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Botulinum Toksini’nin Yapis1 ve Etki

Mekanizmasi

Hasmet A. Hanagas1*

Botulinum Toksini (BT) insanlarda 20 yili askin slreden
beri glvenle kullaniimaktadir. Distoni, spastisite ve kas
asir aktivitesi ile belirti veren diger hastaliklarda BT yaygin
olarak uygulanmaktadir. BT, ndéromuskiler bileske ve
otonomik sinapslarda asetilkolin salinimini énleyerek etki
eder. Toksinin yedi farkh serotipi vardir ve herbiri
molekiler dizeyde spesifik aktiviteye sahiptir. Bu gézden
gecirme BT’'nin farmakolojisini, immunolojisini ve uygula-
malarini icermektedir.

Anahtar sézcikler: botulinum toksini, SNARE proteinleri,
antikor

The Structure and Mechanism of Botulinum Toxin.

Botulinum Toxin (BT) has been used safely in humans for
more than 20 years. BT treatment has been used exten-
sively for the treatment of dystonia, spasticity, other disor-
ders in which muscle overactivity gives rise to symptoms.
BT act by preventing release of acetylcholine into the neu-
romuscular junction and autonomic synapses. There are
seven different serotypes of the toxin, each with a specific
activity at the molecular level. This review includes on the
pharmacology, immunology, and applications of BT.
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Giris

Botulinum toksini (BT) tedavisinin cesitli endikas-
yonlarla uygulanmasi son iki dekattan beri giderek art-
maktadir. Norolojik hastaliklardan kozmetige kadar
pek cok alanda kullanilmakta olan BT ile ilgili olan bu
yazida toksinin 6zelliklerinden, etki mekanizmasindan
ve klinik uygulamada dikkat edilmesi gereken durum-
lardan soz edilecektir.

Tarihce

BT ile ilgili ilk bilgiler 1700°1i yillardaki sosis ze-
hirlenmelerine bagl botulizm vakalarindan gelmekte-
dir." Justinus Kerner 1822 yilinda botulizm tablosunun
klinik 6zelliklerini tarif etmistir.' BT nini iireten Clost-
ridium botulinum bakterisi ilk olarak 1895 yilinda Emi-
le Pierre van Ermengem tarafindan izole edilmistir.
1940’1 yillarin sonunda BT’nin néromiiskiiler iletiyi
bloke ettigi anlagilarak kristalize formu elde edilmistir.’
Bu tarihten sonra BT ile ilgili aragtirmalar biiyiik ivme
kazanmistir. A. Scott, BT ni primatlardaki strabismus
tedavisi i¢in 1960’1 yillarda denemeye baslamigtir.” In-
sanlardaki ilk uygulamalar yine strabismus tedavisi igin
1970°1i yillarin sonunda olmug ve bu konuyla ilgili ilk
makale 1980 yilinda yaymlanmistir.” 1983 yilindan iti-
baren BT hemifasyal spazm, blefarospazm ve servikal
distoni gibi cesitli norolojik hastaliklarda yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir. Son yillarda uygulama alani
oldukca genisleyen BT nin kullanildig1 alanlar Tablo-
1°de gosterilmektedir.*’

Botulinum Toksininin Farmakolojisi

BT gram (+) anaerob bir bakteri olan Clostridium
botulinum tarafindan iiretilir. Bilinen en giiclii nérotok-

sin olan BT nin 1 nanogrami insanlar i¢in dldiiriicii ol-
maya yeterlidir. BT esas olarak ¢inkoya bagl bir prote-
az enzimi olarak goérev yapar.® Toksinin hedefi hiicre
duvarinda bulunan SNARE (soluble NSF [N-ethyl ma-
leimide-sensitive factor] attachment protein receptor)
proteinleridir.”® Hiicre icin hayati 6nem tastyan SNARE
proteinleri, plazma membraninin i¢ yiizeyindeki vezi-
kiile norotransmitterlerin alinmasindan ve ekzositozun-
dan sorumludur. BT, SNARE proteinlerinin bir veya
birkagini pargalayarak sinaptik aralifa asetilkolin sali-
nimini onler ve kasta geri dontisiimlii paralizi yapar.

Clostrudium botulinum toksininin 7 ayr1 serotipi
(A, B, C, D, E, F, G) vardir. Bunlardan A, B ve E in-
sanlarda botulizm tablolarindan sorumlu serotiplerdir.
B serotipi digerlerinden ¢ok daha fazla otonomik etki-
ye sahiptir.’ Bu serotipler antijenik olarak ayri, ancak
yapisal ve molekiiler agirlik olarak olduk¢a benzer
ozelliktedirler. Ulkemizde ve diinyada terapotik amagla
cogunlukla A serotipi kullanilmaktadir. B serotipi ya-
kin zamanda Amerika ve Avrupa’da piyasaya ¢ikmustir.

