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Sammandrag

Botulinumneurotoxin (BoNT) produceras av bakterien Clostridium botulinum, och ar det mest
potenta giftet vi kdnner till. Den storsta risken for oss ménniskor att komma i1 kontakt med
bakterien och dess toxin r vid intag av sporer som Overlevt otillrdcklig behandling fore
konservering av mat, bland annat vid hemmagjord konservering av honung. Trots sin hoga
toxicitet & BoNT ett toxin med en beytdelsefull roll inom medicin. Anvéndningen av toxinet
har varit revolutionerande inom en rad olika medicinska omréden, till exempel oftalmologi,
urologi och som hjélp vid rehabilitering i samband med sjukdomar som orsakar
muskelspasmer. Det har dven fatt en viktig roll inom skdnhetsindustrin dir det ofta anvénds
for att sldta ut huden 1 ansiktet.

Det uppticktes att toxinet vid ldga doser endast skapar en lokal paralys. Det innebér att
sjukdomar som orsakar symtom i form av muskelspasmer eller andra muskelrelaterade
problem kan motverkas genom injicering lokalt i vivnaden som orsakar problem. Egenskaper
som bidragit till toxinets framgéing dr den starka specificitet det har for kolinerga neuroner och
den langvariga effekt som ett omraden kan utséttas for utan risk att drabbas av permanenta
skador. En annan faktor ar hur toxinet vid kontrollerade doser verkar véldigt lokalt och sdllan
orsakar nagra bieffekter.

Toxinet &r ett cirka 150kDa stort protein som binder specifikt till kolinerga neuroner. Det
bestar av en storre och en mindre kedja sammanbundna med en disulfidbrygga. Det finns sju
naturligt forekommande serotyper av botulinumtoxin som var och en klyver vid olika
sekvenser pa SNARE-proteiner. SNARE-protein dr en grupp proteiner som binder till
varandra och bildar ett komplex som initierar membranfusion av vesiklar. Dess forméga att
hindra vesikelfusion gor frisldppandet av neurotransmittorer omdgjlig, och leder till paralys av
postsynaptisk muskelvdvnad. Toxinet dr ett clostridiumneurotoxin som innehéller tre
funktionella doméner, dir en domén binder till en specifik celltyp beroende pé typen av
gangliosider pa cellmembranets yta. En andra domén bildar en por for att transportera in den
mindre kedjan som dr ett endonukleas. Poren tilliter inférsel av den mindre kedjan som klyver
vid specifika sekvenser pA SNARE-komplexet.

Forskning pé proteinet har lange kretsat kring metoder for att utnyttja de naturligt
forekommande toxinerna i diverse mer eller mindre kreativa behandlingar som involverar
overanviandning av muskelvidvnad. En annan stor del av forskningen kring toxinet har varit
mekanismerna bakom formagan att bilda porer for inforandet av den toxiskt aktiva delen av
proteinet i malcellen. P4 senare ar har forskningens fokus borjat riktas om mot modifiering av
existerande toxiner dér syftet &r att &ndra vilken typ av cell som toxinet binder till samt dndra
vilken aminosyrasekvens det klyver vid. BoNT ér ett stort protein som innehaller tre doméner
med specifika roller. Dessutom dr proteinet véldigt modulért uppbyggt med de funktionella
delarna i egna regioner, vilket gor det mojligt att &ndra en funktion utan att paverka en annan.
BoNTs egenskaper gor den darfor till en utmirkt molekyl att forsoka utveckla genom
proteinteknik. Tillvdgagangssitten for att fordndra molekylen har bland annat varit att lata
genen som kodar for proteinet att fa enstaka mutationer dir den kodar for nadgon av de
funktionella doménerna, vilket lett till bland annat att &ndra klyvningssitet for den
endonukleasa doménen.



Forkortningar

CNT - clostridiumneurotoxin

LD50 - lethal dose 50

BoNT - botulinumneurotoxin

TeNT - tetanusneurotoxin

B-PBT - B-porbildande toxin

VS - Vestibular schwannoma

CNS - Centrala nervsystemet

PNS - Perifera nervsystemet

SNARE — soluble NSF attachment protein receptor

Inledning

Botulinumneurotoxin ar det giftigaste toxin vi kdnner till och ar orsaken till botulism, en sjukdom
som forst beskrevs i slutet av 1700-talet (Erbguth 1999). BoNT ér ett cirka 150kDa stort protein
med en storre och en mindre kedja sammanbundna med en disulfidbrygga. BoNT produceras av
bakterien Clostridium botulinum som tillhor slaktet Clostridium. Faran med toxinet dr dess
forméga att inhibera kolinerga nervterminaler. Denna inhibering leder till paralys i all form av
muskelvdvnad dér synapserna kommit i kontakt med toxinet. Denna mekanism utnyttjas dven
inom medicin dér toxinets formaga att inhibera neurotransmission samt formaga att verka dver en
lang tid kan anvindas For olika behandlingar. Vid rening av toxinet och genom noggrann
reglering av dosen gar det att ddmpa symton orsakade av dveraktiva muskler. BONT anvénds dven
inom skonhetsindustrin, ofta for att lokalt forlama omréaden i ansiktet for att undvika eller sléta ut
rynkor orsakade av dveranvdndning av ansiktsmuskulaturen.

