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1. CLOSTRIDIUM BOTULINUM 1 CLOSTRIDIUM TETANI — CZYNNIKI
ETIOLOGICZNE TEZCA I BOTULIZMU

Szczepy dwoch gatunkdw bakterii z rodzaju Clostridium: Clostridium botulinum
i Clostridium tetani, nalezacych do beztlenowych laseczek zarodnikujacych produkuja
najsilniejsze ze znanych toksyn biologicznych. W sktad neurotoksyn wytwarzanych przez
bakterie z rodzaju Clostridium (CNTs — clostridial neurotoxins) wchodza toksyna tezcowa
i siedem antygenowo réznych neurotoksyn botulinowych (1,2,3).

Objawy kliniczne wskazujace na tezec opisal juz w czasach starozytnych Hipokrates
(4), a Carlo i Rattone (5) wywotali doswiadczalnie to schorzenie u krolikow wszczepiajac
im ropg¢ pobrana z rany chorego cztowicka. Komorki laseczki tezca, tak jak innych gatun-
kéw z rodzaju Clostridium, moga przechodzi¢ w posta¢ przetrwalna tzw. endospory (6).
W warunkach naturalnych sa one obecne w glebie, stad tez zakazenie te¢zcem ma najczesciej
charakter przyranny (6,7). Endospory dostaja si¢ do organizmu przez uszkodzona skore, gdzie
kietkuja przechodzac w forme¢ wegetatywna produkujaca toksyne tgzcowa uwalniang do
srodowiska w procesie autolizy komoérek bakteryjnych (4). Clostridium tetani jest gatunkiem
wytwarzajacym tylko jeden rodzaj toksyny odpowiedzialnej za objawy tezca (1).

Charakterystycznymi objawami t¢Zzca jest porazenie spastyczne spowodowane inhibicja
wytwarzania mediatorow hamowania tj. kwasu gamma-aminomastowego (GABA) i glicyny
w neuronach w centralnym systemie nerwowym (2). W konsekwencji tych zaburzen dochodzi
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do niekontrolowanego przeptywu impulséw powodujacych drgawki i skurcze migsniowe.
Toksyna tezcowa (TeNT- Tetanus neurotoxin) moze takze powodowaé porazenie wiotkie
w przypadkach tg¢zca czaszkowego lub po injekcji duzych dawek toksyny, jako rezultat
blokowania uwalniania acetylocholiny w zakonczeniach nerwoéw ruchowych (6,7).

W 1895 roku Emil van Ermengen wyizolowat, a w 1897 opisatl beztlenowa laseczke
przetrwalnikujaca — Clostridium botulinum, bedaca producentem toksyny botulinowe;j (5).
Dotychczas opisano 7 typoéw toksyn (BoNT — Botulinal neurotoxin), rézniacych si¢ pod
wzgledem serologicznym tj. BoONT/A, BoNT/B, BoNT/C, BoNT/D, BoNT/E, BoNT/F
1 BoNT/G (8). Bakterie produkujace toksyny rowniez podzielono na typy. Szczepy produ-
kujace jeden typ toksyny wykazuja czgsto dos¢ znaczne rdznice biochemiczne i genetycz-
ne, co wskazuje, ze Clostridium botulinum jest gatunkiem wysoce heterogennym. Cecha
determinujaca przynalezno$¢ szczepu do gatunku C.botulinum jest zdolno$¢ produkowania
jednej z toksyn botulinowych (8,9).

Niektore toksyczne szczepy rodzaju Clostridium, inne niz C. botulinum, sa takze
zdolne do produkcji neurotoksyn botulinowych i tak np: szczepy Clostridium butyricum
moga produkowac toksyng typu E (9), a Clostridium baratii wytwarzaja toksyng typu F (9).
W 1998 roku opisano w Indiach 34 przypadki botulizmu, wywotanego przez toksyng typu
E, wytwarzang przez C. butyricum (5,9). Neurotoksyczne szczepy Clostridium butyricum
izolowano takze w Chinach, a przypadki botulizmu niemowlat wywolane przez szczepy
tego gatunku bakterii odnotowano we Wioszech (5).