BT, birbirine disiilfid bagiyla bagl ¢ift zincirden
olusan 150 kD agirligindaki bir polipeptittir. Bunlardan
100 kD agirligindaki agir zincir C ve N terminallerin-
den olusur. C terminali kolinerjik sinir terminaline affi-
niteden ve presinaptik reseptorlerin aracilik ettigi hiic-
reye baglanmadan sorumludur. N terminali ise toksinin
hiicre iginde yer degistirmesini ve hafif zincirin endo-
zomal membrana gecisini saglar. Toksinin diger parca-
st olan hafif zincir 50 kD agirliginda olup intraseliiler
etki eden norotoksin parcasini olusturur. Bu parca
membranlarin birlesmesinden sorumlu olan SNARE
proteinlerine baglanir ve bunlar1 parcalar. SNARE pro-
teinlerinin biitiinligi ekzositoz i¢in mutlaka gerekli-
dir.”* Tablo 2’de BT serotipleri ve hedefleri olan SNA-
RE proteinleri gosterilmektedir.

Tablo 1: Botulinum toksininin kullanim alanlari

Fokal distoniler: Servikal distoni, blefarospazm, laryngeal distoni, ekstremite distonisi, oro

mandibular distoni, trunkal distoni, distonik tremor

Spastisite: inme, travmatik beyin hasari, spinal kord hasari, serebral palsy, multipl skleroz, hered-

iter spastik paraparezi
Strabismus

istemsiz kas aktivitesinin eslik ettigi distoni digindaki hastaliklar: Hemifasyal spazm, tremor,
tikler, miyokimi ve sinkinezi, miyoklonus, bruksizm, nistagmus

Lokalize kas spazmi ve agrilari

Diiz kas hiperaktivite bozukluklari: Akalazya, Hirschspung hastalgi, kronik anal fissirler, detri-

sor-sfinkter dissinerjisi
Kozmetik: Hiperkinetik fasyal gizgiler,

Terleme bozukluklari: Aksiller ve palmar hiperhidroz, Frey sendromu
Diger: Sialore, koruyucu pitoz, anismus, vaginusmus
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Tablo 2: Botulinum toksini serotipleri ve etkilesimi olan SNARE
proteinleri

Serotip Hedef SNARE proteini
Serotip A SNAP 25

Serotip B VAMP

Serotip C Syntaksin/SNAP 25
Serotip D VAMP

Serotip E SNAP 25

Serotip F VAMP

Serotip G VAMP

SNAP-25. Synaptosome associated protein 25
VAMP: Vesicle associated membran protein (Synaptobrevin)

BT’nin noromiiskiiler kavsaktaki etkisi 3 basamak-
ta ozetlenebilir. Bunlar baglanma, igeri alinma ve blo-
kaj asamalaridir. Toksin ilk basamakta néron spesifik
agir zincir pargast ile kolinerjik sinir terminallerine
baglanir. Ikinci basamak olan iceri alinmada, BT resep-
torlerin aracilik ettigi endositoz ile sinir terminali i¢ine
almur ve vezikiil i¢inde toksin formasyonu olusur. Son
basamak olan blokaj evresinde toksinin hafif zincir par-
cast vezikiil membranini gecerek noronal sitoplazmaya
salinir ve SNARE proteinlerine baglanarak asetilkolin
salinisini yani ekzositozu bloke eder. Boylelikle BT nin
noromiiskiiler kavsakta etkisi ortaya cikar.”* Yaklasik
4-8 haftalik bir siireden sonra aksonal filizlenme ile ye-
ni sinir terminalleri olusur ve sinir iletisi tekrar baglar.
Yapilan calismalarda BT-A serotipi icin noromiiskiiler
iletinin yeniden saglanmasi ve asetilkolin salgilanmas1
i¢in gecen siire yaklagik 91 giin olarak bulunmustur.’ C
serotipinin etki siiresi A serotipine benzer. Diger BT se-
rotipleri i¢in (B, E, F) bu siire daha kisa siirelidir. Kli-
nik uygulamada; servikal distonide 7—10 giin, blefaros-
pazm ve hemifasyal spazm’da 3 giin i¢inde etki baglar.
Maksimum yarar 4.-6. haftalarda goriiliir ve genellikle
etki 3-4 ay icinde kaybolur.

