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1. Wstêp

Egzotoksyny s¹ wytwarzane przez wiele drobno-
ustrojów patogennych, zarówno bakterie Gram-dodatnie
jak i Gram-ujemne i stanowi¹ istotne czynniki wirulen-
cji. Zarówno nomenklatura jak i klasyfikacja egzotok-
syn jest bardzo zagmatwana i czêsto niejednoznaczna.

Ogólnie akceptowalny podzia³ toksyn klasyfikuje
je do trzech grup przyjmuj¹c jako kryterium mecha-
nizm ich dzia³ania. Typ I to toksyny wi¹¿¹ce siê do
powierzchni komórek uk³adu immunologicznego. Nie
s¹ one internalizowane i wywo³uj¹ nadmiern¹ aktywa-
cjê produkcji cytokin. Do tego typu toksyn zaliczamy
bia³ka o charakterze superantygenów. Typ II to toksyny
modyfikuj¹ce strukturê os³on komórek eukariotycz-
nych (fosfolipazy, toksyny wbudowuj¹ce siê w os³ony

komórek), co powoduje ich destabilizacjê. Typ III to
toksyny AB sk³adaj¹ce siê z podjednostki wi¹¿¹cej siê
z receptorem komórkowym (B) oraz podjednostki
o aktywno�ci enzymatycznej (A) wnikaj¹ce do ko-
mórek eukariotycznych (g³ównie na drodze endocyto-
zy) i wp³ywaj¹ce na wiele szlaków sygnalizacyjnych.

Lawinowo narastaj¹ca liczba szczepów bakteryj-
nych opornych na antybiotyki stosowane aktualnie
w leczeniu ludzkich chorób zaka�nych wymusza poszu-
kiwania nowych strategii terapeutycznych. Sta³o siê to
mo¿liwe dziêki poznaniu szczegó³ów mechanizmu
dzia³ania wielu toksyn, rozpoznawanych przez nie
receptorów i ich celów dzia³ania oraz wyznaczeniu
struktur trzeciorzêdowych wielu toksyn. Prezentowana
praca przedstawia nowe opracowywane strategie tera-
peutyczne, które prawdopodobnie w nied³ugim czasie
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znajd¹ zastosowanie w leczeniu w¹glika i zatruæ tok-
syn¹ botulinow¹ wydzielan¹ przez Clostridium botu-
linum. Zainteresowanie tymi toksynami wynika z fak-
tu mo¿liwo�ci ich u¿ycia w terapiach wielu chorób,
w tym chorób nowotworowych. Jednocze�nie istnieje
potencjalna mo¿liwo�æ u¿ycia przetrwalników Bacillus
anthracis oraz toksyny botulinowej w atakach bio-
terorystycznych. B. anthracis oraz toksyna botulinowa
zosta³y zaliczone do kategorii A czynników broni bio-
logicznej � dane CDC (Center for Disease Control and
Prevention) and NIAD (National Institue of Allergy
and Infectious Diseases).

2. Bacillus anthracis

2.1. Charakterystyka patogenu

Bacillus anthracis jest Gram-dodatni¹, wytwarza-
j¹c¹ przetrwalniki wzglêdnie tlenow¹ bakteri¹ wystê-
puj¹c¹ w �rodowisku naturalnym do�æ powszechnie.
Spory s¹ bardzo oporne na dzia³anie czynników �ro-
dowiska a tak¿e up³yw czasu. Mog¹ w glebie prze-
trwaæ przez lata. B. anthracis jest przede wszystkim
patogenem zwierz¹t, g³ównie byd³a i owiec. Do natu-
ralnych infekcji ludzi dochodzi stosunkowo rzadko.
Na zaka¿enie nara¿eni s¹ g³ównie ludzie z grup pod-
wy¿szonego ryzyka, w tym wypadku weterynarze oraz
rolnicy. Dosyæ czêsto do zaka¿eñ dochodzi np. u osób
strzyg¹cych owce, poniewa¿ spory w¹glika utrzymuj¹
siê d³ugo w sier�ci zwierz¹t. U ludzi B. anthracis wy-
wo³uje trzy rodzaje objawów chorobowych w zale¿-
no�ci od drogi zaka¿enia: postaæ skórn¹, p³ucn¹ i gas-
tryczn¹. W ka¿dym przypadku do zaka¿enia dochodzi
poprzez wnikniêcie przetrwalników do ludzkiego orga-
nizmu, infekcja formami wegetatywnymi patogenu nie
wywo³uje objawów chorobowych [35]. Ponad 90%
odnotowywanych naturalnie wywo³anych przypad-
ków chorobowych to postaci skórne w¹glika, które s¹
uleczalne w wypadku szybkiego rozpoznania i zasto-
sowania terapii antybiotykowej. Postaæ p³ucna charak-
teryzuje siê wysok¹ �miertelno�ci¹. Po inhalacji prze-
trwalniki wnikaj¹ do makrofagów komórek p³ucnych,
które stanowi¹ �wehiku³� roznosz¹cy je po organiz-
mie. Spory prze¿ywaj¹ proces fagocytozy. Wewn¹trz
makrofagów, g³ównie w wêz³ach ch³onnych, dochodzi
do kie³kowania przetrwalników, wytwarzania du¿ej
liczby wegetatywnych komórek, produkuj¹cych czyn-
niki wirulencji. Pierwsze objawy zaka¿enia, podobne
do objawów grypy, nie s¹ ³atwo rozpoznawalne,
co utrudnia szybkie postawienie w³a�ciwej diagnozy.
W stosunkowo nied³ugim czasie od zaka¿enia docho-
dzi do wyst¹pienia objawów posocznicy, uszkodzenia
wielu organów i �mierci. Nawet przy zastosowaniu in-
tensywnej opieki lekarskiej i terapii antybiotykowej

�miertelno�æ w wypadku formy inhalacyjnej w¹glika
siêga ponad 50%. B. anthracis jest uznawany za naj-
gro�niejsz¹ aktualnie broñ biologiczn¹ z mo¿liwo�ci¹
u¿ycia w ataku bioterorystycznym. Bakteria ta zosta³a
zaklasyfikowana przez CDC i NIAD do kategorii A
broni biologicznej, do której zaliczane s¹ patogeny
wywo³uj¹ce �miertelne, ³atwo rozprzestrzeniaj¹ce siê
choroby. Kryteria brane pod uwagê przy klasyfikacji
drobnoustrojów i ich produktów jako broni biologicz-
nej oraz ocenie ich potencjalnego zastosowania s¹
ró¿norodne np. niska dawka infekcyjna, mo¿liwo�æ
produkcji w formie aerozolu, niskie koszty produk-
cji i magazynowania, stabilno�æ w �rodowisku, brak
skutecznej szczepionki i/lub leku, brak przeszkolone-
go personelu medycznego. Po ataku terrorystycznym
z 11 wrze�nia 2001 roku odnotowano w USA 11 przy-
padków zachorowañ (5 �miertelnych) [36].