Cztowiek najczes$ciej ulega zatruciu przez spozycie zakazonej zywnosci (botulizm po-
karmowy) zawierajacej toksyng botulinowa powstata podczas namnazania si¢ bakterii (10).
Botulizm pokarmowy pochodzacy z zywno$ci produkowanej komercyjnie jest wprawdzie
rzadko spotykany, to jednak w przypadku wystapienia zatru¢ konsekwencje — zaréwno
medyczne, jak i ekonomiczne — moga by¢ wysokie. Szacuje si¢, ze w USA koszt jednego
przypadku botulizmu w przyblizeniu wyniostby 30 miliondéw dolarow, 3000 razy wigcej niz
w przypadku listeriozy lub salmonellozy (10). Obecnie wigkszo$¢ zachorowan ma zwiazek
z przetworami przygotowywanymi w warunkach domowych (10). Najczgsciej komorki
szczepdw C. botulinum nie kolonizuja przewodu pokarmowego oséb dorostych. Wyjatkiem
jest botulizm niemowlat, bedacy nastgpstwem wytwarzania BoNT wewnatrz swiatla jelita,
ze wzgledu na nierozwinigta w petni flore uktadu pokarmowego (9,10). Botulizm przyran-
ny jest nastgpstwem zakazenia ran przez Clostridium botulinum i produkowania przez nie
toksyny, uwalnianej in vivo. Ten typ botulizmu coraz czgsciej spotykany jest u narkomanow
— przy wstrzykiwaniu heroiny (11). Toksyna moze przenika¢ przez btony §luzowe zaréwno
uktadu pokarmowego, jak i oddechowego, powodujac w tym drugim przypadku botulizm
inhalacyjny (8,9). We wszystkich rodzajach botulizmu wchionigta do krwi toksyna przenika
do obwodowych synaps cholinergicznych, z ktorymi wiaze si¢ nieodwracalnie. Blokada
przeplywu sygnatow cholinergicznych w synapsach nerwowo-mig$niowych i zahamowanie
uwalniania si¢ acetylocholiny, prowadzi do paralizu wiotkiego (7).

2. NEUROTOKSYNY BAKTERII RODZAJU CLOSTRIDIUM 1 ICH STRUKTURA

Opisano 8 réznych typow neurotoksyn: jeden wytwarzany przez szczepy Clostridium
tetani —toksyna t¢zcowa (TeNT) i siedem typow wytwarzanych przez Clostridium botulinum
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— toksyny botulinowe (BoNT) tj. A, B, C, D, E, F, i G wykazujacych niemal identyczne
dziatanie farmakologiczne, lecz rézniacych si¢ budowa antygenowa (6,7,12). Najczgst-
sza przyczyna botulizmu u ludzi sa neurotoksyny BoNT/A, BoNT/B, BoNT/E (rzadziej
BoNT/F), ktore sa przyczyna 99% wszystkich zachorowan. Toksyny BoNT/C i BoNT/D
wywotuja botulizm u zwierzat domowych i wolno-zyjacych (7). Neurotoksyna typu G jest
wytwarzana przez bakterie izolowane z gleby (12). Chociaz wiele toksycznych szczepow
Clostridium izolowanych z probek klinicznych, zywnosci i srodowiska wytwarza jeden
typ toksyny, to jednak opisano szczepy zdolne do syntetyzowania dwoch typow BoNT.
Sa one okreslane jako typy Af, Ab, Bf i Ba, gdzie duza litera wskazuje na dominujacy typ
toksyny; szczepy typu Ba i Bf produkuja 10-krotnie wigksza ilo$¢ toksyny B niz toksyny
typu A lub F (8,13).

Neurotoksyny bakterii z rodzaju Clostridium sa syntetyzowane jako pojedynczy tan-
cuch biologicznie nieaktywnego biatka o masie okoto 150 kDa, ktory ulega potranslacyjnej
proteolizie do formy dwulancuchowej, aktywnej molekuty, gdzie dwa fancuchy (50 1 100
kDa) taczy dwusiarczkowy mostek. Toksyny sktadaja si¢ z trzech funkcjonalnych domen,
kazda o masie 50 kDa, odpowiedzialnych za jej wigzanie do receptordw, translokacj¢ oraz
aktywnos¢ katalityczna (1,14,15).

