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Botulinski nevrotoksin: odkritje in uporaba v
dermatologiji

Botolinum neurotoxin: its history and use in dermatology

Eva Rauh,! Larisa Stojanovic?

lzvlecek

Botulinski nevrotoksin je izredno strupena beljakovina, ki jo tvori anaerobna po Gramu pozitivna bakterija Clostridium bo-
tulinum. Zgodba o odkritju botulinskega nevrotoksina se je pricela s pojavljanjem nepojasnjenih zastrupitev s klobasami,
iz Cesar tudi izvira njegovo ime. Latinska beseda za klobaso je namrec botulus. Zgodba o tem se je nadaljevala s stoletji
raziskav in Se poteka z njegovo vedno SirSo uporabo v medicini. Botulinski nevrotoksin v aktivni obliki postane proteolitic-
ni encim, izkljucno specificen za fuzijske beljakovine kompleksa SNARE v presinapti¢nih Zivénih koncicih. Prek kemode-
nervacije zaCasno zavre delovanje tar¢nega tkiva, na skeletnih in gladkih miSicah povzroci npr. zacasno ohlapno paralizo
misic. Botulinski nevrotoksin se uporablja v nevrologiji, za zdravljenje cezmerne aktivnosti secnega mehurja in tudi v der-
matologiji, kjer njegovo uporabo Se vedno mnogi povezujejo zgolj z estetiko. NovejSa dognanja pa razkrivajo, da botulinski
nevrotoksin zmanjsuje bolecino in srbez ter vpliva tudi na nekatere nenevronske celice, kot npr. epidermalne keratinocite,
dermalne fibroblaste, vnetne celice, lojnice, Zilne endotelne celice in mezenhimske maticne celice v podkoZnem mascevju.
Odkritja napovedujejo tudi moZno razsiritev nabora indikacij v dermatologiji. Clanek predstavi zgodovino razvoja botulin-
skega nevrotoksina, njegovo sestavo, mehanizem delovanja in trenutne ter obetavne indikacije za uporabo v dermatologiji.

Abstract

Botulinum neurotoxin is a highly toxic protein produced by the anaerobic Gram-positive bacterium Clostridium botulinum.
The discovery of botulinum neurotoxin began with unexplained sausage poisonings, hence its name. The Latin word for
sausage is botulus. The knowledge of neurotoxin has grown through centuries of research, and clinical trials are still un-
derway to support new indications with the increasingly widespread use of this toxin in medicine. Botulinum neurotoxin
is a protein molecule that, in its active form, becomes a proteolytic enzyme exclusively specific for SNARE complex fusion
proteins in presynaptic nerve endings. In the process of chemodenervation, it temporarily inhibits the action of the target
tissue, causing, for example, temporary flaccid muscle paralysis on skeletal and smooth muscle. Botulinum neurotoxin is
used in neurology to treat bladder overactivity and in dermatology, where botulinum neurotoxin is still widely associated
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with aesthetics alone. Recent findings reveal that botulinum neurotoxin reduces pain and itching and also affects some
non-neuronal cells, such as epidermal keratinocytes, dermal fibroblasts, inflammatory cells, sebaceous cells, vascular en-
dothelial cells, and mesenchymal stem cells in subcutaneous fat. The findings are promising for expanding the range of
indications in dermatology too. The following article presents the history of botulinum neurotoxin development, its struc-
ture, mechanism of action, as along with current and promising indications for use in dermatology.

1 Uvod

Botulinski nevrotoksin (BoNT) je za ¢loveka ena
najbolj strupenih naravnih u¢inkovin. Ob predpostav-
ki, da znasa povprec¢na teza zemljana 70 kg, bi zgolj
39,2 g te snovi lahko izkoreninilo skoraj celotno ¢lo-
vesko raso (5,6 milijarde zemljanov) (1). Kljub temu,
da gre za enega najsmrtonosnej$ih poznanih strupov
nasploh, pa je v majhnih odmerkih uspesno sredstvo
za zdravljenje $tevilnih zdravstvenih tezav (2). Botulin-
ski nevrotoksin deluje tako, da v presinapti¢nih Zivénih
koncicih kot proteoliti¢ni encim zac¢asno zavre sprosca-
nje nevrotransmitorja in s tem zavre delovanje tar¢nega
tkiva (3).

Poleg vse pogostejse uporabe v nevrologiji, na pri-
mer za zdravljenje strabizma, vratne distonije, razli¢nih
vrst spazmov in kroni¢nih migrenskih glavobolov, se
nabor indikacij za njegovo uporabo $iri tudi na druga
podroc¢ja. Veliko obeta njegova zmoznost lajsati bole-
¢ino (4).

V dermatologiji ga mnogi $e vedno povezujejo zgolj
z uporabo za estetske namene, vendar novejsa dogna-
nja dokazujejo prav nasprotno. Priljubljenost v der-
matologiji najpogosteje uporabljenega botulinskega
nevrotoksina serotipa A (BoNT-A) je med letoma 1997
in 2016 narasla za nepredstavljivih 6.956,6 % (5). Razi-
skovalci in zdravniki tudi na tem podroé¢ju odkrivajo
vedno S$irSe indikacije za uporabo BoNT, ki presegajo
zgolj estetske namene. Spodbudni rezultati so na voljo
za uporabo BoNT pri zdravljenju $tevilnih dermatolo-
$kih bolezni, vendar so za $ir§o uporabo v klini¢ni pra-
ksi $e potrebne nadaljnje raziskave (6).

2 Zgodovina

Zgodba o odkritju beljakovine, ki jo danes poznamo
pod imenom BoNT, je dolga in pestra. Clovestvo se je
prek nepojasnjenih zastrupitev s to snovjo srecevalo ze
od nekdaj. Ze ob pregledu indijske zgodovine zasledi-
mo, da so maharadze uporabljali »strup«, pridobljen iz
klobas, za ubijanje sovraznikov. Z razvojem civilizacije
so se pojavljali razli¢ni poskusi konzerviranja hrane.
Tisti manj uspes$ni so predstavljali ugodno okolje za
rast mikroorganizmov in pogosto povzrocali razlicne
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zastrupitve (7). Razvoj BoNT do oblike, kot jo pozna-
mo in v medicini uporabljamo danes, je terjal ve¢ kot
sto let trajajoca klini¢na opazanja in laboratorijske po-
skuse (8).