2.2. Toksyna w¹glika � budowa
oraz mechanizm dzia³ania

Bacillus anthracis zawiera dwa plazmidy pOX1
oraz pOX2 o wielko�ci odpowiednio 182 oraz 96 kpz.
Pierwszy z nich zawiera wyspê patogenno�ci, która
niesie informacjê genetyczn¹ dotycz¹c¹ syntezy tok-
syny, drugi koduje bia³ka warunkuj¹ce syntezê otoczki
zbudowanej z poly-(-D-glutaminianu. Otoczka chroni
patogen przed dzia³aniem czynników komplementu
surowicy krwi oraz przed fagocytoz¹. W testach labo-
ratoryjnych wykazano, ¿e szczepy w¹glika pozbawione
obu plazmidów, pOX1 oraz pOX2, trac¹ wirulencjê.
Najwa¿niejszym czynnikiem wirulencji w¹glika s¹
toksyny nale¿¹ce do grupy toksyn AB. B. anthracis
wytwarza dwie toksyny zawieraj¹ce t¹ sam¹ podjed-
nostkê odpowiedzialn¹ za rozpoznanie receptorów
(podjednostka B), ale ró¿ne podjednostki A. S¹ to:
toksyna letalna LeTx (zawieraj¹ca czynnik LF � Lethal
Factor) oraz toksyna obrzêku EdTx (zawieraj¹ca czyn-
nik EF � Edema Factor) [35]. Podjednostk¹ B, która
ma za zadanie rozpoznaæ receptor na powierzchni ko-
mórki, jest polipeptyd PA zwany antygenem protek-
cyjnym PA (Protective Antigen) [35]. Trzy podjed-
nostki toksyn, zaopatrzone w sekwencje sygna³owe s¹
niezale¿nie transportowane przez os³ony komórki bak-
teryjnej do �rodowiska a proces sk³adania dojrza³ej
toksyny w¹glika ma miejsce na powierzchni komórki
eukariotycznej (Rys. 1). Podjednostka PA ma masê
cz¹steczkow¹ 83 kDa i w tej nieaktywnej formie ³¹czy
siê z receptorami komórkowymi: TEM8 (Tumor Endo-
thelial Marker 8) inaczej okre�lanym jako ANTRAX1
oraz CMG2 (Capillary Morphogenesis Protein 2) na-
zywany te¿ ANTRAX2. Obydwa eksprymowane s¹ na
powierzchni wielu typów komórek w tym komórek
uk³adu odporno�ciowego [23]. Choæ obydwa recepto-
ry wi¹¿¹ PA poprzez 200 aminokwasowy, zewn¹trz-
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komórkowy odcinek bia³ka � domenê VWA (van Wil-
lebrand factor A) to domena VWA ANTRAX2 wyka-
zuje 1000-krotnie wy¿sze powinowactwo do PA ni¿
domena ANTRAX1. Prawdopodobnie receptor ten
pe³ni g³ówn¹ rolê in vivo [48]. PA (83 kDa) po³¹czony
z receptorem podlega modyfikacji przez komórkow¹
proteazê o aktywno�ci furyny do cz¹steczki o masie
63 kDa, poprzez odciêcie 20 kDa N-koñcowego frag-
mentu bia³ka [37]. Tak zaktywowana forma PA63
pozostaj¹ca zwi¹zana z receptorem jest zdolna do
oligomeryzacji. Asocjacja monomerów PA63 przebiega
spontanicznie. Podczas tego procesu dochodzi do od-
dzia³ywañ pomiêdzy domenami 1 i 2 jednego mono-
meru a domenami 2 i 3 przylegaj¹cego monomeru. Na
powierzchni komórki docelowej tworzone s¹ hepta-
mery PA (PA7mer) tzw. prepory. Struktura utworzonej
przez heptamer prepory przypomina struktury budo-
wane w os³onach bakterii gramujemnych przez bia³ka
nale¿¹ce do rodziny autotransporterów [22]. Do tej
struktury przy³¹czaj¹ siê podjednostki A � EF i/lub LF.
EF i LF wspó³zawodnicz¹ o miejsca wi¹zania. PA7mer
oddzia³ywuje z N-koñcowym (255 aminokwasów),
homologicznym fragmentem obu bia³ek. Ka¿da pod-
jednostka A ³¹czy siê z dimerem PA63, co w rezultacie
daje 3 podjednostki toksyny na preporê [35]. Dojrza³a
toksyna podlega procesowi endocytozy w pêcherzy-
kach okrytych klatryn¹. W procesie internalizacji tok-
syny bior¹ udzia³ b³onowe tratwy lipidowe b³on komór-
kowych. W pêcherzyku endosomalnym pod wp³ywem
niskiego pH nastêpuje zmiana konformacji podjed-

nostek PA, które wbudowane w b³onê endosomu, two-
rz¹ dojrza³¹ porê. Nastêpny etap intoksykacji komórki
to translokacja LF i/lub EF do cytozolu. Uwolnione
podjednostki EF oraz LF przejawiaj¹ swoj¹ aktywno�æ
enzymatyczn¹, co prowadzi do �mierci komórki. Czyn-
nik EF (89 kDa), bêd¹cy zale¿n¹ od kalmoduliny
cyklaz¹ adenylanow¹, powoduje podniesienie poziomu
cAMP w komórce, co doprowadza do rozregulowania
gospodarki wodnej w komórce. Dodatkowo ma miejsce
usuniêcie kalmoduliny dostêpnej w komórce, wa¿nego
wtórnego przeka�nika informacji. Czynnik LF (90 kDa)
jest zale¿n¹ od cynku metaloproteaz¹, której celem
dzia³ania s¹ kinazy MAPK (MAPKK) odpowiedzialne
za przekazywanie sygna³ów w komórce (Rys. 1) [2].

2.3. Terapie przeciw-toksynowe
dla toksyny w¹glikowej

Poznanie w ostatnich latach szczegó³ów dotycz¹-
cych mechanizmu sk³adania dojrza³ej toksyny, mecha-
nizmów dzia³ania podjednostek A, w szczególno�ci
ustalenie struktur trzeciorzêdowych wszystkich trzech
podjednostek [18, 38, 39] oraz zidentyfikowanie re-
ceptorów toksyny [9, 46] zintensyfikowa³o badania
maj¹ce na celu opracowanie nowych metod zwalczania
zaka¿eñ w¹glikiem. Skuteczne metody leczenia bêd¹
z du¿ym prawdopodobieñstwem strategiami blokuj¹cy-
mi proces sk³adania dojrza³ej toksyny, proces wnikania
toksyny do komórek eukariotycznych, proces trans-
lokacji podjednostek A do cytozolu lub blokuj¹cymi

Rys. 1. Mechanizm procesowania i dzia³ania toksyny Bacillus anthracis (szczegó³owe obja�nienia w tek�cie).
MAPKK � kinaza kinaz aktywowanych przez miogeny, ATR � receptor dla antygenu ochronnego (antrax toxin receptor),
EF � czynnik obrzêku (edema factor), LF � czynnik letalny (lethal factor), PA � antygen ochronny (protective antigen).

Za zgod¹ Wydawnictwa Naukowego PWN na wykorzystanie rysunku
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ich aktywno�ci enzymatyczne. Badania skuteczno�ci
nowych terapii prowadzone s¹ z wykorzystaniem ró¿-
nych linii komórkowych lub na modelach zwierzê-
cych. Stosowane do badañ linie komórkowe to przede
wszystkim makrofagopodobne linie mysie RAW 264.7
oraz J774A.1. Toksyna dodawana jest do pod³o¿a
hodowlanego. Czêsto stosowanym bia³kiem jest zmo-
dyfikowana toksyna LeTx, której N-koniec jest po-
³¹czony z katalityczn¹ domen¹ ³añcucha A toksyny
b³oniczej (PA/LFN-DTA). Chimeryczne bia³ko jest tok-
syczne dla komórek linii CHO-K1 (linia epitelialnych
komórek jajnika chomika chiñskiego) a jego mecha-
nizm wnikania jest zale¿ny od aktywno�ci podjednost-
ki PA toksyny w¹glika [47]. Przy analizie blokowania
aktywno�ci enzymatycznej czynnika LF czêsto u¿y-
wan¹ strategi¹ jest dodawanie do hodowli linii komór-
kowych rekombinowanych, oczyszczonych bia³ek PA
i LE w odpowiedniej proporcji. Najczê�ciej stosowa-
ne w badaniach in vivo zwierzêta to szczury F344,
myszy BALB/c jak równie¿ króliki. W przypadku mo-
deli zwierzêcych do badañ in vivo toksyna lub endo-
spory wstrzykiwane s¹ podskórnie lub do¿ylnie.

Bia³ko PA jest bardzo silnym immunogenem, prze-
ciwcia³a przeciw-PA wykazuj¹ efekt ochronny. Jedyn¹
dopuszczon¹ do u¿ycia szczepionk¹ przeciwko w¹gli-
kowi jest szczepionka AVA (BioThrax), zawieraj¹ca
antygen protekcyjny otrzymany z nads¹czu hodowli.
Jest to szczepionka bezpieczna i skuteczna, zarejestro-
wana w Stanach Zjednoczonych oraz niektórych kra-
jach Unii Europejskiej. Jednak wymaga ona bardzo
skomplikowanego kalendarza szczepieñ (sze�æ dawek
w okresie 18 miesiêcy).

