije (do 18 mjeseci)
djelovanje BT-A na znojne zlijezde od onoga na motornoj
plo¢i (3—6 mjeseci).

Klini¢ka primjena BT-A

Nekontrolirano $irenje botulinum toksina, kao najjaceg
otrova u prirodi, uzrokuje paralizu misica, dijela autonom-
nih funkcija i smrt, ako se ne lije¢i. Medutim, pokazalo se da
je moguce vrlo male koli¢ine BT-A injicirati u sasvim od-
redeni misi¢ ili parasimpaticki inervirani organ i tako posti¢i
reverzibilnu, ali razmjerno dugotrajnu denervaciju koja
moze biti klini¢ki vrlo korisna.

Medicinski pripravci. Od svih sedam serotipova botuli-
num toksina, za sada se u terapiji rabe dva, i to tip A (Bo-
tox®, Botox Cosmetic® Allergan, SAD; Dysport®, Ipsen,
UK; Xeomin®, Merz, Njemacka), i tip B (Myoblock®, Elan
Pharmaceuticals, SAD). Potentnost im je izrazena u interna-
cionalnim jedinicama (i.j.), pri ¢emu jedna jedinica odgo-
vara koli¢ini toksina koja nakon intraperitonealne primjene
prouzro¢i smrt 50% miSeva (1 i.j. Botoxa® odgovara 0,048
ng BT-A). Izmedu razli¢itih komercijalnih pripravaka BT-A
postoje odredene razlike. Tako jednoj jedinici Botoxa® po
potentnosti odgovaraju 3—4 jedinice Dysporta®, a za razliku
od ova dva komercijalna pripravka koji sadrzavaju BT-A u
obliku kompleksa veli¢ine 900 kDa, najnoviji pripravak
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Xeomin® sadrzava samo bioloski aktivni dio BT-A veli¢ine
150 kDa.

Indikacije za primjenu BT-A

Indikacije za klini¢ku primjenu BT-A opisane su na ta-
blici 2. Povoljno djelovanje BT-A, injiciranog u ekstraoku-
larne mi$ice u pacijenata sa strabizmom, prvi je opisao Scott
pocetkom osamdesetih godina proslog stoljeca.?® Pokazalo
se dau odredenih tipova strabizma terapija s BT-A znac¢ajno
smanjuje potrebu za kirur§kom korekcijom. Djelotvornost i
sigurnost terapije s BT-A u pacijenata s blefarospazmom po-
kazana je dvostruko slijepim pokusom kontroliranim place-
bom iz 1987. godine.? U¢inak BT-A nastupio je unutar 5
dana od injiciranja u m. orbicularis oculi, a trajao je 3—4
mjeseca.

Lokalna primjena BT-A pokazala se djelotvornom i sigur-
nom i u lijeGenju hemifacijalnog spazma (»periferna disto-
nija«) primarnog, ali i sekundarnog oblika — nastalog zbog
kompresije ili iritacije facijalnog zivca, a karakteriziranog ne-
voljnim, unilateralnim, nepravilnim tonickim ili klonickim
kontrakcijama miSi¢a inerviranih facijalnim Zivcem.>

Terapijska primjena BT-A je za navedene poremecaje
odobrena 1989. godine od Americke agencije za hranu i lije-
kove (FDA — Food and Drug Administration).