BT, asetilkolin sentezini, depolanmasini1 ve sinir bo-
yunca elektriksel iletiyi etkilemez. Uzun siireli BT kul-
laniminda geri doniisiimlii denervasyon atrofisi gelisir.
Yapilan deneysel hayvan ¢alismalarinda BT-A’nin ret-
rograd transport yolu ile yayilarak santral sinir sistemi-
ne ulastig1 gosterilmistir.” Ancak bunun klinik nemi-
nin ne oldugu bilinmemektedir. Yine BT uygulamala-
rinda enjeksiyon yapilan yerin uzagindaki kaslarda tek
lif EMG anormallikleri ve bazi kardiyovaskiiler ref-
lekslerde bozulmalar bildirilmistir. Bu bulgularin muh-
temelen kiiciik dozlardaki toksinin kana karigmasindan
kaynaklandig diistiniilmektedir. Benzer sekilde bu bul-
gularinda klinikte hastalara zararl bir etkisi simdiye ka-
dar gosterilememistir. Bu etkilerinin yaninda BT nin
duysal sistem iizerinde analjezik dzelligi vardir.
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BT aktivitesinin Ol¢limiinde mouse unit (MU,
LD50, U) birimi kullanilmaktadir. 1 mouse unit (MU)
aktivitesi 18-20 gramlik Webster tiirii fare grubuna ya-
pilan intraperitoneal BT enjeksiyonu ile farelerin
%50’sini oldiiren doz olarak tanimlanir.’ Insanlarda
kullanilan maksimum MU piyasada bulunan BT-A se-
rotipi preparatlarindan Dysport® i¢in 2000, Botox®’da
400°diir.

BT-A preparatlarinin dozlari iiretimi yapan firma-
nin kullandig1 yontemlere ve serotiplere gore degisir.
Serotip A, Botox” ve Dysport” isimli preparat adlarryla
piyasada bulunmaktadir. Botox” A.B.D’de, Dysport”
Ingitere’de iiretilmektedir. Dysport®’un bir flakonunda
500MU (12,5 ng), Botox®’da 100 iinite (5ng) toksin bu-
lunmaktadir. Yaygin olarak kullanilan bu iki preparatin
dozlarmm kargilagtirmak gerekirse 1MU Botox® yakla-
sik 3-4MU Dysport®a esittir.'""" Ulkemizde bulunma-
yan BT-B serotipi A.B.D’de Neurobloc®, Avrupa’da
Myobloc” ad1 altinda satilmaktadir. B serotipine insan-
lar daha az duyarli olduklar i¢in daha yiiksek MU kul-
lanilir. Bu nedenle BT-B yurt disinda 2500MU’den
10000MU’e kadar degisen farkli flakonlarda piyasaya
stirlilmiigtiir. Serotip F’in, BT-A’ya direncli vakalarda
kullanimuyla ilgili bazi klinik caligmalar vardir. Ancak
F serotipi piyasada bulunmamaktadir.

Yan Etkiler ve Direng

BT uygulamast ile baz1 yan etkiler ortaya ¢ikabilir.
Yan etkilerden kacinmak icin dncelikle dikkat edilmesi
gereken nokta uygulamay1 yapan hekimin BT konusun-
da uzman ve deneyimli olmasidir. Giivenilir ellerde
BT’nin yan etki oranlar oldukg¢a diisiiktiir. BT nin yan
etkileri Tablo 3’te gosterilmektedir.

Uygulama yapilmadan once dikkat edilmesi gere-
ken durumlar vardir. Enjeksiyon yerinde infeksiyon
varliginda, motor noron hastalig1 ve noromiiskiiler bi-
leske hastaligi (Myasthenia gravis, Lambert-Eaton
sendromu, vb.) olanlarda, aminoglikozid gibi noromiis-
kiiler iletiyi bozan ilaglar ve antikoagiilan kullananlar-
da BT uygulamas1 yapilmamalidir.* BT nin gebelik ve
laktasyonda kullanimu ile teratojen etkisi hakkinda ye-
terli bilgi yoktur.

Tablo 3: Botulinum toksininin yan etkileri

Asiri kas zaafi: Enjeksiyon yapilan kaslara ait, komsu kaslara ait
Komsu anatomik yapilarin etkilenmesi: Disfaji (servikal distonide),
punktat keratit, korneal Ulserasyon, pitoz, diplopi (blefarospazm ve
hemifasyal spazm)

Lokal yan etkiler: Adri, lokal hematom, agiz kurulugu, disfoni
Diger: Dokunttiler, priritis, nezle benzeri sendrom, brakial pleksopati
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Bazi durumlarda BT tedavisinin cevabi yetersiz ola-
bilir. Bu durumda birka¢ noktay1 goz oniine almak ge-
rekir. Bunlardan ilki enjeksiyon yapilan kas veya kas
grubunun uygun olup olmadigidir. Diger bir neden ise
dozun yetersiz olmasidir. Ayrica soguk zincire uyulma-
mas1 sonucu toksin bozulabilir. Bazi durumlarda yan
etkiler oldukga belirgin hale geldiginden BT nin tedavi
edici etkisi maskelenebilir. BT tedavisinde cevapsizli-
gin en 6nemli nedenlerinden biri de zaman iginde tok-
sine kars1 direng gelismesidir.