2.3.1. Terapie blokuj¹ce wnikanie toksyny

2.3.1.1. Bierna immunizacja
Bierna immunizacja polega g³ównie na podaniu

surowicy (najczê�ciej zwierzêcej, w rzadszych przy-
padkach ludzkiej) zawieraj¹cej specyficzne skiero-
wane przeciwko toksynie j immunoglobuliny g³ównie
przeciwcia³a przeciw-PA. Najpowa¿niejszym efektem
ubocznym tego typu terapii z zastosowaniem surowic
zwierzêcych jest indukcja uk³adu immunologicznego
pacjenta rozpoznaj¹cego przeciwcia³a specyficzne wo-
bec toksyny jako bia³ka obcego organizmu. Tym reak-
cjom ubocznym mo¿na zapobiegaæ podaj¹c surowicê
krwi osoby wcze�niej zaszczepionej, b¹d� stosuj¹c
monoklonalne ludzkie przeciwcia³a o zwiêkszonym
powinowactwie wobec podjednostki LF oraz PA13.
G³ównym celem tego typu terapii jest odpowied� na
atak bioterrorystyczny, podczas którego dochodzi do
zaka¿enia du¿ej liczby osób. Wobec ci¹gle niedosko-
na³ych systemów wykrywania zagro¿enia materia³em
biologicznym, istnieje realna potrzeba dora�nej maso-
wej terapii dla osób zaka¿onych w¹glikiem. W bada-

niach przeprowadzonych przez A l b e r e c h t  i wsp.
analizowano dwa klony limfocytów B wykazuj¹ce
najsilniejsze w³a�ciwo�ci neutralizuj¹ce podjednostki
toksyny: jeden przeciw-PA nazwany IQNPA oraz
drugi przeciw-LF nazwany IQNLF. Wstêpne badania
in vitro na linii komórkowej J774A.1 udokumentowa³y,
¿e dzia³aj¹ one niezale¿nie a ich w³a�ciwo�ci neutrali-
zacyjne sumuj¹ siê. Eksperymenty in vivo wykonano
na myszach A/J. Zwierzêtom przed podaniem dawki
24 krotnie wy¿szej od LD50 (4,8×105 CFU), apliko-
wano dootrzewnowo IQNPA lub IQNLF w dawce
180 µg. Wszystkie zwierzêta by³y w 100% chronione
przed dzia³aniem toksyny. W celu sprawdzenia jak
d³ugo przeciwcia³a utrzymuj¹ siê w organizmie zwie-
rzêcym, myszy zosta³y poddane kolejnej iniekcji prze-
trwalnikami w¹glika (dawka 41 krotnie wy¿sza od
LD50 � 8,3×105 CFU), 20 dni po pierwszym ekspery-
mencie bez ponownej aplikacji przeciwcia³. Wyniki
by³y identyczne jak w poprzednim eksperymencie.
U zwierz¹t z grupy badanej zaobserwowano 100%
prze¿ywalno�æ a po zakoñczeniu eksperymentu, pod-
czas autopsji nie wykryto spor Bacillus anthracis w ich
organizmie (serce). W grupie kontrolnej �redni czas
do �mierci wynosi³ 69+/�18 godzin [4].

2.3.1.2. U¿ywanie �wabików�
(Decoy Based Technology)

Jednym ze skutecznych sposobów neutralizacji tok-
syny jest u¿ycie �wabika� � zwi¹zku usuwaj¹cego tok-
synê z krwioobiegu. Takim �wabikiem� okaza³a siê
rozpuszczalna domena receptora komórkowego dla PA
� ANTHRX2 [47]. W badaniach stosowana jest do-
mena VWA receptora. Ta strategia wydaje siê jedn¹
z najskuteczniejszych metod walki z bioterrorystycz-
nymi atakami z u¿yciem w¹glika, poniewa¿ aby zni-
welowaæ dzia³anie sATR (soluble antrax toxin recep-
tor) nale¿a³oby zmodyfikowaæ toksynê w¹glika przy
zachowaniu jej powinowactwa do receptora na komór-
kach, co jest raczej niemo¿liwe. Rozpuszczalne frag-
menty receptorów � sATR otrzymywane s¹ z super-
natantu ssaczych komórek linii FreeStyle 293. Badania
przeprowadzone in vitro wykaza³y, ¿e czynnik PA cha-
rakteryzuje siê wy¿szym powinowactwem do recepto-
ra sCMG2 (soluble capillary morphogenesis protein 2)
ni¿ do TEM8 (tumor endothelial marker 8), co sk³oni-
³o do prowadzenia dalszych badañ z u¿yciem sCMG2.
Badania in vivo przeprowadzono na szczurach F344.
Podawano im do¿ylnie LeTx razem z sCMG2 lub
bez sCMG2 (kontrola) w ró¿nych proporcjach. Podob-
ny test przeprowadzono dla sATR/TEM8. Otrzymane
wyniki udokumentowa³y, ¿e do ca³kowitej ochrony
przed letalnym dzia³aniem toksyny konieczne jest u¿y-
cie nadmiaru sCMG2 w stosunku do dawki toksyny
(stosunek 2:1). ¯aden ze szczurów w grupie trakto-
wanej LeTx oraz sATR/TEM8 nie prze¿y³ pomimo
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wy¿szej proporcji �wabika� do toksyny ni¿ w ekspe-
rymencie z u¿yciem sCMG2 [47].

Podobn¹ strategiê zastosowano w badaniach maj¹-
cych na celu spotêgowanie efektu sATR. W tym celu
wykorzystano wirus owadzi i jego zdolno�æ do pre-
zentacji obcych polipeptydów na powierzchni kapsy-
du. Jako platforma do tych eksperymentów pos³u¿y³
wirus FHV (Flock House Virus) nale¿¹cy do rodziny
Nodaviridae. W jego kapsyd mo¿na wbudowaæ dome-
nê VWA CMG2 wi¹¿¹c¹ PA, nie powoduj¹c przy tym
znacznych zmian strukturalnych cz¹stek wirusowych.
Zmodyfikowane bia³ko powierzchniowe wirusa, z
wbudowan¹ domen¹ VWA w pozycjach 207�208 lub
265�267, by³o nadprodukowane w komórkach owa-
dzich z u¿yciem zmodyfikowanego wirusa FHV jako
wektora. Utworzono w ten sposób chimeryczne cz¹st-
ki wirusopodobne (VLP � Viruse-Like Particles) [31].
Testy in vitro wykonane z u¿yciem linii komórkowej
CHO-K1 pozwoli³y stwierdziæ, ¿e skuteczno�æ dzia³a-
nia VLP jest porównywalna do skuteczno�ci rekombi-
nowanych sCMG2. Postanowiono, zatem przej�æ do
fazy badañ in vivo. Jako modelu zwierzêcego u¿yto
szczurów F344, którym podawano do¿ylnie 5-krot-
no�æ minimalnej dawki letalnej LeTx, a nastêpnie
sCMG2, VLP lub wt FHV (niezmodyfikowany wirus)
dla grupy kontrolnej. Wykazano, ¿e podanie sCMG2
oraz VLP skutkuje 100% ochron¹ przed intoksykacj¹
oraz brakiem objawów chorobowych, przy stê¿eniach
w stosunku 2 :1 (potencjalny lek:LeTx). Co wiêcej
ni¿sze o rz¹d wielko�ci dawki (0.2:1) znacznie wy-
d³u¿a³y czas prze¿ycia zwierz¹t � by³ on d³u¿szy przy
zastosowaniu VLP ni¿ sCMG2. Oznacza to, ¿e poli-
walentne platformy prezentuj¹ce domeny receptora
wi¹¿¹ce PA mog¹ mieæ wy¿sz¹ warto�æ terapeutyczn¹
ni¿ monomery sCMG2 [31]. Jedna cz¹steczka VLP
mo¿e przy³¹czaæ nawet do 120 jednostek/cz¹steczek
heptamerów czy monomerów PA.