2.1 MnozZicne zastrupitve

Prva ohranjena pisna porocila o nepojasnjenih za-
strupitvah izvirajo iz ¢asov Napoleonovih vojn (1803-
1815). Zaradi ekonomske krize je zelo upadel higienski
standard pripravljanja in shranjevanja hrane (9). Takrat
(leta 1793) je v vasici Wildbad na jugozahodu danasnje
Nemcije izbruhnila mnozi¢na zastrupitev nepojasnje-
nega vzroka. Kmalu so ugotovili, da ne gre za osamljen
primer tovrstne zastrupitve. Pri vseh zastrupljencih so
opazovali podobne simptome, med drugim tudi midri-
azo, zato so sprva za zastrupitev krivili vol¢jo ¢esnjo (lat.
Atropa belladona) (10). Mnozi¢ne zastrupitve s hrano,
tudi s smrtnim izidom (stopnja smrtnosti 5-50 %), je v
Stuttgartu opisoval vojvoda Friderik I, ki je takrat vla-
dal na Wurtemberskem. Kmalu so zastrupitve povezali
z uzivanjem neustrezno shranjene hrane, zlasti razli¢-
nih klobas. Neznan strup so zato poimenovali »strup
klobas«. Leta 1802 je oblast v Stuttgartu izdala javno
opozorilo o nevarnosti uzivanja dimljenih klobas (11).
Glavna tema razprav so postala ugibanja o sestavi sno-
vi, ki je povzrocala zastrupitve (8). Omenjenih je bilo
ve¢ kemicnih snovi, za najverjetnejsi vzrok pa so su-
mili cianovodikovo kislino. Za nasvet so vprasali tudi
strokovnjake Medicinske fakultete v Tiibingenu, ki so
prvi priceli omenjati, da je najverjetnejsi vzrok zastru-
pitev organski. Profesor Autenrieth je takrat predlagal
sistemati¢no zbiranje vseh porocil o zastrupitvah. Na
njihovi podlagi je prvi zbral in objavil simptome, ki jih
danes poznamo pod izrazom botulizem (11).

Za naslednji ve¢ji premik pri odkrivanju toksina je
bil zasluzen Justinus Kerner, nemski zdravnik in pe-
snik, ki je natan¢no preuceval dotlej opisane izbruhe
zastrupitev. Objavil je dve monografiji, in sicer leta 1820
in 1822. V prvi se je posvecal zlasti zbiranju primerov
in natan¢nim klini¢nim opisom simptomov zastru-
pitev s klobasami (bruhanje, trebusni krci, midriaza,
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ptoza, disfagija, dihalna odpoved). Njegovo zanimanje
za vzrok zastrupitev pa je spodbujalo narascajoco zeljo
po osamitvi te neznane strupene snovi. Pricel je s po-
smrtnimi raziskavami Zrtev in s poskusi na razli¢nih
zivalih, ki jim je apliciral izvlecek, pridobljen iz pokvar-
jenih klobas (11). Poskuse je delal tudi na sebi, pri ce-
mer je opazal suhost ustne sluznice Ze po nanosu nekaj
kapljic te snovi na jezik (10). V svoji drugi monografiji
je objavil rezultate svojih raziskav in hipotezo o izvoru
strupa (11). Domneval je, da je za zastrupitev odgovor-
na snov, ki se nahaja v masc¢obnem delu hrane in uspeva
v anaerobnem okolju (9). Verjel je, da ima ta »mascobni
strup«, kot ga je sam poimenoval, bioloski izvor. Pred-
postavljal je, da potuje po Zivénem sistemu in moti pre-
vajanje signala v ziv¢nih poteh. Okvaro, ki jo povzroca,
je primerjal z zarjavelimi elektri¢nimi Zicami (8). V delu
je bila prvi¢ postavljena domneva, da bi neznan strup
lahko uporabili tudi za medicinske namene, na primer
za zdravljenje pretirane vzdraznosti zivénega sistema,
nezelenih misi¢nih gibov in zmanj$anje pretiranega iz-
lo¢anja znoja in sluzi (9). Skoraj neverjetno se zdi, da se
priblizno 200 let po njegovih napovedih BoNT uporab-
lja tudi za te indikacije (8).

2.2 Odkritje bakterije in nevrotoksina

Belgijski profesor mikrobiologije Emile van Ermen-
gem je prvi odkril bakterijo, odgovorno za opisane za-
strupitve s hrano. Porocilo o tem je objavil leta 1897
(12). Dokazal je namre¢, da posmrtna tkiva skupine
zastrupljencev v neki belgijski vasi in pokvarjena $unka,
ki so jo vsi jedli, vsebujejo veliko $tevilo enakih palicas-
tih po Gramu pozitivnih bakterij. Poimenoval jih je Ba-
cillus botulinus. Ime izhaja iz latinske besede za klobaso,
botulus (10,11). V zacetku 20. stoletja so mikrobiologi
priceli ugotavljati, da ne obstaja zgolj ena vrsta te bak-
terije, pac pa gre za heterogeno skupino. Takrat so bak-
terijo prikljucili rodu anaerobnih bakterij klostridij (lat.
Clostridium). Preimenovali so jo v Clostridium botuli-
num (C. botulinum) (8).