Podobny mechanizm dziatania wspomnianych neurotoksyn na zakoficzenia nerwowe
wynika z podobienstwa ich struktury bialkowej. Syntetyzowane toksyny gromadzone sa
w cytozolu komarki bakteryjnej skad uwalniane sa w wyniku autolizy (4). Z toksyna t¢zcowa
nie sa zwigzane zadne dodatkowe biatka, podczas gdy toksyny botulinowe sa uwalniane
w formie multimerycznych kompleksow, zwanych protoksynami, w sktad ktérych wchodza
nietoksyczne biatka, tzw. biatka NAPs (neurotoxin-associated proteins) (16,17,18). W su-
pernatantach hodowli C. botulinum zidentyfikowano 3 formy protoksyn: LL-toksyna (extra
large toxin) o cigzarze czasteczkowym dochodzacym do 900 kDa (stata sedymentacji 195),
L-toksyna (large toxin) o cigzarze 500 kDa (stata sedymentacji 16S) i M-toksyna (medium
toxin) o wielko$ci 300 kDa (stata sedymentacji 12S) (4,18). Kompleks protoksyny w formie
M tworzy pojedyncza czasteczka toksyny BoNT (150 kDa) i jedno nietoksyczne biatko
nichemaglutyniny (NTNH nontoxic nonhemagglutinin protein) (18). Natomiast form¢ L
tworzy czasteczka toksyny BoNT, biatko NTNH oraz mniejsze biatka typu hemagluty-
nin (HA hemagglutinin), o masie molekularnej: 54, 33, 20 1 14 kDa (16,17,18). W sktad
najwigkszej protoksyny, formy LL wchodza dwie podjednostki L toksyny (16). BoNT/A
wystepuje w trzech formach (M, LiLL), a BoNT/B, BoNT/C, BoNT/D i BONT/F w dwoch:
Mi L, natomiast BONT/F istnieje jedynie w formie M. Liczba NAPs jest rézna u wszystkich
siedmiu serotypow, i tak np. w serotypach A i B wystgpuje ich 7, a tylko jedno w serotypie
E (17). Prawdopodobnie nietoksyczne komponenty protoksyn odgrywaja znaczaca rolg
w ochronie samych toksyn przed inaktywacja w warunkach niskiego pH soku zotadkowego
i przed dziataniem proteaz przewodu pokarmowego (18).

Dhugo$¢ tancuchow polipeptydowych CNTs (Clostridial neurotoxins) waha si¢ od 1251
reszt aminokwasowych u Clostridium butyricum BoNT/E do 1297 reszt u BoNT/G 1 1315
u TeNT (4). Doktadna dtugo$¢ tancucha L i H toksyny zalezy od miejsca cigcia proteolicz-
nego w obrebie ,,odstonigtej” petli (exposed loop). Wielko$¢ tancucha lekkiego wynosi od
419 reszt aminokwasowych u BoNT/E do 449 reszt u TeNT, a lancucha cigzkiego od 829
reszt aminokwasowych u BoNT/E do 857 u TeNT (4).
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Krystaliczna struktura BONT/A, BoNT/B i COOH-koficowej domeny TeNT (H) (1,4,14)
uwidacznia trzy funkcjonalnie r6zne domeny: 1) N-koncowa domeng obdarzong aktywnos-
cig zaleznej od cynku endopeptydazy (tancuch lekki — L) , 2) domeng odpowiedzialng za
transport toksyny przez blong (H, ), charakteryzujaca si¢ obecnoscia dwoch diugich heliks
przypominajacych elementy obecne w kolicynach i w hemaglutyninie wirusa grypy, 3)
domeng odpowiedzialng za wiazanie toksyny na powierzchni receptora — ztozona z dwoch
poddomen (H.-N i H_-C) charakterystycznych dla lektyn i inhibitora Kunitz’a (1,4,14)
(ryc. 1).

