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Stowa kluczowe:

Streszczenie

0d odkrycia toksyny botulinowej oraz szczepu Clostridium botulinum odpowiedzialnego za jej syn-
teze mineto prawie 200 lat. Wiedza na temat botulizmu oraz wykorzystanie toksyny w medycynie
znacznie sie rozszerzyla. Znanych jest osiem serotypdw toksyny botulinowej (A-H), ktére réznig sie
miedzy soba: masg czasteczkowa (m.cz.), budowa antygenowa, immunogennoscia, receptorami oraz
umiejscowieniem kodujacych je genéw i czasem utrzymania sie dziatania terapeutycznego po ich
zastosowaniu. Po raz pierwszy mozliwo$¢ zastosowania toksyny botulinowej w celach medycznych
wykazat amerykariski lekarz Allan B. Scott. Obecnie w medycynie szeroko stosowana jest toksyna
botulinowa typu A, a iniekcje z toksyny sa nie tylko jednym z najbardziej popularnych niechirur-
gicznych zabieg6w estetyczno-kosmetycznych, ale znalazty réwniez zastosowanie w neurologii,
okulistyce i dermatologii. Mozliwosci terapeutyczne toksyny botulinowej jeszcze sie nie wyczer-
paly o czym $wiadczg licznie prowadzone badania kliniczne majace na celu poszerzenie wskazari
terapeutycznych preparatéw z toksyna botulinowg oraz poprawe bezpieczenistwa ich stosowania.
Dzieki ciggtemu rozwojowi medycyny toksyna botulinowa wykorzystywana do zabiegéw estetycz-
nych, poprawia wyglad zewnetrzny, a takze jako$¢ zycia oséb cierpigcych na choroby z nadmierna
kurczliwoscig miesni i inne zaburzenia nerwowo-mie$niowe.
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Summary

It has been nearly 200 years since the discovery of the botulinum toxin and the strain re-
sponsible for its synthesis Clostridium botulinum. Over this period, the knowledge abo-
ut botulism and the use of botulinum toxin in medicine has been significantly expanded.
Currently, eight serotypes of botulinum toxin (A-H) are known and they differ from each
other by molecular weight, antigenic structure, immunogenicity, receptors, localization
of coding genes and by the duration of the therapeutic effect. American physician Allan B.
Scott was the first to demonstrate the use of botulinum toxin for medical purposes. Nowa-
days, botulinum toxin type A is widely used in medicine. Botulinum toxin injections are not
only one of the most popular non-surgical aesthetic-cosmetic procedures, but are also widely
used in neurology, ophthalmology and dermatology. The therapeutic potential of botulinum
toxin has not been exhausted yet. Currently, many clinical trials are underway to extend the
therapeutic indications of botulinum toxin and to improve its safety. Due to the huge deve-
lopment in medicine, botulinum toxin is today not only associated with aesthetic procedures
and improvement in appearance, but also with raising the quality of life for people suffering
from diseases with excessive muscle contraction and with other neuromuscular disorders.