Botulinski nevrotoksin je leta 1928 prvi¢ v surovi ob-
liki stabilnega kislinskega precipitata izoliral dr. Herman
Sommer v Kaliforniji (9). Precipitat je bil osnova za na-
daljnje raziskave tega strupa. Zanimanje za podrobnej-
$e raziskovanje in proizvodnjo vecjih kolic¢in strupa je
narastlo v ¢asu druge svetovne vojne (11). V ameriskem
mikrobioloskem laboratoriju v vojaski bazi Fort Detrick
so strup intenzivno preucevali ter razvili tehniko kon-
centriranja in kristalizacije (8). Poskusi uporabiti BONT
kot biolosko orozje v tem ¢asu kljub prizadevanjem niso
bili uspesni (7). Leta 1946 je dr. Schantz s kolegi v Fort
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Detricku razvil tehniko priprave o¢is¢enega BoNT, kar je
utrlo pot njegovi proizvodnji v ve¢jih koli¢inah in kasne-
je uporabi v medicini. Namenjen je bil za drzavne zaloge
in raziskovalne institute v ZDA. Leta 1969 so ZDA ozna-
nile unicenje vseh svojih zalog bioloskega orozja. Tri leta
kasneje so v ve¢ kot 100 drzavah podpisali Konvencijo
o bioloskem in toksi¢nem orozju. Takrat so zaprli tudi
vojaski mikrobioloski laboratorij v Fort Detricku (11).
Doktor Schantz je nadaljeval svoje raziskave na Univerzi
v Wisconsinu. Leta 1979 je pripravil veliko serijo BONT-
-A, primerno za klini¢no uporabo. Ta izvirna serija je bi-
la v medicini v uporabi vse do leta 1997 kot edina serija
BoNT, ki jo je za uporabo odobrila ameriska Uprava za
hrano in zdravila (angl. Food and Drug Administration,
FDA) (9).

2.3 Pricetki uporabe botulinskega
nevrotoksina v medicini

Prvi ve¢ji rezultati na podroc¢ju odkrivanja meha-
nizma delovanja BoNT na clovesko tkivo segajo v leto
1949. Takrat je Burgen s sodelavci porocal, da BoNT-A,
vbrizgan v hiperaktivno misico, onemogoci spro$canje
nevrotransmitorja acetilholina (ACh) iz ziv¢nih kon-
¢icev Ziv¢éno-misSicnega stika ali motori¢ne ploscice in
na ta nacéin miSico za¢asno ohromi (7). Znani so bili
tudi poskusi na pis¢ancjih zarodkih, v katere so vbriz-
gali BoNT. S temi poskusi so dokazali, da vbrizgavanje
BoNT povzro¢i od odmerka odvisno misi¢no atrofijo
in oslabitev (8). Odkritja so vzbudila veliko zanimanja
za terapevtsko uporabo BoNT v medicini. Ameriski of-
talmolog Scott je v sodelovanju z dr. Schantzem, ki mu
je dobavljal BoNT, prvi pricel leta 1973 vbrizgavati te
snovi opicam za zdravljenje strabizma (13). Rezultati so
bili obetavni in leta 1980 je objavil prvo porocilo tudi
o posegih na cloveskih prostovoljcih. Posege je odobri-
la FDA (14). Scott je objavljal izsledke svojih raziskav,
v katerih je dokazoval uc¢inkovitost BONT na zmanjs$a-
nje ali celo preprecitev nezelenih gibov obraznih misic,
kot sta na primer blefarospazem in hemifacialni spazem
(8). Po njegovih prizadevanjih je FDA leta 1989 odobrila
uporabo BoNT-A (takrat znanega pod trznim imenom
Oculinum, dve leti kasneje preimenovanega v Botox) za
zdravljenje strabizma, blefarospazma in hemifacialnega
spazma. S tem se je odprla pot odkrivanju tudi ostalih
indikacij za uporabo BoNT (11).

Dogajanje v naslednjih desetletjih je ena najizje-
mnejsih zgodb o razvoju bioloske snovi za uporabo v
medicini. Stevilne ve¢je multicentri¢ne raziskave so vo-
dile v nova spoznanja o BoNT in odpirale pot njegovi
uporabi tudi za druge medicinske indikacije. Mocan in
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strah zbujajoci bakterijski strup se je razvil v u¢inkovi-
to zdravilno ucinkovino za zdravljenje in lajsanje prek
sto medicinskih simptomov. S¢asoma in z odkrivanjem
razli¢nih seroloskih tipov toksina so se razvili $e drugi
izdelki BoNT razli¢nih proizvajalcev pod razli¢nimi tr-
znimi imeni (8).

Odkritje estetskih u¢inkov BoNT je bilo naklju¢no,
saj so bolniki ob zdravljenju spazma in nezelenih gibov
obraznih misic zdravnikom priceli porocati tudi o ugo-
dnem stranskem ucinku - glajenju obraznih gub. Prvo
formalno porocilo o moznih estetskih u¢inkih BoNT sta
objavila v Kaliforniji Clark in Berris leta 1989. Bolnici s
parezo levega obraznega Zivca (lat. nervus facialis, VIL.
mozganski zivec), ki jo je motila obrazna asimetrija, sta
vbrizgala BoNT na neprizadeto stran obraza. Porocala
sta 0 ugodnih uc¢inkih BoNT na glajenje gub in zmanj-
$anje obrazne mimike, kar je zmanjsalo tudi asimetrijo
obraza (15).

Leta 2000 je FDA odobrila uporabo BoNT za zdravlje-
nje vratne distonije (11). Za odobritev uporabe na podro-
¢ju dermatologije je bilo potrebno pocakati Se nekaj let.
Leta 2002 je FDA odobrila uporabo BoNT za glajenje gla-
belarnih gub (navpi¢nih gub med obrvmi), leta 2004 pa
tudi za zdravljenje aksilarne hiperhidroze (¢ezmernega
znojenja v predelu pazduh). Kasneje so sledile odobritve
$e za nekatere druge medicinske indikacije, kot na pri-
mer za ¢ezmerno dejavnost se¢nega mehurja, migrenske
glavobole in spasti¢nost misic ob razli¢nih nevroloskih
boleznih (8). Leta 2013 je FDA odobrila njegovo upora-
bo za glajenje gub okrog ocesa, §tiri leta kasneje pa Se
za glajenje gub na celu. Se vedno pa je v dermatologi-
ji veliko tudi nenamenske uporabe (angl. off-label use)
(7). Nenehno potekajoce Studije raziskujejo morebitne
nove moznosti za uporabo BoNT. Veliko je tudi raziskav
o moznostih zdravljenja bolec¢ine. Tudi v dermatologiji
obstajajo obeti za raziritev nabora indikacij uporabe, kar
opisujeva tudi v nadaljevanju ¢lanka (10).