NH,’ coo
1 Potranslacyjna
proteoliza —
NH," cooO
tancuch lekki tancuch ciezki
(L chain) (H chain)
\ vy v

| H.-N
Hy
' HAE
COOH
aktywnosc¢ transport neurospecyficzne
katalityczna przez btone wigzanie toksyny

Ryc. 1.  Budowa neurotoksyn bakterii rodzaju Clostridium (4)
Fig. 1. Structure of clostridial neurotoxins (4)

Lancuch lekki jest metaloproteaza, ktorej katalityczne miejsce jest zlokalizowane
w glebokiej szczelinie obecnej na powierzchni biatka. Atom cynku jest wigzany przez dwie
czasteczki histydyny i reszty glutaminowe obszaru ,,zinc binding motif” — HEXXH wystgpu-
jacego we wszystkich cynkowo-zaleznych proteazach oraz przez Glu 262 w BoNT/A (14,19).
Reszty te charakterystyczne dla wszystkich neurotoksyn Clostridium sp. dostarczaja ujemnie
natadowanych reszt karboksylowych. Reszta kwasu glutaminowego w tym motywie jest
szczegolnie wazna z uwagi na wiazanie czasteczki wody, niezbednej do hydrolitycznej reakcji
proteolizy. Dowiedziono, ze mutacja tej reszty prowadzi do catkowitej inaktywacji toksyny
(4). Jak wspomniano aktywne miejsce jest potozone w glgbokiej szczelinie na powierzchni
biatka, dostepnej przez anionowy kanat. Translokacyjny pas domeny H otacza aktywne
miejsce w BONT/A, zapobiegajac dojsciu do atomu cynku, co decyduje o braku aktywnosci
enzymatycznej w dwutancuchowej strukturze toksyn (1). Kanat ten staje si¢ dostepny dla
substratu przy redukcji dwusiarczkowego wewnatrztancuchowego mostka (4).

Domeny H_. toksyny TeNT i BoNT/A wykazuja znaczne podobiefistwo z uwagi na swoj
wydtuzony ksztalt. Sa one odpowiedzialne za wigzanie biatka (toksyny) na powierzchni
receptora, zawierajg one dwie rézne poddomeny: NH -terminalng (H.-N) i C-terminalna
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potowg (H_-C), ktére w nieznacznym stopniu stykaja sig ze soba (4). Sekwencje amino-
kwasowe tych poddomen sa stabo konserwatywne wsrdd toksyn, a usunigcie poddomeny
H_-C nie redukuje zdolnosci wiazania H,. do btony nerwowej, podczas gdy delecja tylko
10 reszt koncéw COOH znosi jej wiazanie do neurondw rdzenia krggowego (4). Istotna
rol¢ w wiazaniu czgsci oligosacharydowej polisialogangliozydow odgrywa 34 ostatnich
reszt H.-C, a w szczegdlnosci His-1293 toksyny tgzcowej. Glowna réznica w strukturze
pomigdzy H -C toksyny tezcowej i botulinowej typu A dotyczy struktury petli, co moze
sugerowac, ze wspomniane zewngtrzne segmenty moga by¢ odpowiedzialne za wiagzanie
roéznych receptoréw biatkowych (4).

Czesci H taficucha cigzkiego sa wysoce homologiczne wsrod neurotoksyn, wykazujac
duze podobienstwo ich struktury drugorzedowej. Domena H,, odpowiedzialna za translokacje
toksyny (BoNT/A), ma walcowaty ksztalt zdeterminowany obecnoscia niezwykle dlugich
i skreconych a-heliks oraz posiada dtuga petlg tzw. translokacyjny pas (translocation belf),
ktory owija si¢ dookota fancucha lekkiego toksyny (1,4). Funkcja domeny H polega na
ksztattowaniu porow i translokacji katalitycznej domeny do cytozolu neuronu. Szczegdty
tego procesu nie sg do konca poznane (1).

3. MECHANIZM DZIALANIA NEUROTOKSYN
3.1. WIAZANIE TOKSYNY NA POWIERZCHNI RECEPTORA

Od miejsca produkcji Iub adsorpcji (jelito lub rany) toksyny botulinowe lub toksyna
tezcowa rozprzestrzeniaja si¢ przez ptyny ustrojowe do btony presynaptycznej zakonczen
cholinergicznych (4) W pierwszym etapie dziatanie toksyny jest uzaleznione od wiazania
czasteczeki do blon komoérek nerwowych, co jest uwarunkowane obecnos$cia na ich po-
wierzchni specyficznych receptorow. Rozne typy toksyn wiaza si¢ ze swoistymi receptorami
biatkowymi, przy czym duza rol¢ w tym procesie odgrywaja gangliozydy (20).