botulinum toxin - botulism - neurotoxin « Clostridium botulinum - Botox® - SNARE proteins
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Toksyna botulinowa (BoNT) zostata odkryta w 1817 r.
przez niemieckiego lekarza Justina Kernera podczas ogle-
dzin ciala pacjenta, ktéry zmart w wyniku zatrucia po spo-
zyciu sple$niatej kietbasy. Na podstawie wielu przypadkéw
klinicznych, z ktérymi zetknat sie podczas praktyki lekar-
skiej, jako pierwszy opublikowal petny opis objawdéw
zatrucia jadem kietbasianym [29,51]. Kernerowi nie udato
sie jednak zidentyfikowa¢ patogenu, ktéry odpowiadat za
wytwarzanie toksyny wywotujacej $miertelny botulizm,
natomiast toksyne nazwat ,jadem kietbasianym” odno-
szac sie posrednio do Zrédta jej pochodzenia. Bakterie
Bacillus botulinus oraz wytwarzang przez nig toksyne po
raz pierwszy wyizolowat i nazwat w 1897 r. mikrobiolog
Emil Pierre Marie van Ermengem. Obecnie szczep bakte-
rii Bacillus botulinus znany jest pod nazwa systematyczna
Clostridium botulinum [29,51]. Wiadomo, ze botulizm, to
powazna i czesto $miertelna choroba objawiajgca sie sil-
nym porazeniem autonomicznego ukladu nerwowego
oraz miesni, najcze$ciej po spozyciu zanieczyszczonych
toksynag produktéw spozywczych. Zrédtem zakazenia
bywaja najczeéciej przetwory spozywcze wytwarzane
w warunkach domowych lub przeterminowana oraz nie-
wiasciwie przechowywana zywnos¢é zakupiona w skle-
pie (konserwy miesne, rybne i jarzynowe). Wprawdzie
zatrucie jadem kietbasianym nastepuje gtéwnie droga
pokarmowg, to moze by¢ réwniez spowodowane infek-
cja Clostridium botulinum w jelitach noworodkéw (botu-
lizm dzieciecy), zakazeniem ran (botulizm przyranny)
lub w wyniku inhalacji toksyny przez drogi oddechowe.
Poczatkowe objawy zatrucia: ostabienie ze zmeczeniem,
zawroty gtowy i sucho$¢ w ustach. pojawiaja sie po kilku
godzinach od spozycia pokarmu zawierajacego jad kiet-
basiany. Dopiero po pewnym czasie pojawiaja si¢ objawy
neurologiczne: podwdjne widzenie, §wiattowstret, zez
zbiezny, opadanie powiek, niewyrazna mowa czy rozsze-
rzenie Zrenic [17,29,51].

Po raz pierwszy mozliwo$¢ zastosowania toksyny botuli-
nowej w celach medycznych wskazat amerykanski lekarz
okulista Allan B. Scott. W 1960 r. rozpoczat poszukiwa-
nia innej metody leczenia zeza, alternatywnej od tra-
dycyjnego zabiegu chirurgicznego. W 1978 r. otrzymat
zgode FDA (Food and Drug Administration) na przepro-
wadzenie badania pilotazowego i zastosowanie u ochot-
nikéw toksyny botulinowej typu A w postaci iniekcji do
nadpobudliwych mie$ni ocznych, a w 1989 r. toksyna

botulinowa zostata zatwierdzona przez FDA do stoso-
wania w celach terapeutycznych u ludzi [83,84,91]. Od
pierwszej rejestracji toksyny botulinowej do lecze-
nia zeza, nastgpit dynamiczny rozwdj badan zaréwno
przedklinicznych, jak i klinicznych nad jej wykorzysta-
niem w innych chorobach przebiegajacych z nadmierna
kurczliwo$cig mieéni (kurcz powiek, potowiczy kurcz
twarzy, krecz karku) [9,82]. Obecnie toksyna botulinowa
jest wykorzystywana w wielu chorobach przebiegaja-
cych z zaburzeniami nerwowo-mie$niowymi. Znalazta
réwniez zastosowanie w medycynie estetyczne;j.