Dosen som krévs for att doda en genomsnittlig manniska gar att rdkna i nanogram. Denna hoga
toxicitet har gett toxinerna “category A” klassificering hos Centers for Disease Control and
Prevention tillsammans med andra dédliga &mnen som potentiellt kan utnyttjas forr till exempel
bioterrorism (Arnon 2001). Det &r déarfor viktigt att béttre forstd organismen och eventuella
problem som kan uppsta vid kontakt med de olika neurotoxiner de olika arterna kan producera,
samt om det finns nadgon ytterligare betydelsefull anvéindning inom medicin eller industri.

Idag kan vi, tack vare forskning som pagétt sen slutet av artonhundratalet anvdnda botulinumtoxin
i terapeutiskt syfte. Dessutom har vi fatt 6kad forstaelse for mekanismerna inblandade i
vesikelfusion och porformation pa cellmembranet (Alouf 2003).

I detta arbete kommer jag redogdra for hur toxinerna som utséndras av Clostridium botulinum har
gétt fran matburet hot till att ha en viktig roll inom medicin. Forst gor jag en genomgéng av arten,
dess morfologiska egenskaper, toxinets struktur och verkningsmekanismer, sedan tar jag upp
historien bakom hur toxinet uppticktes och hur den kliniska utvecklingen fortgatt. Jag kommer
sedan att ga igenom hur BoNT:s potential kan dndras genom proteinteknik, vilken skapa nya
kliniska anvdandningsomraden. Vid anvéndning av botulinumtoxin anvinds idag endast de
naturligt forekommande toxinerna. Forskning gors pa huruvida det gar att, med utgdngspunkt fran
botuliumtoxin utveckla nya toxiner genom proteinteknik. Fokus riktas mest mot att utveckla
toxiner specifika for en annan typ av neuron, vid vilken aminosyrasekvens som ska klyvas eller
effektens varaktighet (Aokli 2007).

Sliktet

Slaktet Clostridium bestér av 6ver 100 arter, savél icke-patogener, som ett stort antal viktiga
patogener vilket inkluderar Clostridium botulinum och Clostridium tetani, vars gift orsakar
botulism respektive stelkramp (Stackenbrandt och Rainey 1997). De dr obligat anaeroba och
karaktdriseras av dess stavformade cellmorfologi forméga att bilda endosporer och en cellvigg
som gor att de klassificeras som gram.positiv. Bakterien hittas i bade jord, marina system och i



sOtvatten. Vissa arter dr dessutom viktiga ur ett bioteknologiskt perspektiv, t.ex Clostridium
acetobutylum som kan anvéndas vid aceton och butanolframstillning (Durre 2007). Arterna &r
oftast namngivna efter det mest utmérkande giftet det kan utsondra, t.ex C.botulinum som
utsondrar botulinumtoxin.

Skillnader mellan arterna

Clostridium botulinum ar en samling arter som definieras av formégan att producera botulinum-
toxin. Arten delas upp i serotyper. Vilket dr ett vanligt sitt att urskilja mikroorganismer. Det
innebdr att underarter klassas efter serotypspecifika antigen som visas pa en viss bakterie. Toxinet
delas ocksa in i serotyper som baseras pé epitop som skiljer sig mellan dem. Det finns sju
serotyper av botulinumtoxin (A-G). olika serotyperna produceras av ett antal bakterier som &r
heterogena i sina karaktérsdrag. Ett flertal av serotyperna kan dessutom utsondras av ett flertal
olika arter inom sléktet clostridium. Namngivningen av bakterien sker i samband med upptéackten
av nya serotyper av toxinet, dir BONT/A &r det forst funna botulinumtoxinet som dé blir serotyp
”A” av bakterien, foljt i kronologisk ordning av BoNT/B. Generna for BoNT/A, B, E och F finns
lagrat i bakteriens kromosom medan genen for BONT/G finns lagrad i en plasmid hos bakterier av
G-serotyp. Hos bakterier som producerar BONT/C och BoNT/D finns genen lagrad i ett integrerat
fag-genom. Tetanustoxin (TeNT) produceras av Clostridium tetani som dr en annan viktig
bakterie inom sldktet, och till skillnad fran de botlinumtoxinproducerande bakterierna ar detta en
en mycket homogen grupp.