Tsui i sur. prvi su 1986. godine u kontroliranim uvjetima
pokazali djelotvornost primjene BT-A u lije¢enju cervikalne
distonije ili spastickog tortikolisa, najucestalijeg oblika fo-
kalne distonije.’! Distonija je tre¢i po ucestalosti poremecaj
pokreta u Covjeka. Zahvaca sve dobne skupine, posebice
radno aktivnu populaciju, a bez moguénosti djelotvorne me-
dikamentne terapije. Primjena BT-A znacajno je utjecala na
kvalitetu zivota ovih bolesnika i radnu sposobnost. Istra-
zivanje Relje i suradnika’’ pokazalo je da se statisti¢ki
znacajno olakSanje simptoma cervikalne distonije, nave-
deno od samih bolesnika, biljezi ¢etvrtog tjedna nakon inji-
ciranja BT-A, a traje tijekom slijedeéa 4 tjedna (slika 3).
Najveci broj otvorenih, kao i kontroliranih studija ispiti-
vanja djelotvornosti BT-A u cervikalnoj distoniji odnosi se
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Tablica 2. Klinicka primjena BT-A (odobrena i neodobrena — u fazi ispiti-
vanja) te tip neurona odgovoran za djelovanje
Table 2. Clinical use of BT-A (approved and off-label) and type of neuron

associated with the effect

Odobrena Tip neurona

/Approved /Type of neuron
Strabizam® Motoneuroni
/Strabismus /Motoneurons
Fokalne distonije: Blefarospazam® Motoneuroni
/Focal dystonias /Blepharospasm /Motoneurons

Cervikalna distonija®'=23*3*

/Cervical dystonia
Hemifacijalni spazam™ Motoneuroni
/Hemifacial spasm /Motoneurons
Kozmeticka Motoneuroni
primjena — bore™>* /Motoneurons
/Cosmetics-facial lines
Djecja cerebralna Motoneuroni
paraliza’®” /Motoneurons
/Cerebral palsy
in children
Autonomni poremecaji  Primarna aksilarna Autonomni
/Autonomic disorders hiperhidroza®* /Autonomic

/Primary axillary

hyperhidrosis

Neodobrena

/Off-label
Ostale fokalne distonije  Laringalna® Motoneuroni
Other focal dystonias Laryngeal /Motoneurons

Profesionalne®’

Professional
Esencijalni tremor Motoneuroni
ruku /Motoneurons
/Essential tremor
of hands
Spasti¢nost: Multipla skleroza®' Motoneuroni
/Spasticity /Multiple sclerosis /Motoneurons
Autonomni poremecaji: Fokalna hiperhidroza* Autonomni
/Autonomic disorders /Focal hyperhydrosis /Autonomic

Hipersalivacija™

/Hypersalivation

Hiperlakrimacija

/Hyperlacrimation

Freyev sindrom*’

/Frey’s syndrome
Gastrointestinalni Ahalazija®>> Autonomni
poremecaji: /Achalasia ) /Autonomic
/Gastrointestinal system Analne fisure®**®
disorders /Anal fissurae

Spazam rektalnog sfinktera

/Anismus
Urologki poremecaji: Neurogena hipereaktivnost Autonomni
/Urological disorders ~ mjehura i inkontinencija®*®  /Autonomic

/Neurogenic bladder

hyperactivity and incontinence

Benigna hiperplazija prostate®'

/Benign prostate hyperplasia

Vaginizam®

/Vaginismus
Bolna stanja: Bol u distonija® Motoneuroni
/Pain conditions /Painful dystonias /Motoneurons

Miofascijalna bol** Senzorni?

/Myofascial pain
Piriformni sindrom®
/Pyriformis syndrome
Kroni¢na bol donjeg
dijela leda®

/Chronic low back pain
Tenzijska glavobolja®’
/Tension headache

70,71

/Sensory neurons?

Migrena Senzorni?
/Migraine /Sensory?
Neuropatska bol”

/Neuropathic pain
Intersticijski cistitis
/Interstitial cystitis

10 -

298 99

0 0
o2N»n 84
S F =

z N
Es§ 7/ -
?2E ~ *

(0]

83%‘56‘
Nodo

(7]
E%ww5~
2858,

27 1
83582
822~ 3
520

c 4
LG 2
xwﬁ
R 14

0 - - - - !

2 4 6 8 10 12

vrileme nakon injiciranja (tjedni) BT-A / posttreatment time (weeks)

Slika 3. Smanjenje teZine simptoma u bolesnika s cervikalnom distonijom
mjereno kvantitativnom skalom od samih bolesnika (tzv. Patients Global
Assessment Scale — GAS).