BubowA MOLEKULARNA | STRUKTURA

Toksyna botulinowa jest jedng z najsilniejszych znanych
toksyn pochodzenia naturalnego, a jej dawka letalna
dla cztowieka wynosi 0,2-2,0 pug/kg i zalezy od ekspozy-
cji [57]. Jest wytwarzana przez Gram-dodatnie laseczki
jadu kietbasianego Clostridium botulinum, w wyniku bez-
tlenowej fermentacji. Szczep ten to bakterie beztle-
nowe, powszechnie wystepujace w zielonych czesciach
roélin, w glebie, w wodzie oraz w odchodach zwierze-
cych [69]. Znanych jest osiem serotypéw toksyny botuli-
nowej (A-H), ktére réznia sie: masa czasteczkowa (m.cz.),
budowa antygenowa i immunogennoscia, receptorami
oraz umiejscowieniem kodujgcych je gendw, a takze
czasem utrzymania sie dziatania terapeutycznego po
ich zastosowaniu [34,85]. Szczepy bakterii wytwarza-
jace neurotoksyny botulinowe podzielono na 6 grup
metabolicznych [12,86]. Do grupy I zalicza sie prote-
olityczne szczepy C. botulinum wytwarzajace toksyny
BoNT/A, BoNT/B, BoNT/F, BoNT/H, grupa II to niepro-
teolityczne szczepy C. botulinum wytwarzajace toksyny
BoNT/E i BoNT/F, grupa III proteolityczne i nieprote-
olityczne szczepy C. botulinum wytwarzajace BoNT/Ca,
BoNT/Cp oraz BoNT/D, grupa IV to nieproteolityczne
i sacharolityczne szczepy C. subterminale i C. hastiforme
wytwarzajace toksyne BoNT/G. W zwiazku z przypad-
kami botulizmu u niemowlat i izolacja szczepéw C. buty-
ricum, ktére wytwarzaja toksyne BoNT/E oraz szczepéw
C. baratii wytwarzajacych toksyne BoNT/F zostaly one
zaliczone do grup V i VI. Ponadto, do kazdej z grup meta-
bolicznych z wytaczeniem II nalezy nietoksynogenny
odpowiednik szczepu, ktéry utracit zdolno$é wytwarza-
nia toksyn. W grupie I takim odpowiednikiem sg szczepy
C. sporogenes, w grupie III szczepy C. novyi, a w grupie IV
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szczepy C. subterminaole i C. histiforme [3,5]. Uwaza sie,
ze toksyny botulinowe typu A, B i E sag odpowiedzialne
za zatrucia jadem kietbasianym u ludzi, a za najbardziej
toksyczny uwazany jest typ A [69]. Natomiast toksyny
BoNT/C oraz BoNT/D cze$ciej sa taczone z botulizmem
zwierzat, a neurotoksyna BoNT/G, ktéra jest izolowana
wylgcznie z prébek ziemi, dotychczas ma nieudowod-
niony zwigzek z botulizmem [3]. Toksyna BoNT/H jest
pierwszym nowym typem toksyny botulinowej, ktéry
zostat rozpoznany w ciggu ostatnich 40 lat. Szczep Clo-
stridium botulinum IBCA10-7060, zaliczany do szczepdw
proteolitycznych, odkryto u pacjenta z botulizmem
dzieciecym [23,85]. Za pomoca testu neutralizacji miana
antytoksyn botulinowych wykazano, iz szczep ten
wytwarza nie tylko BoNT/B, ale réwniez nieznany wcze-
$niej typ toksyny, ktéra okreslono jako BoNT/H. Prébe
neutralizacji nowej toksyny przeprowadzono za pomoca
standardowych monowalentnych poliklonalnych mysich

antytoksyn botulinowych przeciwko BoNT/A-G. Dalsze
badania wykazaly, iz toksyna BONT/H moze by¢ zneutra-
lizowana tylko przez krélicze antytoksyny botulinowe,
jednak wymaga to dalszych badaf [5,23,62]. Wiekszo§¢
szczepdw Clostridium botulinum jest zdolnych do wytwa-
rzania jednego, okre$lonego serotypu toksyny. Sa jednak
przypadki obecnosci genéw kodujacych dwa typy tok-
syny botulinowej u jednego szczepu bakterii (np. Clostri-
dium botulinum IBCA10-7060). Wéwczas jedna z toksyn
jest wytwarzana w znacznie wiekszej iloci, a geny odpo-
wiedzialne za wytwarzanie drugiego typu toksyny ule-
gaja ekspresji w niewielkim stopniu lub wcale [42].