Giftet

C. Tetani och C. botulinum producerar de mest utméirkande toxinerna som ofta nimns som
clostridiumneurotoxiner (CNT). Toxinerna de utsondrar har liknande struktur och funktion.
Botulinumneurotoxin (BoNT) binder till kolinerga presynapser och orsakar paralys genom att
hdmma frislappandet av acetylkolin i motorneuroner (PNS). BoNT klyver vid ett antal olika
sekvenser i SNARE-proteinkomplexet (Tabell 1). Tetanusneurotoxin (TeNT) binder till
presynapsen hos inhiberande neuron dér det hammar frisldppandet av GABA, som &r den
vanligast forekommande inhiberande molekylen i centrala nervsystemet (CNS). TeNT klyver
synaptobrevin (schiavo G et al. 1992), ett malprotein som delas med ett flertal BoNT-toxiner.
Dock har TeNT en helt annan effekt da det binder specifikt till neuroner som har en toniskt
inhiberande effekt pa muskelvavnad.

Tabell 1. De olika BoNT-serotyperna och deras malproteiner

Serotyp Malprotein

BoNT/A SNAP-25

BoNT/B Synaptobrevin
BoNT/C SNAP25 och Syntaxin
BoNT/D Synaptobrevin
BoNT/E SNAP-25

BoNT/F Synaptobrevin
BoNT/G Synaptobrevin

Information fran (Aoki och Guyer 2001).

Clostridiumneurotoxinets struktur

For att forsta toxinernas mekanismer behovs en viss bakgrund om hur Clostridium neurotoxinet
(CNT) ar uppbyggt i ett antal sub-enheter som var och en har olika funktion. CNT &r en familj
neurotoxin som tillverkas av clostridium botulinum och clostridium tetani. CNTs bestar av
polypeptider i storleksordningen ~150kDa som sedan klyvs for att skapa tva polypeptidkedjor
som hélls samman med en disulfidbrygga, en kortare som &r cirka 50kDa ldng och en langre runt



100kDa (Turton et al. 2002). Den kortare polypeptiden ar ett zink-beroende endopeptidas och ar
den aktiva doménen vid klyvning av SNARE-proteiner som dr den huvudsakliga toxiska
funktionen. Clostridium tetani producerar giftet tetanus neurotoxin (TeNT)som é&r strukturellt
homologt till BONT (cirka 35% sekvensoverlap (Lacy och Stevens, 1999)) och orsakar stelkramp.
Den lénga polypeptiden har tva aktiva doméaner som tar upp cirka 50% av polypeptiden var, en
som bestar av halvan med N-terminalen och en som bestar av halvan med C-terminalen. Doménen
som innehéller C-terminalen har ett gangliosidbindande site som har en viktig roll vid bindandet
till membranet av en neuron. Denna domén hjélper dven till vid inférandet av toxinet i neuronen.

Botulinumneurotoxinets mekanismer

BoNT verkar pa olika SNARE-protein. SNARE-protein dr en grupp protein vars roll dr att
skapa komplex som initierar vesikelfusion. Till dessa hor synaptobrevin, syntaxin och SNAP-
25 (figur 1).

synaptic
vesicle

Figur 1. Illustration av hur de mest forekommande proteinen i SNARE-komplexet ér placerade och
hur de dr involverade i vesikelfusionen. Synaptobrevin, syntaxin och SNAP-25 &r potentiella mal for
olika BoNT-serotyper.

Porformation

Formagan att bilda porer i mélcellens membran dr en egenskap som dr vanlig bland biologiska
toxiner. Toxinerna grupperas da ofta som “membranforstdrande toxiner”.
Membranforstorande toxiner kéinnetecknas av en doméin som kan 0ppna en transportvig
genom eukaryota membran. formagan att bilda porer dr en egenskap som mer 4n en tredjedel
av alla bakteriella toxiner har gemensamt (Alouf 2003). De flesta porbildande toxiner som
utsondras av clostridiumbakterier tillhor gruppen B-porbildande toxiner (3-PBT). Den delen
av toxinet som star for porformeringen ar rikt i B-stringar som binder till specifika receptorer
i membranet. Nér toxinet binder till receptorn éndrar det konformation dér en sk B-barrel”
bildas som kan penetrera membranet. Porernas funktion kan variera. Foérutom att bilda en



intransport for endopeptidas-domédnen hos CNT:s finns andra toxiner som Oppnar for fri
transport av joner och rubbar jonbalansen eller orsakar signalkaskader (Alouf 2003, Gonzalez
et al 2008, Parker 2005).

De olika toxinerna i gruppen clostridiumneurotoxiner &r véldigt lika i struktur och mekanism. Den
storre sub-enheten har en domén som hjélper till att binda till och penetrera specifika celler. Den
mindre sub-enheten klyvs av efter att den har blivit inford i cellen och kan bdrja verka pé sitt mal.
Processen for giftet att komma in i cellen och klyva en sekvens sker i flera steg. CNT:t binder till
den typen av synaps den dr specifik for, som i BoNT:s fall 4r de kolinerga nervterminalerna. Den
langa C-doménen pd BoT binder till nervterminalen och inducerar endocytos. Hur endocytosen
sker dr inte helt klarlagd men det tyder pd att en viss ndrvaro av gangliosider krévs. Det har
gjorts experiment dér framfor allt GD1b, GT1b och GQ1b visar sig vara viktiga for
porbildning i membranet (Montecucco, 1986). Det beh6vs dock ndgot mer dn gangliosider for
BoT att binda, Ndgon form av receptorbindning kriavs ocksa fore proteinet kan komma in i cellen
(C. Montecucco). Vilken receptor som toxinet maste binda till dr inte kartlagt for alla toxiner men
synaptotagmin har en roll vid inférandet av serotyp A, B och E (Li och Singh, 1998, Nishiki et
al 1996).