Dzigki zastosowaniu nowoczesnych technik badawczych zidentyfikowano dwa miejsca
wigzania polisialogangliozydéw wewnatrz N-koncowej czgsci (H.C) domeny odpowiedzial-
nej za wigzanie receptora u TeNT - w przeciwienstwie do jednej czasteczki polisialogan-
gliozydu wiazacej si¢ z wysokim powinowactwem do BoNT/A i BoNT/B. Toksyna tezcowa
wiaze si¢ do biatka zakotwiczajacego GPI (GPI-anchored protein) — Thy-1, podczas gdy
toksyny botulinowe typu A, B, E i G oddziatywuja z synaptogaming [ i II. W §wietle danych
eksperymentalnych wiazaca si¢ toksyna tezcowa zajmuje miejsca wewnatrz regionéw blony
plazmatycznej, ktore sa bogate w cholesterol, gangliozydy i biatka zakotwiczajace GPI (20).
Ostatnio odchodzi sig¢ od modelu podwojnych receptorow (gangliozydy-biatko), na korzysé
zaangazowania szeregu zgrupowanych w mikrodomeny receptorow na presynaptycznej
membranie w wigzanie TeNT i BoNTs do obwodowych zakonczen nerwowych (ryc. 2) (20).
Zarowno toksyna tgzcowa jak i toksyny botulinowe wiaza si¢ do btony presynaptycznej
w a-motoneuronach, w nastegpstwie roznych wewnatrzkomorkowych drog przemieszcezania.
BoNTs blokuja neuroegzocytoz¢ w zakonczeniach obwodowych, natomiast TeNT dziata
w ten sam sposob w synapsach centralnego uktadu nerwowego. Koncowe miejsca dziatania
toksyn okreslane sa przez specyficzne receptory, prowadzac do odmiennych wewnatrzko-
moérkowych szlakow (14).



524 S Parasion, M Bartoszcze, R Gryko Nr 3

TOKSYNA TOKSYNA
TEZCOWA BOTULINOWA
TeNT BoNT

btona

o525 & @\‘f\@@
' !

|

aksonalny recykling
transport pecherzykow
wsteczny synaptycznych
© Dpolisialogangliozydy © @©® Dbiatka zakotwiczajace GPI
@ inne lipidy ©® @ Dbiatka transmembranowe

Ryc. 2.  Wiazanie neurotoksyn przez szereg presynaptycznych receptorow (20)
Fig. 2. Binding of neurotoxins via array presynaptic receptors (20)

3.2. INTERNALIZACJA

Lancuch lekki (L chain) neurotoksyn bakterii rodzaju Clostridium blokuje neuroegzo-
cytoze¢ przez dzialanie w cytozolu (przynajmniej ta domena neurotoksyny musi wniknaé
do cytozolu komorki). W §wietle najnowszych badan toksyny nie docieraja do komorki
bezposrednio przez btong komodrkowa, lecz ulegaja one endocytozie. Badania z uzyciem
mikroskopu elektronowego wykazaty, ze neurotoksyny wchodza w strukture pgcherzyka
W procesie temperaturo- i energozaleznym. Bialkowy receptor toksyny tgzcowej jest od-
powiedzialny za wlaczenie jej do pecherzyka endocytarnego, ktéry przemieszcza si¢ we
wstecznym kierunku wzdhuz i wewnatrz aksonu, natomiast receptory biatkowe toksyn
botulinowych prowadza je do wnetrza pgcherzykow zakwaszajacych obszar polaczen
neuro-mig$niowych (14).

3.3. TRANSLOKACJA TOKSYNY PRZEZ BLONE

Lancuch lekki toksyny, aby dosta¢ si¢ do cytozolu musi przej$¢ przez hydrofobowa
barierg btony pgcherzyka i kwasne komponenty obecne w komorce. Redukcja pH warunkuje
zmiany strukturalne w toksynach i prowadzi do zwigkszonej hydrofobowosci molekuty oraz
umozliwia penetracj¢ podwojnej warstwy lipidowej (4,14). Wykazano, ze BoNT i TeNT
formowaly transmembranowe jonowe kanaty w dwuwarstwie fosfolipidowej i membranach
PC12, w warunkach podobnych do istniejacych in vivo (4).