BT’ye kars1 direng klinik cevapsizligin gelismesi ile
birlikte toksine karsi nétralizan antikorlarin olugmasi
olarak tanimlanabilir. S1ikl181 gesitli calismalarda %3 ile
%17 arasinda degisen oranlarda bildirilmistir."" Toksi-
ne kars1 gelisen direncin mekanizmasinda toksinin agir
epitoplarina kars1 olusan antikorlarin neden oldugu dii-
stiniilmektedir. Genetik olarak yatkin bireylerin daha
kolay direng gelistirdigi diisiiniilmektedir. Servikal dis-
toni ve spastisite gibi yiiksek miktarda BT uygulanan
vakalarda direng olusma oran1 daha siktir.”” BT ne kar-
st direnci onlemek igin tedavi seanslarinda gereksiz
yiiksek doz uygulamasindan ve 3 aydan kisa siireli giic-
lendirici (booster) enjeksiyonlardan kaginmak gerekir.
Miimkiin olan en etkili diisiik dozlar1 kullanmak uzun
vadede diren¢ olusma oranini minimuma indirecektir.
Enjeksiyonlar arasinda en az 3 ay olmasi gerekir. Ayri-
ca BT nin denatiire olmasini dnlemeye dikkat edilmeli-
dir. Bunun i¢in flakonu sallamadan hafifce karistirmak,
toksini ve enjektorleri 1sidan korumak onemlidir. BT
dondurucudan ya da buzdolabindan alindiktan 4-8 saat
icinde kullanilmalidir.

Direng gelisiminin anlagilmasi i¢in in-vitro ve in-vi-
vo yontemlerden faydalanilir. In-vitro yéntemler Mo-
use-Lethal (protection, neutralization) Assay (MLA) ve
ELISA’dir. Bunlardan altin standart olarak kullanilan
MLA’da direng gelistigi diisiiniilen hastanin serumu ile
BT karistirilarak farelere intraperitoneal olarak enjekte
edilir. Toksinin enjeksiyon sonras: farelerdeki oldiiriicii
etkisi saptanir. Bu yontem direng¢ geligimini anlamakta
yararli olmakla birlikte pratik uygulama zorlugu nede-
niyle ¢ok sik uygulanamayan bir yéntemdir.” Giinliik
pratikte daha sik olarak in-vivo yontemler kullanilir.
Bunlardan Frontalis-A testinde (FTA-T) alinin bir yari-
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sina (frontal ve/veya korrugator kas) 45-60 MU
Dysport® veya 15-20MU Botox® yapilir. 2—4 haftalik
bekleme siiresinden sonra frontal kastaki kirisikliklarda
kaybolma ve/veya kas catamama ortaya cikmigsa
BT’ne kars1 diren¢ yoktur. Eger bu uygulamadan sonra
degisiklik olmamigsa direng varlif1 diisiiniilmelidir. Bu
yonteme benzer diger in-vivo testler arasinda ekstansor
digitorum brevis testi ve sternokleidomastoideus testi
sayilabilir.

BT’ ne kars1 direng gelistiren hastalara yonelik bazi
yaklagimlar vardir. Toksinin elde etme metotlar: ve se-
rotipleri immunolojik olarak farkli oldugundan bir se-
rotipe diren¢ gosteren hasta digerine gostermeyebilir.
Dolayistyla bir A serotipine direng gosteren hastaya di-
ger A, B veya farkli serotipler uygulanabilir. Ancak
Avrupa ve A.B.D’de piyasada olan B serotipi lilkemiz-
de heniiz bulunmamaktadir. Simdiye kadar yapilan ¢a-
lismalardan elde edilen bilgilerde bir serotipe direng
gosteren hastanin bir siire sonra diger serotiplere de di-
reng gelistirdigi yoniindedir. Unutulmamas: gereken bir
bagka nokta ise diren¢ gosteren ve Ab(+) saptanan has-
talarin zamanla Ab (-) hale gelebilecegidir. Bu siirenin,
yapilan bir calismada 10 ay ile 78 ay (ortalama 30 ay)

arasinda degistigi bulunmustur."

Sonu¢ olarak BT diinyada ve iilkemizde yaygin
olarak pek cok hastaligin tedavisinde basar ile kullanil-
maktadir. Ancak tedavide yarar-zarar oranini iyi sap-
tamak ve yan etkilerden kacinmak diger ilag
tedavilerinde oldugu gibi biiyiik 6nem tagir. Uygulama
sirasinda yukarida bahsedilen ozelliklere dikkat etmek

tedavi basari oranlarinda artma saglayacaktir.
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