Olika serotypers klyvningssite

Sju serotyver av BoNT har upptéckts i dagsliaget (A-G). Varje serotyp har vildigt specifika
sekvenser som den klyver, men alla serotyper klyver proteiner inom SNARE-komplexet och
hindrar frisdppning av aceytolkolin. BONT-B, -D. -F och G klyver var och en vid olika sekvenser i
synaptobrevin (schiavo et al, 1992, Schiavo et al 1993a, Schiavo et al 1993b, Schiavo et al 1994,
Yamasaki et al 1994a, Yamasaki et al 1994b och Yamasaki et al 1994c) BoNT-A och -E klyver
SNAP-25 och BoT-C klyver sekvenser i bAde SNAP-25 och syntaxin (Blasi et al, 1993a, Blasi et
al, 1993b, Schiavo et al, 1995, Schiavo et al 1993b, Binz et al 1994, Schiavo och montecucco
1995, Foran et al 1996, Osen Sand et al, 1996 och Williamson et al 1996).

Tetanusneurotoxin (TeNT) som é&r ett annat clostridiumneurotoxin (CNT) har verkningsmekanism
snarlik den hos BoNT, men det blockerar istillet frisldppandet av de inhiberande
neurotransmittorerna GABA och glycin, vilket orsakar starka kramper i motsats till paralyseringen
som sker av BoNT forgiftning. Resultatet av att bli utsatt for CNTs é&r alltsa olika ur klinisk
synpunkt, men verkningsmekanismen pé cellnivé dr densamma, proteiner i SNARE-komplexet
klyvs och exocytos av neurotransmittorerna inhiberas.

Exponering och behandling

Forgiftningen sker genom intag av kontaminerad foda nér bakterien 6verlevt olika processer vid
till exempel konservering. En av de storsta farorna med bakterien dr dess formaga att bilda
endosporer. Endosporerna ér véldigt resistenta och gor att de till viss grad kan dverleva
viarmebehandling av mat. Vid bristande virmebehandling kan sporerna dverlevt medan all
konkurrens dr borta och bakterien kan séledes véxa fritt. For att forstora sporerna krivs en
upphettning vid 120 °C i cirka 30 minuter. Forgiftning kan dven ske efter direkt kontakt med
bakterien eller sporer som kan hittas i bade jord, marina och icke-marina sediment. Toxinet i sig
behover bara kokas i 10 minuter eller upphettas vid 80 °C i cirka 30 minuter for att denatureras.

Det gér att motverka toxinets effekter med hjélp av antiserum. dock maste man behandlas innan
toxinet hunnit foras in i neuronen, da gar det inte langre att forhindra effekterna genom externa
metoder. Den méngd som kommit in i neuronen kommer inte att pdverkas av antiserumet och
maste da utsondras pé naturlig vig. Nagon som exponerats for botulinumtoxin maste genast
uppsoka vard da andningssvarigheter snabbt kan utvecklas och respirator méste finnas till hand



om toxinets effekter nar lungorna. Botulinumtoxin, speciellt serotyp A har en lang halveringstid
och kommer utsondras i langsam takt. lyckligtvis &r inte hjirtat paverkat av toxinet pa samma sétt
som andningssystemet da det inte styrs av kolinerga neuroner sa dodligheten i nidrvaro av
respirator dr relativt 1ag och full aterhdmtning kommer ske efter ett antal manader.

Sjukdomens historia

Ordet "botulism” kommer frén det latinska ordet botulus” som betyder korv. Det borjade
anvindas i Centraleuropa under 1700-talet for att beskriva den paralyserande sjukdom som
ofta kunde kopplas till intag av blodkorv. De symtom som uppstar efter intag av infekterad
mat har varit av intresse hos toxikologer sedan atminstone ett &rhundrade tillbaka. En
utredning gjordes 1895 i Ellezelles, en by i Henegau dér ett utbrott bland medlemmarna i en
musikklubb skett. Orsaken till akomman tros vara en okokt skinka, da endast ett fatal av
klubbmedlemmarna som inte &tit av skinkan visade nagra symtom (Van Ermengem

1897). Symtom uppvisades forst 24 till 36 timmar efter maltiden och manga av dem kunde
kopplas till forslust av muskelfunktion. Ungdomarna tappade bland annat formagan att
fokusera med 6gonen pa ndra hill, pupillerna var i konstant utvidgat lége, svart att svélja och
talet 14t som om de hade halvt paralyserad tunga. (Van Ermengem 1897). Bland de som
overlevde forgiftningen var dterhdmtningen utdragen och forst, efter cirka tv4 till tre veckor
fick de tillbaks normal funktion i pupiller och 6gonlock, men en léng tid i ramen sex till atta
ménader for helt aterstélld syn och kontroll av svalg.