2.3.1.3. Cisplastyna � terapia blokuj¹ca wi¹zanie
do komórek docelowych

Inn¹ eksperymentaln¹ strategi¹ zastosowan¹ w celu
ochrony przed skutkami infekcji endosporami w¹glika
jest zablokowanie oligomeryzacji podjednostek PA63.
Takie dzia³anie wykazuje cisplastin, lek przeciw-
nowotworowy. Jest on zwi¹zkiem alkiluj¹cym. Dzia³a
on na zasadzie niekowalencyjnej modyfikacji cz¹ste-
czek PA i powoduje g³ównie zablokowanie tworzenia
heptameru PA7mer, co zapobiega przy³¹czaniu siê cz¹s-
teczek LF [32]. Badania przeprowadzono na myszach
BALB/c, na szczurach F344 a wcze�niej na linii ko-
mórkowej RAW 264.7 (makrofagopodobna mysia linia
(myszy BALB/c) wyprowadzona z komórek p³ynu
wodobrzusza myszy zainfekowanych wirusem leukemii
A-MuLV � Abselon leukemia wirus). W testach in vitro
wykazano, ¿e podanie cisplastinu chroni komórki przed

dzia³aniem toksyny. W tych eksperymentach makro-
fagi traktowano ró¿nymi stê¿eniami cisplastinu przez
10 minut a nastêpnie poddawano je dzia³aniu LF. Przy
wy¿szych stê¿eniach cisplastin, choæ zachowywa³
w³a�ciwo�ci ochronne wobec toksyny w¹glika, to wy-
wo³ywa³ efekt letalny w stosunku do komórek eukario-
tycznych. Testy in vivo na zwierzêtach pokaza³y, ¿e
podskórna iniekcja cisplastinu 2 godziny przed oraz
2 godziny po podaniu toksyny s¹ nieskuteczne. W gru-
pie zwierz¹t, którym zaaplikowano toksynê po wcze�-
niejszej jej preinkubacji z cisplastinem zaobserwowano
100% efekt ochronny. Autorzy sugeruj¹, ¿e obserwo-
wane wyniki do�wiadczeñ � brak efektu ochronnego
in vivo � jest zwi¹zane z w³a�ciwo�ci¹ cisplastinu,
który silnie reaguje z grupami tiolowymi bia³ek [32].
W rezultacie ilo�æ leku jest zbyt ma³a, aby wywo³aæ
skuteczne blokowanie tworzenia heptameru PA.

2.3.2. Terapie hamuj¹ce
zdarzenia wewn¹trzkomórkowe

2.3.2.1. $-cyklodekstryny i ich pochodne � strategia
zablokowania procesu translokacji
czynników LF i EF do cytozolu

Jednym ze sposobów neutralizacji toksyny Bacillus
anthracis jest zastosowanie $-cyklodekstryn � natural-
nie wystêpuj¹cych cyklicznych zwi¹zków sk³adaj¹cych
siê z 7 jednostek glukozy po³¹czonych wi¹zaniem
"-1,4-acetalowym. Pochodne tych zwi¹zków swoj¹ bu-
dow¹ przestrzenn¹ �pasuj¹� do struktury przestrzennej
tworzonego przez PA kana³u. Metoda polega na zablo-
kowaniu kana³u jonowego tworzonego przez antygen
ochronny i w rezultacie zablokowaniu wnikniêcia pod-
jednostek enzymatycznych toksyny do cytozolu po-
przez dojrza³¹ porê uformowan¹ w b³onie endosomu.

Pierwsze badania opiera³y siê na wykorzystaniu
aminoalkilowych pochodnych $-cyklodekstryn. Prze-
prowadzono eksperymenty najpierw na stworzonych
sztucznie b³onach lipidowych, nastêpnie na linii komór-
kowej RAW 264.7 � mysich komórek makrofagopo-
dobnych oraz ostatecznie na szczurach laboratoryjnych
Fischer F344. Wyniki eksperymentu na dwuwarstwo-
wych b³onach lipidowych z odtworzonymi porami PA
pokaza³y, ¿e ju¿ przy stê¿eniach rzêdu 80 nM � 1,8 µM
bardzo czêsto nastêpuje ca³kowite zablokowanie trans-
portu podjednostek toksyny. Tak wysoka skuteczno�æ
dzia³ania badanych zwi¹zków jest spowodowana naj-
prawdopodobniej �cis³ym oddzia³ywaniem pomiêdzy
dodatnio na³adowanymi resztami aminowymi pochod-
nej $-cyklodekstryny oraz ujemnie na³adowanymi gru-
pami ³añcuchów bocznych (wewn¹trz kana³u jonowe-
go). Co wiêcej, eksperyment ten dowiód³ równie¿, ¿e
pochodna ta dzia³a zarówno po dodaniu do komórki
od strony wewnêtrznej kana³u jonowego (cis � do endo-
somu), po drugiej stronie b³ony (trans � do cytozolu)
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jak i dodana jednocze�nie do endosomu i cytozolu po
obydwu stronach b³ony. Eksperyment przeprowadzo-
ny na linii komórkowej RAW 264.7 wykaza³, i¿ przy
stê¿eniu proporcjonalnym do stê¿enia PA aminoalki-
lowa pochodna $-cyklodekstryny (AmPr$CD) jest
skuteczn¹ ochron¹ przeciwko toksycznemu efektowi
LeTx B. anthracis. Ostatecznym dowodem by³ test
na szczurach. W przypadku podania toksyny razem
z badan¹ pochodn¹ prze¿ywalno�æ zwierz¹t wynosi³a
100% oraz brak by³o objawów klinicznych zatrucia.
Jednocze�nie drugiej grupie szczurów pochodn¹ cy-
klodekstryny podano na 30 minut przed podaniem tok-
syny. W tym przypadku jednak, pomimo 100% prze-
¿ywalno�ci by³y zauwa¿alne objawy intoksykacji [26].

Ta sama grupa badawcza rozpoczê³a równie¿ pracê
nad dopracowaniem struktury pochodnej $-cyklodek-
stryny. Wykorzystano szereg zmodyfikowanych amino
alkilowych $-cyklodekstryn ró¿ni¹cych siê d³ugo�ci¹
³añcuchów bocznych oraz aminoalkilow¹ "-cyklodek-
strynê, oraz guanidynoalkilowe jak i arylowe oraz
alkiloarylowe pochodne by sprawdziæ jak bardzo istot-
ne jest �dopasowanie geometryczne� struktur leku
i oligomeru PA. Oprócz zdolno�ci do inhibicji przeba-
dano tak¿e cytotoksyczno�æ tych zwi¹zków. Podobnie
jak w poprzednich do�wiadczeniach do badañ in vitro
u¿yto linii komórkowej RAW 264.7. Wyniki tych eks-
perymentów wykaza³y, ¿e hamowanie translokacji
podjednostek toksyny jest �ci�le zwi¹zane z dok³ad-
nym �dopasowaniem� leku do struktury pory � po-
chodne "-dekstryny wykaza³y niewielk¹ zdolno�æ
do blokowania omawianego procesu, natomiast bardzo
dobr¹ zdolno�æ do blokowania pory wykaza³a pochod-
na aminoalkilowa z trójwêglowym ³añcuchem bocz-
nym. Dodatkowo pochodna ta charakteryzowa³a siê
wysok¹ efektywno�ci¹ oraz nisk¹ cytotoksyczno�ci¹.
Sprawdzono równie¿ specyficzno�æ zmodyfikowanych
$-cyklodekstryn odno�nie LeTx oraz EdTx. Wyniki
przeprowadzonych badañ in vitro pokaza³y, ¿e wybra-
na we wcze�niejszych eksperymentach najskuteczniej-
sza pochodna $-cyklodekstryn, poprzez swoje dzia-
³anie polegaj¹ce na blokowaniu kana³u tworzonego
przez PA, chroni komórki przed letalnym dzia³aniem
obydwu tych toksyn, co rodzi nadzieje na wprowa-
dzenie do u¿ycia skutecznego leku neutralizuj¹cego
toksynê w¹glika [27].