3 Botulinski nevrotoksin
3.1lzvor in zgradba

Botulinski nevrotoksin tvori anaerobna po Gramu
pozitivna bakterija C. botulinum. Bakterija se nahaja na
rastlinah, v zemlji, vodi in tudi prebavilih Zivali (16).
Tvori zelo odporne endospore in najmo¢nej$i naravni
strup, kar ji omogoca prezivetje v najrazlicnejsih okoljih.
Leta raziskovanj so privedla do odkritja, da obstaja vec¢
razli¢nih sevov te bakterije. Na podlagi fizioloskih, pre-
snovnih in genskih lastnosti so jih razvrstili v 6 skupin.
Vsaka od njih tvori vsaj 1 od 7 poznanih seroloskih tipov
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BoNT, nekatere pa celo ve¢ (17,18).

Botulinski nevrotoksin sestavlja polipeptidna veriga
molekulske mase 150 kDa in je v tej obliki manj akti-
ven. Polipeptidno verigo sestavljata tezka (100 kDa) in
lahka (50 kDa) veriga, ki sta povezani z disulfidnim mo-
stickom (18). Tezka veriga ima dve funkcionalni enoti.
Prva je domena, ki z izjemno selektivnhim mehanizmom
omogoci vezavo na tar¢ni receptor. Ima visoko afinite-
to za specificne membranske gangliozidne receptorje in
beljakovino SV2 na presinapti¢ni membrani motori¢nih
nevronov. Druga je translokacijska domena (19,20,21).
Glavne naloge tezke verige so interakcija BONT s tar¢no
celico, njegov vstop v celico ter prenos lahke verige na
mesto delovanja. Lahka veriga pa je od cinka odvisen
proteoliti¢ni encim in s tem aktivni del BoNT (22). Ak-
tivna oblika BONT nastane torej Sele po razgradnji te po-
lipeptidne verige (18). Bakterija ne tvori BoNT v taksni
»Cisti« obliki, temvec ga e poveze z nekaterimi drugimi
beljakovinami. To so tako nehemaglutininske kot tudi
hemaglutininske beljakovine (23). Skupaj tvorijo makro-
molekulski beljakovinski kompleks molekulske mase do
900 kDa. Te pomozne beljakovine niso strupene, tem-
ve¢ stabilizirajo kompleks in zascitijo BONT pred vplivi
okolja (spremembe pH, temperaturne spremembe, de-
lovanje encimov). Nekatere omogocajo tudi adhezijo na
tarc¢ne celice (npr. na celice v prebavilih) (24).

Razli¢ne vrste BoNT so locili s seroloskimi meto-
dami. Danes je znanih 7 antigensko razli¢nih serotipov
BoNT, ki so razvr§ceni v Se ve¢ kot 40 podtipov (25).
Serotipi so poimenovani po abecedi od A do G (BoN-
T-A do BoNT-G). Med seboj so si strukturno podobni,
razlikujejo pa se serolosko in antigensko (11). Najmoc¢-
nej$i med njimi je serotip BoNT-A, sledita mu serotipa
BoNT-B in BoNT-E Serotipi A, B in E so najpogosteje
povezani z botulizmom pri ¢loveku (16). Od leta 2013
se omenja $e 8. serotip, imenovan BoNT-H (25). Pot do
klini¢ne uporabe sta si zaenkrat utrla serotipa A in B, pri
cemer je za uporabo v dermatologiji odobren zgolj sero-
tip A (16). Na trgu so na voljo trije glavni izdelki serotipa
BoNT-A, pridobljeni iz bakterije C. botulinum seva Hall.
Znani so pod generi¢nimi imeni abobotulinum toksin A
(trzno ime Dysport, Azzalure), incobotulinum toksin A
(trzno ime Xeomin, Bocouture) in onabotulinum toksin
A (trzno ime Botox, Vistabel). Onabotulinum toksin A
je bil prvi trzno dostopen po odobritvi FDA za uporabo
v dermatologiji. Originalno serijo je proizvedel Schantz
leta 1979 in je bila v uporabi do leta 1997. Abobotulinum
toksin A in onabotulinum toksin A vsebujeta toksin,
povezan v makromolekulski beljakovinski kompleks.
Posebnost incobotulinum toksina A pa je v tem, da vse-
buje ¢isti 150 kDa tezek BoNT-A brez beljakovinskega
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Slika 1: Normalno sproscanje nevrotransmitorja v Zivéno-misicnem stiku (motoricni ploscici).

kompleksa, kar naj bi zmanjsalo verjetnost za tvorbo
nevtralizirajocih protiteles (22). Vsi trije izdelki so shra-
njeni s pomozno snovjo, ki dodatno stabilizira pripravek.
To je humani albumin z dodatkom laktoze (abobotuli-
num toksin A), saharoze (incobotulinum toksin A) oz.
natrijevega klorida (onabotulinum toksin A). Pripravki
se shranjujejo in prodajajo v liofilizirani obliki in jih je
zato potrebno pred uporabo raztopiti v 0,9-odstotni vod-
ni raztopini natrijevega klorida v ustreznem razmerju.
Enote pri odmerjanju BoNT so specifi¢ne za vsak izde-
lek in niso med seboj zamenljive. Na trgu je za uporabo
v medicini dostopen tudi serotip BONT-B, ki se prodaja
pod trznima imenoma Myobloc in NeuroBloc, vendar se
ju zaenkrat ne uporablja za estetske namene (16).

3.2 Mehanizem delovanja

Botulinski nevrotoksin je cinkova metaloproteinaza,
ki zacasno prepreci spros$canje nevrotransmitorja ACh
iz perifernih holinergi¢nih ziv¢énih koncicev v sinaptic-

no $pranjo. S tem onemogoci prenos zivénega signala
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do tar¢nega tkiva, to so npr. skeletne in gladke misice
ter znojne Zleze (24). Ob prenosu zivénega impulza se
namrec¢ iz presinapti¢nih Ziv¢nih koncicev v sinapti¢no
$pranjo sprosti vsebina sinapti¢nih veziklov - nevrotran-
smitor. To se zgodi v procesu od kalcija odvisne eksocito-
ze z zlitjem veziklov s presinapti¢no membrano Zivénega
vlakna (26). Zlitje omogocajo posebne fuzijske beljako-
vine, ki skupaj tvorijo kompleks SNARE (angl. soluble
N-ethyl-maleimide-sensitive factor attachment protein
receptor). Te so sinaptobrevin (angl. vesicle associated
membrane protein, VAMP) na membrani sinapti¢nega
vezikla in na membrani presinapti¢nega Zivénega kon-
¢ica sintaksin ter SNAP-25 (angl. synaptosomal associ-
ated-protein, 25 kDa) (27). Kompleks SNARE omogoca
pritrditev sinapti¢nega vezikla na presinapticno mem-
brano in v primeru ustreznega zivénega impulza (depo-
larizacije) tudi njegovo zlitje z membrano ter sprostitev
nevrotransmitorja v sinapti¢no $pranjo. Tam se ACh ve-
Ze na svoj receptor na postsinapti¢ni membrani tarénega
tkiva in izzove ustrezen odziv (npr. kréenje skeletne in
gladke misice, izlo¢anje znoja) (Slika 1).
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Slika 2: Delovanje botulinskega nevrotoksina v zivéno-misi¢nem stiku (motoricni ploscici).