Bakgrund om dess roll inom medicin

Sliktet Clostridium producerar som redan ndmnts en médngd olika toxiner som spelat en viktig
roll inom medicin och utvecklingen av olika behandlingar. Till en bdrjan sags endast
nackdelarna med det hogpotenta giftet, men allteftersom forskningen om toxinet fortgick sa
okade forstdelsen om dess mekanismer och ett terapeutiskt virde borjade ses inom flera
medicinska omraden. Frimst inom forskning runt muskelrelaterade sjukdomar ségs
mdjligheter med dess specificitet mot neuromuskuléra presynapser och ldngvariga, men helt
reversibla effekt. De mest 1dngvariga clostridiumneurotoxinerna uppvisar en effekt som kan
stracka sig over flera manader (Flynn 2012). Det mest kénda toxinet som anvénds inom
medicin dr botulinumtoxinet BONT/A som bildas av Clostridium botulinum. Vi vet att alla
BoNT har paralyserande effekt pd neuromuskuldra synapser genom inhibering av acetylkolin
fran motorneuronet. Effekten syns bade pa skelettmuskulatur och glatt muskulatur. De mest
utmirkande egenskaperna dr den laga dosen som behdvs och den dramatiska effekten som
toxinet kan ha pa vissa medicinska tillstind dir vanliga farmakologiska behandlingar inte har
gett nagon respons. Till exempel vid muskelspasmer och olika former av dystoni. Det har
dven blivit allt vanligare att anvdnda botulinumtoxinet BONT/A inom kosmetika, och for detta
endamal marknadsfors toxinet under namnet Botox. Rynkor i ansiktet orsakas ofta av
spanningar av ansiktsmuskulaturen, och kan darfor behandlas genom att tvinga fram
avslappning genom lokalparalys av muskulaturen. Att lokalt paralysera ett omrade for att
minska muskelstimuli dr det vanligaste tillvigagéngsséttet dven vid andra typer av
behandlingar med BoNT.

Dagens forskning och anvindningsomriden

Det har gjorts studier pd mer omfattande och svarbehandlade sjukdomar som cerebral pares
for att utvidga toxinets anvindningsomradena. En sddan studie gjordes dér patienter med
cerebral pares fatt BONT/A injicerat i muskeln gastrocnemius. Resultatet var en signifikant



minskad spasticitet (Bjornson K ef al. 2007). Att minska muskelaktiviteten kan vara en
onskvird effekt dven 1 andra mer generella sammanhang. Mojligheten att med
botulinumtoxinets hjilp f4 musklerna att slappna av, kan gora att patienter littare kan ga
igenom fysisk terapi utan oonskade muskelkontraktioner som kan himma &terhdmtningen
eller inldrningen av korrekta rorelser.

Pa senare ar har bevisen for att det kan finnas fler egenskaper hos BoNT/A. Bland annat kan
BoNT/A vid tillriackligt hoga doser. Forutom att blockera de kolinerga motorneuronerna, dven
paverka afferenta neuroner i form av smértreceptorer och saledes ha en potentiellt bedévande
effekt. BONT/A har visat sig ha en viss effekt vid frisldppandet av neurotransmittorer som
glutamat, substans P och ATP i smértmedierande neuron (Meng 2007).

Sédkerhet och hantering av BoNT

Vid en standardbehandling for problem med till exempel urinblasan dverskrids inte dosen
300U. Dosen som krévs for att doda en genomsnittlig man pé 75kg ér cirka 3000U eller 75ng.
BTX-A som injiceras lokalt till organet i friga kommer inte att kunna spridas i nimnvérda
méngder och vid urologiska ingrepp dr det mycket ovanligt med nigra bieffekter. Den ringa
méngden kommer heller inte att orsaka paralys av intilliggande vdvnad i ndgon storre
utstrdckning. Endast mildare nedsdttning av styrka, frdmst i 6verkropp har rapporterats, och
denna effekt har forsvunnit inom 2 till 12veckor (Wyndaele och Van Dromme 2002).

For att & en optimal verkan pa vidvnaden har det visat sig att en mer utspadd 10sning &r att
foredra (Kim et al. 2003). Den lokalt paralytiska effekten maximeras vid en hdgre utspadning,
men det 6kar ocksa risken for absorption i dvriga vivnader vilket kan leda till en hogre grad
av bieffekter i form av svaghet hos vissa patienter i samband med den stdrre injektionen.
Behandling med BoNT ska undvikas hos patienter med nagon form av neuropatiska tillstdnd
som paverkar motorneuroner, som till exempel lateral skleros eller muskelsjukdomar som
gjort att patienten har en allmint svagare muskulatur. I sddana fall kan resultatet bli
respirationsfel eller problem att svilja (Smith ez al.2004).