2.3.2.2. Inhibitory aktywno�ci
enzymatycznej podjednostki LF

Jedn¹ z najskuteczniejszych metod inaktywacji
toksyny mo¿e okazaæ siê zastosowanie inhibitora LF,
leku zaplanowanego w oparciu o poznan¹ strukturê
trzeciorzêdow¹ LF. Inhibitorem LF (LFI) jest (2R)-2-
[(4-fluoro-3-metylofenylo)-sulfonyloamino]-N-hydro-
ksy-2-(tetrahydro-2H-4-piranylo) acetamid. Skutecz-
no�æ tego zwi¹zku przebadano z u¿yciem linii makro-

fagów mysich J774A.1 i rekombinowanych bia³ek LF
oraz na modelach zwierzêcych (myszy i króliki),
którym do¿ylnie podawano komórki szczepu B. an-
thracis (Sterne) nie wytwarzaj¹ce otoczek oraz LFI.
LFI wi¹¿e siê w miejscu centrum aktywnego enzymu
blokuj¹c jego aktywno�æ enzymatyczn¹, co wykazano
w oparciu o analizy krystalograficzne [50]. Dodatkowo
przeanalizowano skuteczno�æ LFI w terapii ³¹czonej
z ciprofloksacyn¹. Badania dotycz¹ce skuteczno�ci
dzia³ania LFI jako jedynego �rodka terapeutycznego
sk³ada³o siê z dwóch typów eksperymentów. Pierwszy
z nich mia³ na celu udokumentowanie skuteczno�ci
LFI przy jednoczesnym zainfekowaniu królików endo-
sporami, drugi zanalizowanie czy LFI jest skuteczny
po 24 godzinach po zainfekowaniu sporami. Pierwszy
typ eksperymentów wykaza³, ¿e terapia LFI wyd³u¿a³a
niemal dwukrotnie czas ¿ycia królików oraz skutko-
wa³a 66% prze¿ywalno�ci¹ zwierzat do�wiadczalnych
(w porównaniu do 17% w grupie kontrolnej). Wyniki
drugiego eksperymentu wykaza³y, ¿e nawet po podaniu
inhibitora 24 godzin po infekcji czas ¿ycia jest wyd³u-
¿ony dwukrotnie, jednak¿e prze¿ywalno�æ zwierz¹t
wynios³a tylko 20% (0% w grupie kontrolnej) [50].

Kolejnym krokiem by³o wykorzystanie terapii ³¹-
czonej: antybiotyku (ciprofloksacyna) wraz z LFI.
Zwierzêta podzielono na grupê kontroln¹, grupê leczo-
n¹ tylko antybiotykiem oraz grupê leczon¹ terapi¹ LFI
oraz ciprofloksacyn¹. Podanie antybiotyku 66 godzin
po infekcji skutkowa³o 50% prze¿ywalno�ci¹ królików.
W grupie terapii ³¹czonej stosowano taki sam schemat
podawania antybiotyku jak w grupie monoterapii oraz
dodatkowo podawano 4 razy dziennie podskórnie LFI.
Zwierzêta nieleczone umiera³y po 96 godzinach od
momentu infekcji, w grupie leczonej antybiotykiem
zaobserwowano 50% prze¿ywalno�æ, a zgon pozosta-
³ych mia³ miejsce �rednio po 144 godzinach. Grupê
poddan¹ terapii LFI oraz ciprofloksacyn¹ cechowa³a
100% prze¿ywalno�æ oraz niewielkie b¹d� brak obja-
wów chorobowych [50]. Warto nadmieniæ, ¿e w grupie
leczonej tylko antybiotykiem, podobnie jak w grupie
zwierz¹t poddanej terapii ³¹czonej, po zakoñczeniu
terapii nie wykryto spor B. anthracis, które by³y obec-
ne w organizmach zwierz¹t z grupy kontrolnej. Bada-
nia te udokumentowa³y, ¿e terapia antybiotykowa
w po³¹czeniu z inhibitorem LF pozwala na zapobieg-
niêcie �miertelnym skutkom intoksykacji nawet w pó�-
nych stadiach zara¿enia.

2.3.2.3. Celasterol � zahamowanie lizy komórek
Celasterol, który we wcze�niejszych badaniach wy-

kazywa³ zdolno�æ do blokowania aktywno�ci protea-
somu w linii komórek nowotworowych prostaty, zosta³
przebadany z wykorzystaniem linii komórkowej RAW
264.7 jako zwi¹zek hamuj¹cy cytolizê komórek wywo-
³ywan¹ dzia³aniem LF (komórki poddawano dzia³aniu
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rekombinowanych bia³ek PA i LF). Celasterol dodany
do hodowli komórek 5 godz. przed intoksykacj¹ pra-
wie ca³kowicie hamowa³ ich lizê. Mechanizm dzia³a-
nia tego zwi¹zku nie zosta³ ca³kowicie wyja�niony,
choæ prawdopodobnie dzia³a na pó�nych etapach in-
toksykacji. Udokumentowano brak zahamowania ak-
tywno�ci enzymatycznej toksyny [12]. Podobnie jak
w komórkach nowotworowych prostaty w komórkach
makrofagów mysich lek ten blokuje aktywno�æ protea-
somu, doprowadzaj¹c do obni¿enia jego aktywno�ci
degradacyjnej i interferuj¹c z procesem degradacji
ubikwitynowanych bia³ek. Jednocze�nie jest on inhi-
bitorem bia³ka chaperonowego � HSP90. Dodatkowo
celasterol hamuje procesowanie Il-1$ przez inflam-
masomy (kompleks bia³kowy obecny w makrofagach
i neutrofilach aktywuj¹cy prozapaln¹ cytokinê Il-1$).
Il-1$ jest bia³kiem syntetyzowanym w formie nieak-
tywnej a formê aktywn¹ uzyskuje w wyniku ciêcia
proteolitycznego przez kaspazê-1 bêd¹c¹ sk³adnikiem
inflammasomów. Niestety lek ten pomimo mo¿liwych
zastosowañ w terapii przeciw-nowotworowej lub cho-
rób neurodegradacyjnych nie ma jak dotychczas real-
nego zastosowania w neutralizacji toksyny LeTx, gdy¿
mechanizm jego dzia³ania jest nie do koñca poznany.

3. Clostridium botulinum

3.1. Charakterystyka patogenu

Clostridium botulinum to beztlenowa, wytwarza-
j¹ca przetwalniki, gramdodatnia laseczka wystêpuj¹ca
naturalnie w naszym otoczeniu, g³ównie w ziemi oraz
w osadach zbiorników wodnych. Bakteria ta wytwa-
rza siedem serotypów toksyn (Botulinum Neurotoxin
� BoNT), oznaczonych literami od A do G ró¿ni¹cych
siê immunogenno�ci¹, rozpoznawanymi receptorami
oraz celem dzia³ania. Przypadki zatruæ ludzi s¹ g³ów-
nie wywo³ywane przez BoNT/A, B, E [1] i s¹ stosun-
kowo rzadkie (w Polsce odnotowywanych jest rocz-
nie kilkadziesi¹t przypadków, w USA oko³o 200).
Botulizm nie jest zwi¹zany w wiêkszo�ci przypadków
z wnikniêciem patogenu do naszego organizmu. Do
zatruæ ludzi dochodzi najczê�ciej poprzez spo¿ycie
niew³a�ciwie przygotowanego jedzenia (konserwy
miêsne lub warzywne) zawieraj¹cego BoNT. Objawy
chorobowe wystêpuj¹ 12�72 godz. od spo¿ycia po¿y-
wienia zawieraj¹cego toksynê. Odnotowywane s¹ te¿
przypadki tzw. dzieciêcego, gastrycznego botulizmu,
gdy dochodzi do kolonizacji przewodu pokarmowego
przez laseczki C. botulinum. U ma³ych dzieci fizjo-
logiczna flora bakteryjna nie jest jeszcze ca³kowicie
wykszta³cona, co umo¿liwia kolonizacjê tej niszy eko-
logicznej przez patogenne drobnoustroje i wyst¹pie-
nie objawów chorobowych. �ród³em przetrwalników

w wypadku botulizmu dziecieciêgo/niemowlêcego jest
najczê�ciej miód. C. botulinum mo¿e tak¿e koloni-
zowaæ tkanki w g³êbokich zranieniach, gdzie panuj¹
warunki beztlenowe (botulizm przyranny). Toksyny
botulinowe s¹ jednymi z najbardziej niebezpiecznych
zwi¹zków dla cz³owieka. Szacuje siê, ¿e wystarcza
oko³o 0,15 µg czystej toksyny A podanej do¿ylnie
mê¿czy�nie wa¿¹cemu 70 kg aby wywo³aæ skutek
�miertelny. Dawka ta wzrasta, gdy toksyna podawana
jest doustnie (70 µg) czy te¿ na drodze inhalacji, po-
przez uk³ad oddechowy (0,80�0,90 µg).