Delovanje BoNT lahko razdelimo na 4 zaporedne
korake: vezava, internalizacija, translokacija in proteo-
liza tar¢ne beljakovine kompleksa SNARE znotraj presi-
napti¢nega nevrona (Slika 2). Botulinski nevrotoksin se
po vbrizganju nahaja sprva v sinapti¢ni Spranji. Od tam
mora za svoje delovanje vstopiti v presinapti¢ni nevron.
Domena tezke verige BoNT, ki je odgovorna za vezavo
na tar¢ni receptor, se specifi¢no veze na gangliozidne re-
ceptorje holinergi¢nih presinapti¢nih zivénih koncicev.
V procesu internalizacije z endocitozo vstopi v nevron.
Nizek pH v endocitotskem veziklu povzroc¢i dolocene
strukturne spremembe BoNT, cemur sledi razpad di-
sulfidne vezi med tezko in lahko verigo. Lahka veriga
precka membrano endocitotskega vezikla in vstopi v ci-
tosol nevrona (24). Pri tej translokaciji lahke verige igra
klju¢no vlogo translokacijska domena tezke verige (22).
Dokon¢no v citosol sproscena in zdaj katalitsko aktivna
lahka veriga se v presinapticnem nevronu visoko spe-
cificno veze na eno od 3 beljakovin kompleksa SNARE
in onemogoc¢i njegov nastanek. Na katero beljakovino
kompleksa SNARE se bo lahka veriga toksina vezala, je
odvisno od seroloskega serotipa BoNT. Serotipi B, D, F
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in G se vezejo na sinaptobrevin, serotip C na sintaksin in
SNAP-25, serotip E in najpogosteje uporabljeni serotip
A le na SNAP-25 (24). Vezava lahke verige BONT na spe-
cificno beljakovino kompleksa SNARE temelji na izje-
mno natan¢ni molekularni zgradbi, ki omogoca ujema-
nje toksina s prav to tar¢no beljakovino. Vezava je zelo
obcutljiva na najmanj$e strukturne spremembe. Lahka
veriga BoNT-A na primer visoko specificno cepi zgolj
peptidno vez GIn197-Argl198 na beljakovini SNAP-25
(28,29). Kon¢ni ucinek — preprecitev zlitja sinapti¢nega
vezikla s presinapticno membrano v Ziv¢no-misicnem
stiku - je pri vseh serotipih BoNT enak. Najbolj razi-
skane tarce delovanja BoNT so skeletna in gladka mi-
$i¢na vlakna ter eksokrine Zleze (24). Na mi$i¢na vlakna
BoNT deluje tako, da povzroci t.i. kemodenervacijo in s
tem ohlapno misi¢no paralizo (ohromelost). Zavre lah-
ko do najve¢ 80 % izvornega delovanja misice (3). Na
eksokrine zleze BONT deluje tako, da zavre izloc¢anje nji-
hovega izlocka (sline, znoja) (24).

Botulinski nevrotoksin je stabilna molekula. Njen
razpolovni ¢as je 60 dni. Vezava BoNT na beljakovine
kompleksa SNARE in njihova razgradnja sta nepovratna
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procesa. Kon¢ni ucinek, ki ga BONT povzrodi, pa je sa-
mo zacasen. Povrnitev misicne moci in ostalih funkcij
tarénega tkiva je posledica neprekinjenega celi¢cnega
obnavljanja. Proces se pri¢ne nekaj tednov po vbrizga-
nju BoNT in po povpre¢no 3-6 mesecih postopno do-
seze stanje pred vbrizganjem. Za povrnitev delovanja
sta kljucni proliferacija novih ziv¢énih koncicev in tvor-
ba novih sinapti¢nih stikov. K njej prispevata tudi na-
domescanje razgrajenih beljakovin kompleksa SNARE
z novimi ter spodbujanje genov za sintezo receptorjev
ACh. Klju¢no vlogo pri teh procesih ima signalizacija
prek inzulinu podobnega rastnega dejavnika 1 (IGF-1).
Obstajajo dokazi, da ponavljajoce se vbrizgavanje BONT
vodi v pocasnej$o povrnitev funkcije. Po nekaj mesecih
u¢inki BoNT prenehajo s popolno obnovo delovanja
tar¢nega tkiva (30).

Novejse raziskave dokazujejo, da vseh u¢inkov BoNT
ni mogoce pojasniti le z njegovim delovanjem na peri-
ferne ziv¢ne koncice. Kot kaze, je BONT (podobno kot
njemu sorodni tetanusni nevrotoksin) sposoben poto-
vati po ziv¢énih vlaknih. Tako neposredno ucinkuje tu-
di na centralni ziv¢ni sistem. Poskusi potrjujejo, da po
perifernem vbrizgavanju BoNT ta prek neposrednega
uc¢inka na sprednje in zadnje rogove hrbtenjace lahko
vpliva tako na motoriko kot tudi na zaznavanje bolec¢ine
(31). Analgeti¢ni u¢inek BoNT so sprva povezovali zgolj
z njegovim uc¢inkom na misicno spro$¢anje. Vendar pa
so Stevilne raziskave dokazale, da analgeti¢ni ucinek in
misi¢na relaksacija ne sovpadata vedno. Obstajajo doka-
zi, da BoNT vpliva na aferentno prevajanje bolecinske-
ga signala. Inhibira namre¢ spro$c¢anje substance P, ki je
vklju¢ena v zaznavanje bolecine, vazodilatacijo in nevro-
geno vnetje. Nevrogeno vnetje nastane zaradi spro$c¢anja
vazoaktivnih nevropeptidov iz ziv¢nih koncicev perifer-
nih senzori¢nih nevronov, kot sta peptid, povezan z ge-
nom za kalcitonin (angl. calcitonin gene-related peptide,
CGRP) in substanca P. Sprozita ga lahko poskodba tkiva
ali bole¢inski drazljaj. Botulinski nevrotoksin zavira tudi
spros$¢anje nekaterih nevrotransmitorjev, kot je na pri-
mer glutamat, iz ¢esar lahko sklepamo, da je analgeti¢ni
u¢inek BoNT povezan z inhibiranjem prenosa signala
v senzori¢nih nevronih. Ta spoznanja nadalje razisku-
jejo morebitno uporabo pri zdravljenju bolecinskih sin-
dromov, postherpeti¢ne nevralgije in nove indikacije v
nevrologiji (4,32).