Exempel pa klinisk anvandning idag

Vestibular schwannoma (VS) dr en benign tumdr som sitter pd attonde kranialnerven. Trots
sin godartade natur maste ofta ingrepp goras pa grund av risken att den véxer sig storre eller
redan anses vara sa stor att den klassas som en risk for kranialnerven. fter operation finns
risken att patienten lider av komplikationer i form av Lagophthalmos, vilket &r ett tillstdnd dér
ogonlocket inte gér att stinga helt. Detta tillstdnd gor att hornhinnan kan borja ta skada frén
uttorkning och de ldngtgéende konsekvenserna kan vara partiell eller fullkomlig blindhet.
Flera behandlingsformer kan anvéndas for att bevara fuktigheten i 6gonen. Det forsta steget i
behandlingen ir ofta 6gondroppar och dterfuktande oljor. Behandlingar specifikt for
lagophthalmos har inkluderat olika former av tilligg av motvikter till muskeln levator
palpebrae som hjélper till att sluta 6gonlocken (Schrom 2007). Mer drastiska alternativ &r
tarsorrhaphy, som innebir att 6gonlocket till viss del sys ihop, eller att utfora transplantation
av muskelvivnad och/eller nerven i fraga (samii och Matthies 1997).

Idag dr sannolikheten for allvarligare ansiktsforlamningar till f61jd av operation 1ag och
permanent paverkande ingrepp kan oftast undvikas. Dock &r bésta mdjliga skydd av
hornhinnan att foredra i de fall dar komplikationer sker. Dessutom kan det vara nédvéndigt att
f4 optimala aterhimtningsforhallanden om det finns tidspress for att kunna éterfa full
funktionalitet utan négra permanenta synnedséttningar.



De forsta ménaderna efter kirurgiskt avldgsnande av VS ér de svaraste. Ansiktsforlamning ar
oftast allvarligast under de tva forsta veckorna efter operation och forbéttring sker gradvis
over kommande veckor eller ménader. Storleken pa tuméren har ofta en stor roll i hur grava
komplikationer som uppstér. Sdledes d&r manga patienter med stora eller valdigt stora tumdrer
de som framst blir lidande av ansiktsforlamning med otillricklig 6gonslutning som foljd
(Briggs et al. 2000, Jung S et al. 2000, Staecker et al. 2000, Wiet, Mamikoglu, Odom,
Hoistad 2001). Framgangsrika forsok att anvinda botulinumtoxin har gjorts genom att injicera
det i muskeln levator palpebrae, dir néstan fullstindigt skydd av hornhinnan kunnat nas i fall
dér skador skett i samband med invasiva ingrepp (Gusek-Schneider och erbguth 1998,
Magoon 1985, merté och Lanz 2007, Smyth 1995). Senare studier av Prell ef al. (2011) har
gjorts med lite storre fokus pa sdkerhet i anvindandet av BoNT. De kom fram till att
anviandande av BoNT var en siker och tillforlitlig metod for att motverka lagophthalmos. Det
gor BoNT till ett potentiellt alternativ till de tidigare typerna av invasinva ingrepp som &r
relativt otympliga och med oséker utgang.

Potentiella antiinflammatoriska egenskaper

Ett nytt falt inom behandling med botulinumtoxin &r upptikten av vissa antiinflammatoriska
egenskaper som uppnds genom lokal paralys av vivnaden runt sar. Synliga arr kan bland
annat innebéra en risk for psykologisk ohélsa.Att minimera &drrbildningen ar dérfor av hog
prioritet vid kirurgiska ingrepp. En viktig faktor for hur estetiskt resultatet blir efter ett
ingrepp dr hur mycket pafrestning séret utsitts for frin omkringliggande muskelviavnad.
Muskelaktivitet runt siret orsakar bland annat inflammatorisk respons, 6kar metabolisk
aktivitet och bildar en stérre mangd kollagen och glykoaminoglykaner till f6ljd av upprepade
mikrotrauman i snittet (McCarthy 1990).

En studie med drrbildning i fokus gjordes mellan februari 2002 och januari 2004 av Gassner
et al (2006). Studien tog upp hur botulinumtoxinet paverkar lakningsférmégan pa sar i
ansiktet, om det kan minska ldkningstiden samt om det kan resultera i reducerad &rrbildning.
Av 42 testpersoner behandlades 22 med botulinumtoxin och 20 patienter behandlades med en
kontrollinjektion. 16 patienter behandlade med botulinumtoxin slutférde unders6kningen. i
kontrollgruppen slutforde 15 patienter studien. Personerna som inte slutforde studien gjorde
det antingen 1 brist pd fotografier pa ldkningsforloppet eller missade av ndgon anledning en
eller flera sessioner hos likarna. Arrbildning gér inte att miita i en fullstindigt objektiv skala,
utan maéts enligt VAS (visual analogue scale) som innebar att ldkare med lang erfarenhet inom
féltet ger sin subjektiva bedomning av resultatet, i detta fall i en skala fran 1 till 10, dir 10 ar
fullstdndig frdnvaro av drr. For ett signifikant resultat krédvs minst en skillnad pé 1.5 pa skalan.