Zainteresowanie mechanizmem dzia³ania toksyny
botulinowej wynika g³ównie z faktu jej potencjalnego
zastosowania w terapiach wielu chorób w celu ate-
nuacji przeka�nictwa sygna³ów zarówno w centralnym
jak i obwodowym uk³adzie nerwowym [33] oraz mo¿-
liwo�ci¹ u¿ycia jako broni biologicznej w ataku bio-
terorystycznym. Jeden gram rozpylonej krystalicznej
toksyny botulinowej (botulizm inhalacyjny) mo¿e spo-
wodowaæ �mieræ ponad miliona osób.

3.2. Budowa i mechanizm dzia³ania toksyny

Toksyny botulinowe (~150 kDa) s¹ syntetyzowane
w postaci jedno³añcuchowego polipeptydu, który na-
stêpnie ulega proteolitycznemu ciêciu na dwa polipep-
tydy: ³añcuch ciê¿ki (HC � heavy chain) o masie cz¹-
steczkowej oko³o 100 kDa i ³añcuch lekki (LC � light
chain) o masie cz¹steczkowej oko³o 50 kDa. Oba ³añ-
cuchy po³¹czone s¹ wi¹zaniem disiarczkowym pomiê-
dzy C-koñcem ³añcucha lekkiego i C-koñcem ³añcu-
cha ciê¿kiego. W obrêbie wszystkich serotypów BoNT
wyró¿niamy trzy domeny: domenê wi¹¿¹c¹ odpowie-
dzialn¹ za rozpoznanie receptorów, domenê translo-
kacyjn¹ warunkuj¹c¹ transport domeny o aktywno�ci
enzymatycznej przez b³onê endosomu do cytozolu ko-
mórki eukariotycznej, oraz domenê o aktywno�ci endo-
peptydazy, metaloproteazy cynko-zale¿nej. Domena
wi¹¿¹ca oraz translokacyjna zlokalizowane s¹ w obrê-
bie bia³kowego ³añcucha ciê¿kiego, domena o aktyw-
no�ci enzymatycznej w obrêbie ³añcucha lekkiego.
Struktury trzeciorzêdowe BoNT/A i BoNT/B zosta³y
opracowane metod¹ krystalografii ju¿ 10 lat temu [28,
52]. Proces intoksykacji komórek nerwowych przebie-
ga w czterech etapach. W pierwszym etapie nastêpuje
rozpoznanie specyficznych receptorów na powierzchni
komórek nerwów obwodowych, co skutkuje internali-
zacj¹ toksyny na drodze endocytozy. Niskie pH w endo-
somie powoduje penetracjê b³ony endosomu przez
domenê translokacyjn¹ oraz ustawienie domeny enzy-
matycznej na zewn¹trz endosomu � w cytozolu. Od-
dzielenie ³añcucha lekkiego o aktywno�ci enzyma-
tycznej od domeny translokacyjnej nastêpuje w skutek
redukcji mostka disiarczkowego. Na terenie cytozolu
ujawnia siê aktywno�æ proteolityczna LC BoNT.
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Dopiero stosunkowo niedawno zidentyfikowano
receptory dla kilku serotypów BoNT. Proces wi¹zania
toksyny do komórek nerwowych nie jest ca³kowicie
wyja�niony. Zgodnie z dostêpnymi danymi ekspery-
mentalnymi przebiega on w dwu etapach i wymaga
obecno�ci ko-receptora, którym s¹ gangliozydy (gli-
kofosfolipidy) GT1b. Gangliozydy obecne w du¿ej
ilo�ci na powierzchni komórek nerwowych i wykazu-
j¹ce stosunkowo niskie powinowactwo do BoNT s³u¿¹
raczej jako �pu³apka� wy³apuj¹ca cz¹steczki toksyny
i dostarczaj¹ca je do odpowiednich, charakterystycz-
nych dla ró¿nych serotypów receptorów bia³kowych.
Wszystkie serotypy z wyj¹tkiem BoNT/D wymagaj¹
obecno�ci GT1b dla zaj�cia procesu internalizacji,
w wypadku zahamowania syntezy tych zwi¹zków tok-
syna jest nieaktywna i pozostaje na zewn¹trz komórek
[42, 54]. S t e n m a r k  i wsp. otrzymali kryszta³y
BoNT/A w powi¹zaniu z ko-receptorem, co pozwoli³o
na dok³adne okre�lenie oddzia³ywañ pomiêdzy tymi
cz¹steczkami [51]. Synaptotagminê I i II zidentyfiko-
wano jako bia³kowy receptor dla BoNT/B i BoNT/G
a bia³ko SV2 jako receptor dla BoNT/A [11, 16, 17, 25].
Nie jest wykluczone, ¿e nastêpne bia³kowe receptory
BoNT zostan¹ jeszcze zidentyfikowane. Szczegó³y pro-
cesu tanslokcji LC przez b³onê endosomu wymagaj¹
nadal wyja�nienia. W �wietle danych przedstawionych
w tym roku przez G a l l o u x  i wsp. przebiega on
odmiennie od procesów opisanych dla innch toksyn
np. toksyny b³oniczej [21].

BoNT powoduje znaczne upo�ledzenie przewod-
nictwa sygna³ów nerwowych do komórek miê�nio-
wych. Celem dzia³ania BoNT s¹ specyficznie bia³ka
SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor
attachment protein receptor) � odpowiedzialne za
wytwarzanie pêcherzyków synaptycznych, ich fuzjê
z b³on¹ komórkow¹ oraz wydzielanie neuroprze-
ka�ników. Toksyny B,D,F oraz G tn¹ bia³ko VAMP
(vesicle-associated membrane protein � synaptobre-
winê) jednak¿e ka¿da z nich w innym miejscu ³añcu-
cha bia³kowego [43, 44]. Celem dzialania BoTN/A
oraz BoTN/E jest bia³ko SNAP-25 (25 kDa synapto-
somal associated protein) [13]. Typ BoNT/C powoduje
proteolizê zarówno SNAP-25 jak i syntoksyny [20].

3.3. Terapie

Skuteczn¹ terapiê przeciw-botulinow¹ komplikuje
fakt braku szybkiego testu diagnostycznego zdolne-
go do wykrycia toksyny w materiale pobranym od
pacjenta. Jak dot¹d diagnostyka botulizmu opiera siê
na obserwacji objawów chorobowych i potwierdza-
na jest testem na modelu zwierzêcym (myszy). Jed-
nak¿e, w ostatnich latach opracowano kilka szybkich
i wiarygodnych nowych testów diagnostycznych,
które prawdopodobnie w nied³ugim czasie trafi¹ do

klinik [7]. Omawianie tego zagadnienia wykracza poza
ramy tego artyku³u.