Tudi v dermatologiji vztrajno poteka raziskovanje
mozne uporabe BoNT Se za druge namene. Nedavne ra-
ziskave kazejo, da BoNT vpliva tudi na delovanje nekate-
rih drugih celic, ki izrazajo adhezijske receptorje zanj in
v sami celici vsebujejo beljakovino SNAP-25, ki je tarca
najpogosteje uporabljenega serotipa BONT-A. To so npr.
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epidermalni keratinociti, dermalni fibroblasti, vnetne
celice, lojnice, Zilne endotelne celice in mezenhimske
mati¢ne celice v podkoznem mascevju, kar je obetavno
za razsiritev nabora indikacij tudi v dermatologiji. Tej te-
matiki se podrobneje posvecava v naslednjem poglavju
(5,33).

3.3 Indikacije za uporabo v dermatologiji

Leta 2002 je FDA odobrila uporabo BoNT-A za gla-
jenje glabelarnih gub. Odtlej se je njegova uporaba za
estetske namene neznansko povecala, zato ga marsikdo
$e vedno povezuje zgolj z estetsko dermatologijo. No-
vejsa dognanja pa kazejo, da ima BoNT-A mnogo $irsi
nabor delovanja, kot se je predvidevalo sprva. Vpliva na-
mrec na razli¢ne vrste celic, tudi v koZi. Raziskave se zato
zdaj usmerjajo v odkrivanje moznosti uporabe BoNT-A,
ki presegajo estetske indikacije. V nadaljevanju predsta-
vljava tako uveljavljene kot tudi na novo odkrite mozne
indikacije uporabe BoNT v dermatologiji, pri ¢emer
imamo v mislih le uporabo serotipa A (16).

3.3.1 Glajenje obraznih gub

Posebnost obraznih mimi¢nih misic je, da imajo svo-
je pripenjali$ce v kozi. Z vsakim skréenjem misice se na-
guba tudi nad njo lezeca koza. Na ta nacin ustvarjamo
obrazno mimiko. Pravokotno na smer kréenja misice
pa nastanejo obrazne gube. Te so sprva vidne le ob kr-
¢enju misic (dinami¢ne gube), z leti pa zaradi socasnih
strukturnih sprememb koZe postajajo bolj ali manj stal-
ne (stati¢ne gube) (34). Botulinski nevrotoksin prepreci
spro$¢anje ACh na motori¢ni plos¢ici in s tem ohromi
mimic¢ne misice na mestu vbrizganja. Uporablja se za
glajenje Celnih in glabelarnih gub, odpravljanje finih gub
okrog in pod o¢mi ter za dvig obrvnega loka. V okviru
nenamenske uporabe se ga posluzujemo tudi za zavira-
nje poves$anja ustnega koticka (vbrizganje v m. depressor
anguli oris), poudarjanje obrisa celjustnice (vbrizganje v
m. masseter) oz. na vratu (vbrizganje v m. platysma) in
prsnem kosu (16).

Misi¢na ohromelost nastopi obi¢ajno v obdobju do
48 ur po vbrizganju. Cas nastopa ohromelosti je odvisen
od anatomije, mesta vbrizganja in individualnih (genet-
skih) razlik misic. U¢inek je tudi veéji, ce se BONT-A
vbrizga v sredino misi¢nega vlakna, kjer se nahaja vec-
ja koncentracija motori¢nih plosc¢ic (nevromodulacija).
Najpomembnejse je natan¢no poznavanje anatomije, saj
so misi¢na vlakna razli¢nih mimi¢nih misic organizirana
drugace. Za potrditev najustreznej$ega mesta za vbrizga-
nje si nekateri pomagajo tudi z elektromiogramom (30).
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3.3.2 Hiperhidroza

Hiperhidroza je stanje, za katerega je znacilno ¢ezmer-
no izloc¢anje ekrinih Zlez znojnic, ki se nahajajo predvsem
na dlaneh, podplatih in v pazduhah (5). Posledica je ¢ez-
merno znojenje, ki presega termoregulacijske potrebe te-
lesa (2). Primarna hiperhidroza, ki torej ne nastane kot
posledica nekega drugega bolezenskega stanja ali jemanja
dolocenih zdravil, prizadene okrog 3 % populacije. Za pri-
zadete posameznike je veliko psihi¢no breme. Dokazano
je, da BONT-A zmanjsa ali zavre izlo¢anje znoja na mes-
tu vbrizganja in tako bistveno izboljsa kakovost Zivljenja.
Zato je zdravljenje primarne hiperhidroze z BONT-A eno
najbolj razsirjenih indikacij (5). Posluzujemo se ga zlasti
po nezadostnem uspehu topikalnega zdravljenja (2). Bo-
tulinski nevrotoksin serotipa A se vbrizga v kozo s ciljem
zavreti prenos zivénega signala na holinergi¢nih Ziv¢nih
konc¢icih, ki oziv¢ujejo zleze znojnice. S tem se zacasno
zavre izlo¢anje znoja. Uporabo BoNT-A je FDA odobrila
za zdravljenje aksilarne hiperhidroze, pri kateri so uspehi
zdravljenja dobri. Podatki o zdravljenju hiperhidroze dla-
ni in podplatov so bolj skromni. Pri vbrizganju v predelu
dlani je potrebna posebna previdnost na podrocju misic
palceve kepe (tenarja), saj obstaja tveganje, da se nehote
ohromijo misice. Opisano je bilo zdravljenje tudi drugih
telesnih predelov zaradi ¢ezmernega znojenja, prav tako
pa tudi zdravljenje osmidroze (5). Pri zdravljenju hiperhi-
droze je tezaven tudi pojav nadomestnega znojenja dru-
gih, prej neprizadetih telesnih predelov (2).