Det genomsnittliga bedomningen for de BoNT-behandlade patienterna var 8,9 pé skalan. For
placebo-gruppen var genomsnittliga bedomningen 7,2 pa skalan. Resultatet testades i ett
Wilcoxon rank sum test som visade sig signifikant (P=0,003). BoNT har alltsd enligt denna
studie en positiv inverkan pd patientens lakningsformaga. Att anvdnda subjektiv bedomning
ar givetvis en begridnsning, men genom att basera studien pa uttalanden fran tvd dermatologer
vid varje bedomning av drrbildningen okar studiens trovérdigheten och en viss felmarginal tas
dven hédnsyn till 1 klassificerings-systemet som VAS grundar sig pa. Utdver signifikanta
resultat visar inte behandlingarna tecken pd mérkbara bieffekter. Precis som andra
behandlingar i ansiktet som innefattar BoNT sa anses denna sdker sa ldnge erfarna lékare eller
kirurger hanterar doseringen.



Studier pa smiirtstillande egenskaper

Det har genomforts ett antal studier ddr eventuella antinociceptiska egenskaper hos BoNT/A
har studerats (Aoki 2011). BoNT ses for det mesta som ett toxin som endast himmar
frisldppandet av acetylkolin, men patienter har rapporterat att forutom en forbattring av de
muskelrelaterade symtomen sa har vissa ocksé ként mindre smirta i omrédet runt injektionen
(Brin et al. 1987). Anledningen till den smértstillande effekt som patienterna upplevde
troddes bero pd den minskade muskelaktiviteten i omrdden och sdgs inte som ndgot
mérkvirdigt i det fallet. Lite senare visar det sig att patienter med migrén upplever minskad
smérta fran huvudvirken med hjilp av BoNT/A injektioner vid olika placeringar runt ansikte
eller omrddet runt tinningen (Binder et al. 2000). Denna upptickten ledde till att nya
hypoteser behovdes for att kunna forklara hur en smartstillande effekt kan uppnas vid
huvudvirk, som borde vara orelaterad till kolinerga neuroner och om smaértreceptorer omkring
omréaden dér injektion skett kan péverkas.

Shimizu et al. (2012) publicerade en artikel dir de testat om BoNT kan péverka den
smértmedierande receptorn TRPV1 (transient receptor potential vanilloid 1). TRPV1 dr en
katjonkanal som leder signaler genom trillingnerven (kranialnerv nummer fem).
Trillingnerven &r en nerv som kommunicerar med strukturer i ansiktet, i och runt 6gonhalan.
Den sénder bdde motoriska och sensoriska signaler. Studien visade att injektion av BoNT 1 det
omréade som trillignerven innerverar kan minska smirtsignalering genom klyvning av SNAP-
25, vilket hindrar TRPV 1-proteinet fran att uttryckas i neuronets cellmembran. BoNT visade
sig ocksa ha en viss specificitet for TRPV 1-medierad smérta, da den P2Xs-medierade smértan
forblev opaverkad.

Framtida mojligheter

Botulinumtoxin ir i sin naturligt férekommande form specifik for kolinerga neuroner.
Mekanismen for att utsondra substanser eller neurotransmittorer dr dock universell for
eukaryota celler, samtliga anvinder sig av exocytos med hjilp av ett SNARE-komplex
(Siidhof och Rothman 2009). Botulinumtoxin som &r ett protein som klyver de olika
peptiderna i SNARE-komplexet dr dirfor en bra bas om det dr mojligt att &ndra proteinets
struktur. Om det gar att dndra toxinets mélcell skulle det ga att forhindra exocytos av dmnen i
ickeneurona celler. Tiden som toxinet verkar pa en cell eller viavnad skulle ocksa vara mdjlig
att manipulera med tillrdcklig kunskap i proteinteknik. En till mdjlighet &r att byta ut en hel
sub-domédn av BoNT och ersétta den med ndgot som redan har en kind funktion. Det skulle d&
vara mojligt att gora en BoNT-analog specifik for till exempel smértmedierande afferenta
neuroner (Duggan et al. 2002, Chaddock et al. 2004).

Lyckade forsok att skapa BoNT-derivat har gjorts av bland annat Chen och Barbieris (2009).
De designade ett BoNT-derivat som kunde klyva bade SNAP-25 och SNAP-23. SNAP-23 ar
ett ickeneuront SNARE-protein som &r involverat i sekretion av slem, antikroppar och
hormoner (Jahn ef al. 2006). Det nya proteinet testades pa ménskliga cellkulturer (epitelceller)
dér sekretionen av mucin och interleukin-8 inhiberats, vilket tyder pa potential till utveckling
av protein med funktioner som kan anvéndas inom medicinska falt &ven utanfér neuro- och
muskelterapi.