Aktualnie nie ma dostêpnej na rynku szczepionki
przeciw-botulinowej. Dopuszczalne s¹ szczepienia osób
z grup podwy¿szonego ryzyka piêciowa¿n¹ szcze-
pionk¹ przeciw-C. botulinum (toksoid), bêd¹c¹ mie-
szanin¹ piêciu serotypów BoNT unieczynnionych
przy u¿yciu 0,6% formaldehydu, zaadsorbowanej na
solach aluminium [5]. Wykazano, ¿e HCR BoNT (do-
mena receptorowa ³añcucha ciê¿kiego) charakteryzu-
je siê siln¹ immunogenno�ci¹. Uodparnianie myszy
rekombinowanymi bia³kami otrzymanymi w komór-
kach E. coli lub dro¿d¿y indukuje odpowied� hu-
moraln¹ oraz wywiera efekt ochronny [8]. Inna eks-
perymentalna strategia polega na wykorzystaniu ge-
netycznie zmodyfikowanej holotoksyny (mutageneza
specyficzna co do miejsca) pozbawionej aktywno�ci
enzymatycznej [40].

3.3.1. Immunoterapia

Bierna immunizacja jest jedyn¹ aktualnie dostêpn¹
terapia przeciw-botulinow¹. Stosowane s¹ dwa rodza-
je surowic zawieraj¹ce specyficzne immunoglobuliny
neutralizuj¹ce toksynê: surowica koñska oraz surowica
ludzka BIG (botulism immune globulin intravenous).
Pierwsza otrzymywana jest przez uodparnianie zwie-
rz¹t przy u¿yciu toksoidu. Surowica BIG, stosowana
jedynie w wypadkach dzieciêcego botulizmu, otrzy-
mana jest od ochotników � osób wcze�niej zaszcze-
pionych toksoidem (personel medyczny, ¿o³nierze,
oraz osoby pracuj¹ce z toksyn¹ w laboratorium). Bar-
dzo istotne jest szybkie zastosowanie tej terapii: w ci¹-
gu 24 godzin od wyst¹pienia objawów chorobowych.
Po tym czasie toksyna, która uleg³a internalizacji staje
siê niedostêpna dla antytoksyny. Wymaga to sprawne-
go dzia³ania s³u¿b medycznych i epidemiologicznych,
co w wielu krajach jest niemo¿liwe do osi¹gniêcia.
W USA pewne ilo�ci antytoksyny przechowywane s¹
w odpowiednich warunkach na kilku lotniskach tak,
aby nie d³u¿ej ni¿ po 12 godz. po przekazaniu do CDC
informacji o podejrzeniu botulizmu lek móg³ byæ za-
aplikowany pacjentowi. Koñska antytoksyna produko-
wana jest przez zaledwie kilka firm a cykl produkcji
jest bardzo d³ugi (2 lata) [49]. Podanie surowicy koñ-
skiej wywo³uje u 15�25% leczonych osób powa¿ne
skutki uboczne jak np. choroba posurowicza (ogólno-
ustrojowy odczyn alergiczny � serum sickness).

Niewskazane jest stosowanie surowic zwierzêcych
w przypadku intoksykacji dzieci, gdy¿ istnieje spore
ryzyko zagro¿enia ¿ycia ma³ych pacjentów. Jak podano
wy¿ej w terapiach dzieciêcych przypadków botulizmu
wykorzystuje siê surowicê BIG. BIG to liofilizat suro-
wicy, zawieraj¹cy o co najmniej 5% ludzkich im-
munoglublin w tym 15 UI przeciwcia³ specyficznych
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wobec toksyny BoNT/A oraz 4 UI specyficznych wo-
bec toksyny BoNT/B w 50 mg proszku. Antytoksyna
jest podawana jednorazowo, do¿ylnie. Badania jej
skuteczno�ci by³y prowadzone przez 5 lat w USA na
grupie dzieci z podejrzeniem zatrucia toksyn¹ botuli-
now¹ [6]. Grupa kontrolna otrzymywa³a placebo, su-
rowicê niezawieraj¹c¹ przeciwcia³ przeciw-BoTN.
Przydzia³ pacjentów do grup by³ losowy. Wyniki badañ
wykaza³y wysok¹ skuteczno�æ terapii. �rednia d³ugo�æ
hospitalizacji zosta³a zmniejszona z 5.7 tygodnia do
2.6. Równie¿ czas pobytu pacjentów na oddzia³ach
intensywnej terapii uleg³ skróceniu. Nie zaobserwo-
wano ¿adnych powa¿nych skutków ubocznych (brak
choroby posurowiczej). Badania te dowiod³y skutecz-
no�ci terapii z u¿yciem BIG, jej bezpieczeñstwa dla
pacjenta oraz z ekonomicznego punktu widzenia, jej
op³acalno�ci dla s³u¿by zdrowia.

3.3.2. Nowe leki przeciw-botulinowe

Teoretycznie nowe leki mog¹ hamowaæ aktywno�æ
toksyny na ka¿dym etapie jej dzia³ania: blokowaæ wi¹-
zanie z receptorami, proces internalizacji, translokacji
lub aktywno�æ enzymatyczn¹. Ich opracowywanie sta-
³o siê mo¿liwe dziêki poznaniu sposobów dzia³ania
toksyn oraz ich struktur trzeciorzêdowych i kom-
pleksów z odpowiednimi receptorami. Bezsprzecznie
o wiele ³atwiejsze jest zaplanowanie strategii neutrali-
zacji toksyny zewn¹trzkomórkowej ni¿ metod neutra-
lizacji bia³ka wewn¹trz komórki eukariotycznej. W tym
drugim przypadku konieczne jest tak¿e opracowanie
i przetestowanie strategii dostarczania leku do cytozolu
komórek, które uleg³y intoksykacji.

3.3.2.1. Potencjalne strategie blokuj¹ce wi¹zanie
toksyny BoNT do komórek docelowych

Badania koncentruj¹ siê na poszukiwaniu cz¹ste-
czek, które op³aszcza³yby cz¹steczki toksyny bloku-
j¹c ich interakcjê z receptorami lub na identyfikacji
cz¹steczek wysycaj¹cych receptory wspó³zawodnicz¹c
z toksyn¹ w procesie wi¹zania do docelowych ko-
mórek. Wykazano, ¿e immunoterapia (surowica BIG)
jest skuteczn¹ metod¹ neutralizacji zewn¹trzkomórko-
wej toksyny. Z drugiej strony dostêpno�æ tej surowicy
jest ograniczona. Oba te fakty zainspirowa³y badania
maj¹ce na celu opracowanie strategii produkcji ludz-
kich mAb (monoclonal antibodies) skutecznie neutra-
lizuj¹cych toksynê. Najskuteczniejsza w neutralizacji
BoNT okaza³a siê mieszanina trzech rodzajów prze-
ciwcia³ rozpoznaj¹cych ró¿ne epitopy w obrêbie ³añcu-
cha ciê¿kiego (HC). Prowadzone s¹ te¿ eksperymenty
analizuj¹ce skuteczno�æ mAb rozpoznaj¹cych epitopy
w obrêbie ³añcucha lekkiego BoNT. Potencjalnie
po opracowaniu strategii dostarczania ich do wnêtrza
neuronów tego typu preparat mo¿e znale�æ zastoso-

wanie jako lek dzia³aj¹cy w pó�niejszych etapach in-
toksykacji komórek [3]. Kompetencyjnymi antagonis-
tami wszystkich serotypów BoNT s¹ dwa typy lektyn
pochodzenia zwierzêcego i ro�linnego wykazuj¹ce po-
winowactwo do kwasów sialowych [15]. Jednak ich
zastosowanie w terapiach wydaje siê problematyczne
ze wzglêdu na powszechno�æ wystêpowania kwasów
sialowych na powierzchni komórek eukariotycznych.
Zidentyfikowanie nowych receptorów rozpoznawanych
przez toksynê BoNT i poznanie mechanizmu jej wi¹za-
nia siê z receptorami bezsprzecznie przy�pieszy bada-
nia nad blokowaniem tego procesu. Cel mo¿e zostaæ
tak¿e osi¹gniêty przez wytworzenie rozpuszczalnych
analogów receptorów oraz zwi¹zków blokuj¹cych re-
ceptory. Udokumentowano, ¿e fragmenty synaptotag-
miny II blokuj¹ aktywno�æ BoNT/A i B oraz wykazuj¹
efekt ochronny na modelu mysim [10].