* p<0,05 (modificirano prema Relja i Klepac 2002)*

Figure 3. Decrease of symptoms in patients with cervical dystonia mea-
sured by the Patients Global Assessment Scale (GAS).

* p<0.05 (modified according to Relja and Klepac 2002)*

na istrazivanje nezeljenih u¢inaka, kao i ogranic¢enja terapije
toksinom, ali i na¢ine i mjesta injiciranja, djelotvorne doze
te trajanje ucinka.’*3* Primjena BT-A u lije¢enju cervikalne
distonije odobrena je od FDA 2000. godine.

Odabir i identifikacija misi¢a za primjenu BT-A u lije-
¢enju raznih oblika fokalnih distonija najvazniji su preduv-
jet uspjesnosti terapije. Potrebno je naglasiti da je to simpto-
matska terapija fokalnih distonija, odnosno nekontrolirane
misi¢ne kontrakcije. U prosjeku, injiciranje BT-A u lije-
¢enju fokalnih distonija ponavlja se svaka 3—4 mjeseca. Za
sada, nije dovoljno jasno da li nastup i trajanje u¢inka BT-A
ovisi o dozi, obliku spasticiteta i sl.

BT-A (Botox® Cosmetic, Allergan, SAD) odobren je za
primjenu u kozmetic¢ke svrhe 2002. godine, i to samo za
smanjenje intenziteta »frown lines« izmedu obrva. Osim
toga, danas se primjenjuje i za smanjenje izrazenosti facijal-
nih bora te za korekciju asimetrije lica zbog ozljeda frontal-
nog ili drugih ogranaka facijalnih Zivaca.?*3°

Primjena BT-A odobrena je u vise od 40 zemalja, uk-
ljuéujuci europske zemlje i Kanadu (u SAD-u nije odo-
brena) u terapiji spasti¢nosti kod djecje paralize. U 70-82%
djece je nakon intramuskularnog injiciranja BT-A primije-
¢ena redukcija spasti¢nosti, smanjena je bolnost, a znac¢ajno
je povecana kvaliteta Zivota pacijenata.’”-*8

Uspjesnost terapije s BT-A ispituje se i u drugih oblika fo-
kalnih distonija3*#’ te kod spasticiteta u multiple skleroze,*'
kod pacijenata s esencijalnim tremorom ruku* i sl.

U klini¢koj primjeni BT-A bitno su novi pokusaji upo-
rabe toksina radi u¢inaka na autonomne kolinergi¢ne Zivce,
ponajprije u razli¢itih sekretornih poremecaja, kao $to su hi-
perhidroza dlanova,® stopala* ili aksila,* hipersalivact
ja,*47 hiperlakrimacija.*® U multicentricnom pokusu kon-
troliranom placebom kod 145 ispitanika s primarnom aksi-
larnom hiperhidrozom, za §to je primjena BT-A i odobrena
od FDA 2004. godine, intradermalno injiciranje BT-A
(100-200 i.j.) smanjuje sekreciju znoja iz apokrinih aksilar-
nih znojnih Zlijezda oko $est puta.** Intradermalna primjena
BT-A u ljudi ne mijenja veli¢inu, niti broj tubula znojnih Zli-
jezda, tj. ne dovodi do njihove atrofije, za razliku od atrofije
misi¢a do koje dolazi nakon intramuskularnog injiciranja
toksina, ali se zna¢ajno smanjuje lumen tubula.'” Djelovanje
moze trajati do godinu ili dvije od injiciranja jedne doze
BT-A.3 Intraparotidno injiciranje BT-A (15-30 i,j.) zna-
¢ajno smanjuje hipersalivaciju kod djece s cerebralnom pa-
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ralizom te kod parkinsoni¢ara.**’ Novija klini¢ka opazanja
upuéuju na moguce povoljno djelovanje BT-A urijetkih po-
remecaja, poput Freyeva sindroma,* facijalne kromhidro-
ze,> ali i kod simptoma u pacijenata s rinitisom.>!