3.4. AKTYWNOSC PROTEOLITYCZNA NEUROTOKSYN

W fancuchu lekkim neurotoksyn wystepuje wysoce konserwatywny, ztozony z okoto 20
reszt aminokwasowych segment, ktory zawiera ,,zinc binding motif” — HEXXH, wystepu-
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jacy we wszystkich cynkowo-zaleznych proteazach (4,19). Toksyny botulinowe i toksyna
tezcowa sg szczegdlnymi, specyficznymi proteazami, ktdre rozpoznaja i tna jedynie trzy
biatka, zwane SNARE (soluble N — ethylmaleiamide-sensitive factor attachment protein
receptor) odpowiedzialne za fuzj¢ pgcherzyka synaptycznego wypetnionego neuromedia-
torem z btona neuronu (6,19,20). TeNT, BoNT/B, BoNT/D, BoNT/F i BoNT/G tng VAMP
(vesicle associated membrane protein) — biatko btony pecherzykow synaptycznych w réznych
pojedynczych wiazaniach peptydowych. Toksyna botulinowa typu C rozszczepia zardwno
syntaksyng, jak i SNAP-25 (synaptosomal-associated protein of 25 kDa) — dwa biatka btony
presynaptycznej, natomiast toksyna botulinowa typu A i E tnie bialko SNAP-25 w r6znych
miejscach wewnatrz jego COOH-konca (6,17). Warto zaznaczy¢, ze TeNT i BoNT tna te
same wigzanie peptydowe w biatku VAMP (GIn76 — Phe77), jednakze wstrzyknigcie tych
toksyn zwierzgtom powoduje wystapienie botulizmu lub t¢zca, zaleznie od rodzaju toksyny.
Jest to dowdd o decydujacym znaczeniu docelowego miejsca dziatania toksyny, a nie jej
molekularnego mechanizmu (7,14).

Proteoliza jednego z biatek SNARE prowadzi do powstania niefunkcjonalnego kompleksu,
dzigki czemu dochodzi do przerwania sprzezenia pomigdzy doptywem wapnia i fuzja (14,21).
Poszczegdlne toksyny réznia si¢ pod wzgledem interreakcji z motywami biatek SNARE, ktore
sa zwigzane ze specyficzno$cia dziatania neurotoksyn botulinowych (6,7,14).

4, WYKORZYSTANIE TOKSYN BOTULINOWYCH I TOKSYNY TEZCOWE]

Toksyny wytwarzane przez bakterie Clostridium botulinum sa najsilniejszymi ze zna-
nych toksyn biologicznych na $wiecie (12). Toksyna botulinowa moze by¢ uzyta jako bron
biologiczna w atakach droga powietrzna lub za posrednictwem celowo skazonej zywnosci.
W latach 90-tych japonska sekta Aum Shinrikyo kilkakrotnie probowata rozpyli¢ toksyne
w centrum Tokio, ale ataki te na szczg$cie nie przyniosty oczekiwanego rezultatu. Bakterie
C. botulinum uzyte przez terrorystow zostaty wyizolowane z gleby. Najbardziej skuteczna
droga ataku toksyna botulinowa jest droga aerozolowa: LD50 wynosi okoto 0,001 pg/kg.
Dzigki stymulacji komputerowej wykazano, ze przy dawce inhalacyjnej toksyny 1,5 pg
$Smiertelno$¢ wyniesie 50%, a przy dawce wigkszej niz 2,4 ng az 99%. W celu podwyzsze-
nia jej stabilno$ci w formie aerozolowej zastosowano metode mikrokapsutkowania (31)
Badania nad wykorzystaniem toksyny botulinowej do celow militarnych prowadzone byty
m.in. w Japonii, Zwiazku Radzieckim i USA (12).