3.3.2.2. Blokowanie aktywno�ci metaloproteazowej
Poznanie struktury LC BoNT oraz ich celów dzia-

³ania umo¿liwi³o poszukiwanie leków blokuj¹cych
aktywno�æ kilku serotypów toksyn. Wiêkszo�æ badañ
dotyczy dwu serotypów BoNT/A i B jako tych najczê�-
ciej wywo³uj¹cych zatrucia u ludzi i potencjalnie sta-
nowi¹cych czynnik ataku bioterorystycznego. Jedna ze
strategii polega na syntetyzowaniu krótkich peptydów
o sekwencji aminokwasowej odpowiadaj¹cej sekwen-
cji aminokwasowej rozpoznawanej przez endopepty-
dazê lub sekwencji aminokwasowych konserwowanych
w�ród bia³ek SNARE [41, 44, 45]. Do poszukiwania
peptydów hamuj¹cych aktywno�æ enzymatyczn¹ LC
BoNT wykorzystywane s¹ te¿ biblioteki peptydowe,
technika �phage display� lub �mRNA display� [29, 34,
53]. Jednym z ograniczeñ tego typu terapii mo¿e byæ
krótki okres dzia³ania peptydów, stosunkowo szybko
podlegaj¹ one procesowi degradacji.

Firmy biotechnologiczne oraz laboratoria naukowe
prowadz¹ce eksperymenty maj¹ce na celu wprowa-
dzenie do klinik nowych leków dysponuj¹ biblioteka-
mi ró¿nych zwi¹zków chemicznych (zwi¹zki o niskim
ciê¿arze cz¹steczkowym, ³atwo przenikaj¹ce przez os³o-
ny komórkowe i nietoksyczne dla cz³owieka), w�ród
których poszukiwane s¹ potencjalne inhibitory enzy-
mów. Badania te wspomagane s¹ analizami prowa-
dzonymi in silico, co jest mo¿liwe w wypadku bia³ek
o znanych strukturach trzeciorzêdowych. W celu za-
hamowania aktywno�ci LC bêd¹cej zale¿n¹ od cyn-
ku metaloproteaz¹ poszukiwano zwi¹zku � chelatora
cynku. Jednym z pierwszych badanych zwi¹zków by³
TPEN (N,N,N�,N�-Tetrakis(2-pirydylometylo)etyleno-
diamina). Jego inhibitorowe dzia³anie nie jest jednak
ograniczone wy³¹cznie do toksyny botulinowej, co
uniemo¿liwia jego u¿ycie w terapiach. Ostatnio prze-
prowadzono analizy in silico kilku milionów zwi¹zków
chemicznych w poszukiwaniu zwi¹zku blokuj¹cego
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aktywno�æ endopeptydazow¹ LC BoNT/A. Jednymi ze
skutecznych inhibitorów okaza³y siê pochodne kwasów
hydroksamowych [15]. Wiele zwi¹zków jest aktualnie
analizowanych w testach in vitro oraz in vivo na mo-
delach zwierzêcych [19].

Dynamicznie rozwijaj¹c¹ siê technologi¹ maj¹c¹
zastosowanie w wielu ga³êziach medycyny, zarówno
w terapii jak i diagnostyce s¹ badania dotycz¹ce apta-
merów. Nazwa tych cz¹steczek pochodzi od ³aciñskie-
go s³owa �aptus�, co oznacza pasowaæ. Opisane po raz
pierwszy w ostatnim dziesiêcioleciu poprzedniego
wieku niektóre ju¿ s¹ licencjonowanymi lekami. Ap-
tamery to krótkie oligonukleotydy (RNA lub DNA)
wykazuj¹ce wysokie powinowactwo do cz¹steczek
docelowych, g³ównie bia³ek. Niektórzy autorzy stosuj¹
te¿ okre�lenie aptamery peptydowe w odniesieniu do
krótkich peptydów. Zarówno w diagnostyce jak i tera-
piach aptamery mog¹ zast¹piæ w najbli¿szym czasie
przeciwcia³a. Charakteryzuj¹ siê bowiem wieloma
cechami takimi jak brak immunogenno�ci i toksycz-
no�ci, brak wywo³ywania efektów ubocznych, niskie
koszty produkcji czy te¿ mo¿liwo�æ wprowadzania
modyfikacji chemicznych daj¹cymi im aplikacyjn¹
�przewagê� nad przeciwcia³ami. Ostatnio znalaz³y te¿
one zastosowanie w medycynie jako nanobiosensory.
Jedna ze strategii poszukiwania odpowiedniego dla
danej terapii czy diagnostyki aptameru nosi nazwê
SELEX (systemtic evolution of ligand by exponetial
enrichment). Polega ona na przeszukiwaniu biblioteki
chemicznie syntetyzowanych krótkich RNA lub DNA
o ró¿nej sekwencji nukleotydowej i ró¿norodnej kon-
formacji (1014�1015 cz¹steczek) przy u¿yciu docelowej
cz¹steczki. Wyszukane aptamery s¹ powielane przy
u¿yciu PCR lub z zastosowaniem odwrotnej transkryp-
tazy a cykl �przeszukiwania� powtarzany jest kilkakrot-
nie. Oko³o dziesiêciu cykli wystarcza przewa¿nie do
�wy³owienia� aptameru o wysokim powinowactwie do
celu dzia³ania. Opracowanie leku aptamerowego jest
stosunkowo szybkie, przeciêtnie proces ten zajmuje
oko³o 3�4 lat od momentu wyselekcjonowania odpo-
wiedniego aptameru do wprowadzenia leku do klinik.
W odniesieniu do BoNT leki aptamerowe mog¹ poten-
cjalnie blokowaæ trzy domeny toksyny i dzia³aæ na
wszystkich etapach intoksykacji neuronów [14, 24, 30].

4. Podsumowanie

Jednym z g³ównych czynników zintensyfikowania
pracy nad terapiami przeciw-toksynowymi by³y zda-
rzenia z 11 wrze�nia 2001 r. oraz zagro¿enie, jakie sta-
nowi broñ biologiczna w rêkach terrorystów. Jedyn¹
stosowan¹ strategiê zapobiegania chorobom wywo³y-
wanym przez B. anthracis i C. botulinum jest aktual-
nie bierna immunizacja � podanie zwierzêcej lub ludz-

kiej surowicy zawieraj¹cej specyficzne przeciwcia³a
neutralizuj¹ce toksynê. Poznanie struktur trzeciorzê-
dowych zarówno toksyn jak i toksyn po³¹czonych
z ich receptorami pozwoli³o na zaplanowanie wielu
nowych potencjalnych leków, dzia³aj¹cych zewn¹trz-
jak i wewn¹trzkomórkowo. Odpowiednich zwi¹zków
poszukuje siê metodami przeszukiwania bibliotek pep-
tydowych, bibliotek aptamerowych lub bibliotek �ma-
³ych zwi¹zków chemicznych�. Wprowadzenie tych
eksperymentalnych leków do powszechnego stosowa-
nia wymaga jeszcze wielu badañ � udowodnienia ich
bezwzglêdnej skuteczno�ci i braku wywo³ywania
efektów ubocznych. Jak dot¹d wiêkszo�æ jest badana
dopiero in vitro z wykorzystaniem linii komórkowych
lub na modelach zwierzêcych. Sta³y rozwój biologii
molekularnej, udoskonalanie istniej¹cych oraz opra-
cowywanie nowych technologii pozwoli z du¿ym
prawdopodobieñstwem na znacz¹ce przy�pieszenie
procesów wprowadzenia nowych leków przeciw-tok-
synowych na rynek.

Dodatkowo toksyna botulinowa znalaz³a ju¿ za-
stosowanie w leczeniu wielu chorób cz³owieka oraz
kosmetologii, a postêp w zrozumieniu mechanizmów
dzia³ania toksyny w¹glika pozwoli prawdopodobnie
w nied³ugim czasie na zastosowanie jej w leczeniu
chorób nowotworowych. Ten fakt inspiruje wiele labo-
ratoriów do prowadzenia badañ dotycz¹cych wyja�-
niania molekularnych mechanizmów oddzia³ywañ obu
toksyn z komórkami eukariotycznymi.
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