Neke klini¢ke studije su pokazale da bi se razli¢iti gastro-
intestinalni poremecaji, kao $to su ahalazija3>3? i druga spa-
stiéna stanja ezofagusa, kroni¢ne analne fisure,* opstipa-
cija kod spazma rektalnog sfinktera’®>” mogli uspjesno lije-
¢iti lokalnim injiciranjem BT-A.

U novije vrijeme sve je vise dokaza o djelotvornosti lo-
kalne terapije s BT-A kod razli¢itih genitourinarnih po-
remecaja pracenih poveéanom spasti¢noséu sfinktera, kao
Sto su neurogena inkontinencija uzrokovana hiperrefleksi-
jom detruzora,’®% benigna hipertrofija prostate®! te vagini-
zam.%?

Mehanizam djelovanja toksina u navedenih poremecaja
povezan je s privremenom kemodenervacijom perifernih
kolinergi¢nih ziv€anih zavrsetaka na neuromuskularnoj vezi
ili autonomnome zivéanom sustavu. Jo§ nije jasno je li ula-
zak toksina u stanicu uvjetovan njezinom aktivnoscu, Sto bi
imalo za posljedicu brzi nastup djelovanja BT-A u klini¢kim
stanjima povecane ziv¢ane aktivnosti. Medutim, u ljudi pa-
raliti¢ko djelovanje BT-A injiciranog izravno u kontrahirani
misi¢ nastupa tek nakon nekoliko dana (5-7), dok pri tro-
vanju hranom simptomi botulizma nastupaju najéesée 12 do
72 sata nakon konzumiranja kontaminirane hrane (u nekim
slu¢ajevima moze proc¢i i vi§e dana). Nakon primjene u
zdravi misi¢ pokusnih zivotinja, BT-A uzrokuje paralizu
12-24 sata nakon injiciranja." Je li rije¢ o razlikama izmedu
vrsta ili razli¢itoj brzini nastupa djelovanja na zdravi i bole-
sni mi$i¢ za sada je teSko objasniti te je o€ita potreba za do-
datnim istrazivanjima.

Treba spomenuti da se tijekom posljednjih godina pove-
¢ava broj nalaza o povoljnom djelovanju BT-A kod razli-
¢itih bolnih stanja koja prate spasticitet, kao npr. u disto-
nija, miofascijalnog spazma,* piriformisnog sindroma,®
boli misiéno-kostanog podrijetla,’ ali i u boli koje nisu
pracene poveéanom misiénom kontrakcijom. Tako danas
postoje opazanja da BT-A djeluje u bolesnika s kroni¢nom
tenzijskom glavoboljom,*”* migrenom,”"’! neuropatskom
boli,” te u intersticijskom cistitisu’? (tablica 2). Medutim,
ovi antinociceptivni u¢inci nisu posredovani kolinergi¢nim
zivcima i njihov mehanizam nastanka je u vrlo ranim fazama
istrazivanja’ 7 pa ih ne¢emo prikazati u ovome preglednom
¢lanku.