Kliniczne zastosowanie BoNTs jest mozliwe z powodu pelnej odwracalnosci skutkéw
ich dziatania na poziomie komorki nerwowej. Wysoka specyficzno$é w stosunku do obwo-
dowych cholinergicznych zakonczen nerwowych i fakt, ze przy stosowaniu odpowiednich
srodkow ostroznosci wstrzyknigte mate dawki BoNTs, nie rozprzestrzeniajq si¢ znacza-
co poza miejsce iniekcji, spowodowaly powszechne jej stosowanie jako leku. Toksyna
botulinowa jest pierwsza biologiczng trucizna dopuszczona przez FDA (Food and Drug
Administration) do stosowania w terapii réznego rodzaju zaburzen neurologicznych (4,14).
Neurotoksyng stosuje si¢ w leczeniu dystonii krtaniowej, kurczu powiek, dystonii karku,
zeza, dystonii konczyn, kurczach prostnicy, nadmiernej potliwosci dtoni, nadmiernym
$linieniu sig, migrenowych bdlach glowy i innych schorzeniach, w ktérych korzystna jest
blokada potaczen nerwowych (20,21).
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Zastosowanie BoNT/A w przypadkach kurczu powiek skutkuje wygladzeniem
zmarszczek wokol oczu i ta obserwacja zapoczatkowata stosowaniu preparatow toksyny
botulinowej w kosmetyce. W handlu dostgpne sa dwa preparaty farmakologiczne toksyny
botulinowej typu A: Botox (firmy Allegran) i Dysport (firmy Ipsep). BoNT/B jest takze
dostgpna komercyjnie (Neuroblock, firmy Elan Pharmaceuticals) (21). BoNT/A jest naj-
czgsciej stosowana klinicznie za wzgledu na dtugi okres dziatania po iniekceji (2 razy dtuzej
niz BoNT/B), chociaz rozpatrywana jest mozliwos¢ stosowania takze BoNT/C (21). Terapii
tego typu, przy podawaniu duzych dawek toksyny, moze towarzyszy¢ jednak wystgpo-
wanie efektow ubocznych oraz powstanie przeciwcial, wplywajac takze na uodpornienie
si¢ pacjenta na toksyng (4). Ostatnio toksyna botulinowa typu B zostala wprowadzona do
leczenia dystoni szyjnej (22). Badania nad zastosowaniem innych typow toksyn sa w trakcie
testow klinicznych, a zachgcajace wyniki otrzymano z BoNT/C (1). Toksyna tezcowa jest
stosowana do wywotywania eksperymentalnej padaczki i degradacji komdrek nerwowych
na modelach zwierzgcych. Przeprowadzono doswiadzenia, w ktorych fragment tancucha
cigzkiego toksyny tezcowej (H ) zostat uzyty jako nosnik hydrolazy lizosomowej i dysmu-
tazy ponadtlenkowej do wngtrza komorek w hodowlach lub B-galaktozydazy w embrionach
mysich. Badania te wskazuja na mozliwos$¢ zastosowania TeNT jako no$nika réznorodnych
substancji biologicznych do selektywnych obszaréw centralnego systemu nerwowego (4).

S Parasion, M Bartoszcze, R Gryko
THE STRUCTURE AND MECHANISM OF ACTION OF CLOSTRIDIAL NEUROTOXINS
SUMMARY

Clostridium botulinum and Clostridium tetani produce highly potent neurotoxins, called botuli-
num toxins and tetanus toxin, respectively. The clostridial neurotoxins specifically bind to neuronal
cells and disrupt neurotransmisser release by cleaving proteins involved in specific vesicle membrane
fusion. Each toxin is synthesized as an inactive ~150 kDa single-chain protein. The protein is post-
translationally proteolyzed to form the active dichain molecule in which the chains ~50 and ~100
kDa, remain linked by a disulfide bond. The structural organization is funcionally related to the fact
that CNTs intoxicate neurons via four-step mechanism consisting of 1. binding, 2. internalization,
3. membrane translocation, and 4. enzymatic target modification. The L chain is responsible for the
intracellular catalitic activity. The NH,-terminal 50-kDa domain of the H chain (H,)) is implicated in
membrane translocation, whereas the COOH-terminal part (H ) is mainly responsible for neurospe-
cific binding.
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