3.3.3 Mozne indikacije

Poleg ze uveljavljenih indikacij za uporabo BoNT-A v
dermatologiji veliko obetajo novejse ugotovitve. Kaze, da
bi bil BONT-A primeren tudi za zdravljenje nekaterih dru-
gih dermatoloskih bolezni. Botulinski nevrotoksin seroti-
pa A so ze poskusali uporabljati za zdravljenje hipertrofic-
nih brazgotin in keloidov, saj zmanj$a misi¢no kontrakcijo
v obmocju brazgotine. Na ta nacin se zmanjs$ajo pritisk na
robove rane, mikroposkodbe in vnetje tega predela. Botu-
linski nevrotoksin serotipa A naj bi zaviral izrazanje trans-
formirajocega rastnega dejavnika beta (TGF-beta), ki je
glavni posrednik pri oblikovanju hipertrofi¢ne brazgotine
(5). V nekaterih raziskavah ugotavljajo, da je lokalno vbriz-
ganje BoNT-A v primerjavi z vbrizgavanjem kortikoste-
roidnih pripravkov enako ucinkovito. Dodatni prednosti
BoNT-A sta tudi zmanjsana srbez in bole¢ina na mestu
brazgotine (35). Vsekakor pa so potrebne $e nadaljnje ra-
ziskave o dejanski vlogi BONT-A v procesu brazgotinjenja,
saj si zaenkrat izsledki raziskav Se zelo nasprotujejo.

Botulinski nevrotoksin serotipa A se je izkazal kot
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uspesna snov tudi pri zdravljenju mastne koZe, ki je po-
gosta dermatoloska nevsecnost (36). Pretirano izlo¢anje
loja masi ustja dla¢no-lojnih mesickov. Razrast bakterij
na tem mestu povzroci vnetja, kot so akne in seboroi¢ni
dermatitis. Mehanizem delovanja vbrizganja BoNT-A v
koZo na zmanjsanje tvorbe loja Se ni v celoti pojasnjen.
Predvideva se, da so tar¢a delovanja lokalni receptorji
ACh v zlezah lojnicah. Potrebne so nadaljnje raziskave za
dolocitev ustrezne koli¢ine in tehnike vbrizganja (6).

Stevilnim bolezenskim stanjem v dermatologiji se
pridruzuje intenzivni srbeZ. Antipruriticen ucinek BoN-
T-A v manjsih pilotnih raziskavah veliko obeta. Meha-
nizem delovanja $e ni povsem razjasnjen, pomemben
pa naj bi bil zlasti vpliv BONT-A na zaviranje spros¢anja
nevrotransmitorjev substance P, glutamata, ACh, CGRP
in ostalih mediatorjev, ki so lahko vkljuceni v sicer kom-
pleksno patogenezo srbeza (37). Acetilholin je pomem-
ben posrednik v procesu nastanka srbeza pri $tevilnih
dermatoloskih boleznih, npr. pri atopijskem dermatitisu.
Tudi substanca P povzroca spros¢anje histamina prek ak-
tiviranja mastocitov. Je mocan vazodilatator, tako kot je
CGRP. Botulinski nevrotoksin serotipa A tudi neposred-
no vpliva na zaviranje degranulacije mastocitov. Srbez je
obicajno povezan z vnetjem koze. Glede na to, da BONT-A
zmanj$uje nevrogeno vnetje, je z umiritvijo srbeza prica-
kovati tudi izbolj$anje stanja primarne kozne spremembe
(6). To potrjujejo tudi raziskave pri bolnikih z luskavico
in atopijskim dermatitisom, kot so na primer izsledki o
izbolj$anju stanja luskavice po naklju¢ni poskodbi peri-
fernega ziv¢nega sistema (38). Lokalno vbrizganje BoN-
T-A pri inverzni luskavici ugodno ucinkuje tudi zaradi
zmanj$anja znojenja in s tem manj pogostega vnetja koze
v koznih pregibih (6). Podoben naj bi bil tudi mehanizem
delovanja BoNT-A pri bolnikih s Hailey-Hailey boleznijo
(druzinski benigni pemfigus). Gre za redko genetsko ko-
zno bolezen z izbruhi mehurjev in razjed, zlasti v koznih
gubah, ki lahko srbijo (39). Botulinski nevrotoksin seroti-
pa A prek zmanj$anja znojenja, maceracije tkiva in srbeza
izboljsa stanje sprememb (37).

Zanimivo je tudi odkritje, da BONT-A ugodno vpliva
na zdravljenje rozacee, ki je kroni¢no vnetno stanje ko-
ze kompleksne etiopatogeneze, povezano tudi z delova-
njem mastocitov. Botulinski nevrotoksin serotipa A tudi
tu zmanj$uje nevrogeno vnetno komponento, saj zavira
spro$¢anje nevropeptida substance P, ki sicer v procesu
nevrogenega vnetja aktivira mastocite. Poleg tega BONT-A
cepi tudi beljakovine kompleksa SNARE v mastocitih, ki
sodelujejo pri njihovem aktiviranju. Z njihovo razgradnjo
BoNT-A neposredno zavira degranulacijo mastocitov. Ti
uc¢inki BoNT-A vodijo v protivnetno dogajanje. Botulin-
ski nevrotoksin serotipa A bi zaradi svojega vectar¢nega
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delovanja lahko nudil prednost pred trenutno uveljavlje-
nimi zdravili za zdravljenje rozacee (40).

Botulinski nevrotoksin serotipa A se je izkazal kot
ucinkovito sredstvo za odpravljanje bolecin ob nekaterih
drugih koznih spremembah, kot so na primer bole¢i ko-
zni leiomiomi in periorbitalni siringomi (5). Tudi pri mul-
tiplih ekrinih hidrocistomih je lokalno vbrizganje BoNT-
-A varno in ucinkovito zdravljenje (41).