Trajanje uc¢inka BT-A

Klini¢ke su studije pokazale da, nakon jednokratne prim-
jene, BT-A djeluje dugotrajno (3—6 mjeseci nakon intramu-
skularnog davanja, a i do 18 mjeseci nakon intradermalne
primjene kod hiperhidroze). Mehanizmi dugotrajnog djelo-
vanja, kao i razlike u trajanju, ovisno o mjestu primjene i in-
dikaciji, nisu dovoljno jasni. Prema jednim pretklini¢ckim
istrazivanjima, duljina ucinka je posredovana dugotrajnim
zadrzavanjem aktivnih proteoliti¢kih jedinica BT-A u neu-
ronima,’”” medutim, rije¢ je o mjesecima. Prema drugima,
dugotrajno djelovanje BT-A posljedica je razliite brzine
stvaranja novih funkcionalnih SNAP-25 proteina.”® Novija
su istraZivanja pokazala da fragmenti SNAP-25,, nastali ci-
jepanjem 9 aminokiselina na SNAP-25 s BT-A, ulaze u inte-
rakcije s ostalim SNARE proteinima, medutim, ta veza nije
funkcionalna i ne uzrokuje egzocitozu, nego se oblikuju
dugotrajno nefunkcionalni kompleksi koji onemoguéuju
pristup i preuzimanje funkcije novostvorenim molekulama
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SNAP-25.7 Ukratko, iako postoji vise pretpostavki, jo§
nema kona¢nog objasnjenja duzine djelovanja BT-A — koja
je glavni razlog njegove klinicke primjene.

Za sada se ne moze objasniti ni prestanak djelovanja, tj.
sudbina bioloski aktivnoga kratkog lanca BT-A u presi-
naptickoj stanici. Mogucénosti kao §to su transport kratkog
lanca duz aksona ili njegova mogucéa proteoliza u citosolu ili
lizosomima zahtijevaju dodatna istrazivanja.

Sigurnost terapije s BT-A

Metaanaliza u¢injena na 2 309 ispitanika (iz 36 kontroli-
ranih, randomiziranih studija primjene BT-A u razli¢itim te-
rapijskim indikacijama, kao $to su distonija, hiperhidroza,
glavobolja, cerebralna paraliza i dr.) upozorila je na sigur-
nost i podnosljivost terapije s BT-A.%° Nuspojave blagog do
srednje jakog intenziteta bile su zastupljene u oko 25% paci-
jenata tretiranih s BT-A te u 15% ispitanika kontrolne sku-
pine. Nuspojave su bile kratkotrajne, nesistemske, a naj-
¢esce je prijavljena lokalna misi¢na slabost okolnih misiéa,
vjerojatno nastala zbog difuzije toksina s mjesta primjene.®
Tako je naj¢eséa nuspojava primjene BT-A kod blefaro-
spazma 1 strabizma ptoza vjeda i obrva, dok je disfagija
najc¢escéa kod lijecenja tortikolisa. Medutim, postoje zabilje-
zeni slucajevi sistemskih nuspojava karakteriziranih simp-
tomima blagog botulizma,®' a pokazano je, takoder, da
BT-A uzrokuje smanjenje sréanog ritma.®?

Stvaranje antitijela zabiljezeno je u 3—10% pacijenata, a
najéesce se dogada u pacijenata injiciranih visokim dozama,
kao i kod Cestih reinjiciranja, i to u intervalima manjim od 3
mjeseca te kod dugotrajne terapije s BT-A.%

Zakljucak

BT-A, uzro¢nik botulizma i jedna od najotrovnijih tvari u
prirodi, u posljednjih je 20-ak godina postao vrijedno tera-
pijsko sredstvo u stanja karakteriziranih poveéanom mi-
§icnom kontrakcijom. Mehanizam terapijskog, kao i tok-
si¢nog djelovanja je isti, tj. inhibicija lu¢enja acetilkolina na
perifernim kolinergi¢nim Ziv€anim zavrSecima. Medutim,
jos uvijek postoji mnogo bitnih pitanja na koja istrazivanja
nisu uspjela odgovoriti. Neka od njih ukljuéuju mehanizme
ulaska toksina u organizam i prolaska kroz endotelne bari-
jere, identifikaciju veznih mjesta na membranama neurona,
zatim prestanak djelovanja toksina te sudbinu bioloski ak-
tivnog kratkog lanca u presinaptickom neuronu. Najveca za-
gonetka je jos uvijek duzina djelovanja, koja je i najvazniji
temelj klini¢ke primjene BT-A.
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