Diskussion

Fordelar med botulinumneurotoxin ar framst att det dr véldigt specifikt och inte orsakar
permanenta skador pa vavnader. Olika styrka pa effekten kan ockséd nds genom att variera den
givna dosen. Patienten drabbas sillan av allvarliga bieffekter och i de flesta fall skulle
behandling med BoNT vara att foredra gentemot farmakologiska preparat. Eventuella
bieffekter dr 6vergaende. En vanlig dos for problem med urinbldsan ligger som hogst pd 300U
medan dosen som krivs for att doda en genomsnittlig man &r cirka 3000U. Vid en sa 14g dos
ar det lag sannolikhet att padverkas av nagra bieffekter ens i narliggande vdvnad (Wyndaele
och Van Dromme 2002). Nackdelen BoNT har mot konventionella droger ar hur ldnge
effekten haller i. Intaget och effekten av en drog gér att reglera fran dag till dag, effekter
orsakade av BoNT kan stricka sig 6ver méinader. Detta &r bara en nackdel i vissa fall, d4 den
langa verkningstiden hos BoNT ér en stor fordel vid kroniska sjukdomar eller behandlingar
med lang aterhdmtningstid dir omradet som behandlats inte véntas aterfa full funktionalitet
inom en snar framtid.

Forskning och anvindning idag

Omfattande forskning har gjorts pé toxinet och dess mekanismer. Idag kan botulinumtoxin
anvéndas for att lindra symtom frdn en méangd olika &kommor och dven anvindas inom
skonhetsindustrin. De flesta behandlingarna ar relativt generella, som att minska spasmerna
vid sjukdomar som cerebral pares eller som behandling for dystoni. Det dr rimligt att anta att
de mer generella omradena dér BoNT har ndgon anvéndning &r mer eller mindre helt
utforskade. Metoderna som behandlats i texten har mest fokuserats pa de mer kreativa
anvindningsomridena, till exempel paralys av levator palpebrae for att hjdlpa vid slutning av
ogonlocken. Trots att det fortfarande kan finnas oupptickta anvandningar for BoNT vid
specifika situationer sa kommer takten for nya upptéckter bli lagre allteftersom.

Smirtstillande effekt frian anvindning av BoNT

Aoki och Francis gjorde 2011 en oversiktsartikel dir de gick igenom studier som visat tecken
pa smartstillande effekt som visat sig efter att BONT injicerats. Det &r endversiktsartikel och
de har inget klart svar for vad som ddmpar smértan vid migrén, som inte ar relaterat till
kolinerga neuroner. Studien som publicerades av Schimizu ef al.gick lite ndrmre det som
klassas som allmén smairta, d@ TRPV1-receptorerna blev paverkade. Den studiens resultat
baseras pa ett specifikt fall dir injektion gjorts vid en av kranialnerverna i ansiktet. Det ger
dock positiva tecken for att anvandning fOr att lindra smérta skulle vara mgjlig dven i andra
fall dar smértan innerveras av TRPV 1. Det skulle ocksa kunna forklara hur injektioner av
BoNT kan lindra migrdn om det 4&r TRPV 1-medierade signaler som hammas.

Utveckling av framtida BoNT-derivat

Utvecklingen av behandlingar med botulinumtoxin i de naturligt forekommande serotyperna
kommer troligtvis inte ske i nagon storre utstrickning. Framtiden inom botulinumanvédndning
kommer istéllet vara framstéllning av BoNT-derivat genom proteinteknik. Vid forsdket som
utférdes av Chen och Barbieris (2009), lyckades de med framgéang skapa ett BoONT-derivat
med annorlunda klyvningssekvens. Det visar att utveckling av toxiner ddr den mindre kedjan
klyver sekvenser som inte &r specifika for kolinerga neuroner dr mgjlig.

Det storsta hindret vid utveckling av artificiella BoONT-serotyper kommer formodligen vara att
igenkdnnandet av ytproteiner och gangliosider fortfarande ar ett véldigt outforskat omréade.
Proteinets struktur liknar TeNT som ocksa &r ett CNT uppdelat i doméner med funktioner likt
BoNT. TeNT ér specifikt for neuroner i CNS vilket tyder pa att framstdllning av protein
specifika for andra typer av cellytor dr mojlig, det kommer dock bli en utmaning att skapa ett



CNT som ér ndstan helt homologt med BoNT. Det troligaste r att den mindre domédnen
kommer anvdndas och modifieras for att fortfarande klyva SNARE-proteiner. Den storre
kedjan skulle troligtvis vara léttare att byta ut mot ett annat porbildande toxin som far fora in
den mindre kedjan.

Tack
Tack till min handledare Stefan Bertilsson for feedback och tipsen han gett mig for att

strukturera uppsatsen. Aven ett stort tack till alla medstudenter som opponerat pa min uppsats
for deras konstruktiva kritik och idéer till forbéttring.
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