3.4 Nezeleni ucinki

Botulinski nevrotoksin je za ¢loveka ena najbolj pozna-
nih strupenih ucinkovin. Toksi¢nost se pogosto izraza v
enotah (angl. unit, U). Ena enota (1 U) BoNT ustreza sre-
dnjemu smrtnemu odmerku (srednji letalni dozi, LD50)
za 20 g tezko $vicarsko mis. Obcutljivost na BoNT pa se
razlikuje med posameznimi Zivalskimi vrstami. Srednji
smrtni odmerek za opice znasa 39 U/kg. Glede na te ugo-
tovitve so ocenili, da znasa pri vbrizganju pripravka kri-
stalnega BONT LD50 za 70 kg tezkega ¢loveka v misico ali
zilo okvirno 40 U/kg telesne teze. Uporabljen enkratni od-
merek je v dermatologiji bistveno nizji od tega odmerka.
Pri zdravljenju vecjih povrsin (npr. plantarna hiperhidro-
za) se vbrizgana koli¢ina onabotulinum toksina A giblje
do 250 U na zdravljeni predel. Pri vbrizganju za estetske
namene so uporabljeni odmerki $e manjsi (5,34,42).

Glede na klini¢ne izkusnje, retrospektivne raziskave in
metaanalize je zdravljenje z BoNT varno za $irok spek-
ter terapevtskih in estetskih indikacij. Lokalni stranski
ucinki nastanejo zaradi premocnega ucinkovanja toksina
in difuzije v okolna tkiva. Na obrazu so zacasni nezele-
ni u¢inki na primer asimetrija obraza, ptoza obrvi, zgor-
nje veke ali ustnice in ektropij zaradi Sibkosti mimi¢nih
misic, strabizem ter motnje mimike obraza. Ob vbriz-
ganju BoNT v okolico platizme so mozni tudi disfagija,
suha usta in obcutek $ibkosti vratu. Incidenco stranskih
uc¢inkov je mozno zmanj$ati ob upostevanju smernic za
uporabo BoNT, pravilni izbiri bolnika za dolo¢en poseg
in z ustreznim odmerkom in tehniko vbrizgavanja. Mo-
7ni stranski uc¢inki so tudi krvavitev, rde¢ina in bole¢ina
na mestu vbrizganja. Lahko se pojavijo tudi glavoboli, ki
izzvenijo najkasneje v 4 tednih (34,43).

V odobrenih indikacijah uporabe BoNT v dermatolo-
giji se uporabljajo tako majhne kolic¢ine toksina, da poro-
¢il o oddaljenem Sirjenju uc¢inkov BoNT pri katerem koli
odobrenem izdelku BoNT pri zdravih odraslih ni. Razi-
skave potrjujejo, da priporoc¢eni odmerki ne privedejo do
sistemskih u¢inkov in BoNT po vbrizganju ni merljiv v
periferni krvi. Prevelik odmerek BoNT bi lahko povzro-
¢il sistemske znake, kot so slabsa misi¢na mo¢, zamegljen
vid, ptoza in redko Zivljenje ogrozajoce stanje s simptomi,
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ki jih poznamo pod imenom botulizem. Poro¢il o dolgo-
ro¢nih stranskih ucinkih pri odobreni uporabi BoNT v
dermatologiji ni.

Kot vsaka telesu tuja beljakovina lahko tudi BoNT iz-
zove imunski odziv. To je bolj verjetno pri pogostih po-
navljajocih se vbrizganjih BoNT. Poleg 150 kDa tezkega
nevrotoksina se v nekaterih trzno dostopnih izdelkih
nahaja BoNT vezan v kompleksu z drugimi beljakovi-
nami, kar Se poveca tveganje za tvorbo nevtralizirajoc¢ih
protiteles. Zato je mogoce, da nadaljnja vbrizganja BoNT
niso uspesna. Na imunogenost vpliva tudi uporabljeni
odmerek. Rezultati se zelo razlikujejo med bolniki in med
posameznimi raziskavami. Se vedno ni dolo¢ena pogo-
stost in odmerek, ki pogojujeta imunski odziv. Ugotavlja
se tudi, da se pri nekaterih bolnikih kljub tvorbi protiteles
ucinek delovanja BoNT pri prihodnjih zdravljenjih nujno
ne zmanj$a. V dermatologiji, zlasti za estetske namene,
so uporabljene koli¢ine BONT majhne in kljub obcasno
pogostej$im ponovitvam vbrizganja ni velike nevarnosti
za neuspeh prihodnjih zdravljenj (44). Vecja ameriska
raziskava iz leta 2009, ki je analizirala tvorbo protiteles
pri vnosu BoNT za glajenje glabelarnih gub pri 1.554 po-
sameznikih, je dokazala, da se pri nobenem od njih niso
razvila nevtralizirajoca protitelesa. Tudi uspeh prihodnjih
zdravljenj ni bil ni¢ manjsi (45). Zaklju¢imo lahko, da od-
sotnost jasnih dokazov o tvorbi protiteles pri dermatolo-
$ki uporabi BoNT nakazuje, da je njihov nastanek zelo
malo verjeten (44).

4 Zakljucek

Kljub temu, da se v¢asih zdi tematika uporabe BoNT
Ze povsem preverjena, pa novejsa dognanja izpodbijajo
predsodke in korenito spreminjajo pogled stroke na upo-
rabo BoNT. Sodi med zdravila z obetavnim $irokim na-
borom indikacij za klini¢no uporabo, ¢eprav je trenutno
$e vedno veliko nenamenske uporabe. Botulinski nevro-
toksin veliko obeta na mnogih podro¢jih, na primer na
podro¢ju nevrologije, lajsanja bolecine, srbeza in drugih.
Vedno vec je raziskav, ki odkrivajo nove mozne indikacije
zdravljenja tudi na podroc¢ju dermatologije.

Ze zdaj pa obstaja dovolj poro¢il, na podlagi katerih
lahko zaklju¢imo, da je povezava BoNT zgolj z estetiko
ze preteklost.

Izjava o navzkriZju interesov
Avtorici nimava navzkrizja interesov.

Zahvala
Zahvaljujeva se ilustratorki Anji Bol¢ina za pregledni
ilustraciji.
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