W medycynie szerokie zastosowanie ma toksyna botuli-
nowa typu A, ktéra jest duzym biatkiem o strukturze kry-
stalicznej i m.cz. 150 kDa. W sktad neurotoksyny wchodzi
zaréwno toksyna jak i zestaw biatek kompleksujacych (neu-
rotoxin associated proteins-NAPs). Rola biatek kompleksu-

Tabela 1. Charakterystyka szczepéw Clostridum botulinum oraz wytwarzanych przez nie serotypéw toksyny botulinowej

(Iossi::;’!:lm Toksyna botulinowa Inne gatunki bakterii
. dolne do synte
bT;:ITﬁm SerF;¥?4l13;>NT Gen kodujacy BONT ~ Substrat biatkowy Receptor biatkowy ’ toksyny ?41] i
Hall 183
Hall 3676
Hall 3685a A BotR/A bontA SNAP-25 [7] SV2(>SV2A>SV2B, FGFR3 )
Prevot F56 [32,63] [55,61,971
Prevot 892
VPI3,801
Prevot 1687 b VAMbP—Z/ . Sytll> Sytl
Prevot 1662 B ontB [4] synaptobrewina [20,55] -
ATCC 8083 [76,80] '
Smith 6813
Smith 6814 bontC
Prevot 571Y C (52.74] Syntaksyna [95] 7[55,88] -
Prevot 2233 !
Prevot 2266
Schantz
ATCC 11873 D bontD VAMP-2/ SV2B>SV2(>SV2A )
ATCC 2751 [52,74] synaptobrewina [78] [55,71]
ATCC 17852 SV2A>SV2B . .
Aaska E43 E bontE [93] SNAP-25[7] [21.55,60] Clostridium butyricum
(DC2821
Langeund /14 ; bontF [30] VAMP-281] V2 [35,55,72] lostridium barati
Wall strain 8G
2738
1353 . Sytl — Sytll Clostridium
2740 G VAMP-2[77] [20,55,73] argentinense
2741
VAMP-2/
IBCA10-7060 H synaptobrewina ! -
[31,41]
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jacych polega na ochronie neurotoksyny przed enzymami
proteolitycznymi w przewodzie pokarmowym oraz nie-
korzystnym wplywem warunkéw $rodowiska. Neurotok-
syna jest biatkiem, ktére sktada sie zmoduléw oraz domen,
a dzieki swoistej budowie ma wysoki potencjat i selektyw-
no$¢ neuronowg [53,65). Laseczka jadu kietbasianego (Clo-
stridium botulinum) wytwarza toksyne botulinowa w postaci
pojedynczego nieaktywnego taricucha polipeptydowego,
sktadajacego sie z 1296 aminokwaséw (aa), ktéry po pocie-
ciu przez tkankowe proteinazy przeksztatca sie w aktywna
dwutaficuchowg molekute, zbudowang z ciezkiego (448 aa,
100 kDa) oraz lekkiego (848 aa, 50 kDa) taficucha. karicuchy
sg potaczone pojedynczym wigzaniem dwusiarczkowym,
a obecno$¢ tego wigzania jest niezbedna do wystgpienia
aktywnoéci neurotoksycznej [94].

Wszystkie serotypy neurotoksyny botulinowej (BoNTs)
sa wytwarzane w nieaktywnej i nietoksycznej postaci.
Aktywne postaci toksyny powstajg z kompleksu protok-
syny, w wyniku dziatania proteaz wytwarzanych przez
szczepy proteolityczne bakterii albo proteaz organizmu
gospodarza [38]. Kompleks protoksyny botulinowej sktada
sie z aktywnej toksyny (BoNT), z hemaglutyniny (HA)
oraz nietoksycznej niehemaglutyniny (NTHN). Mozna
wyrdznié trzy postaci protoksyn: M (m.cz. okoto 300 kD,
sktadajacg sie z BoNT oraz NTHN), L (masa okoto 500 kD,
sktadajacg sie z BONT, NTHN oraz dwéch HA) i LL (m.cz.
900 kD, dimer sktadajacy sie z dwéch protoksyn L) [38].
Aktywna BoNT sktada sie z dwdch taricuchdéw, potaczo-
nych wiazaniem disiarczkowym [57,69]. N-koficowg cze$¢
BoNT tworzy taticuch lekki (LC) o masie czasteczkowej
okoto 50 kDa (448 aa) petnigcy funkcje metaloproteinazy
cynkowej z charakterystycznym dla termolizyn motywem
koordynujacym atom cynku [26,79]. Cze$¢ C-koricowa tok-
syny tworzy taricuch ciezki (HC) o masie czasteczkowej
okoto 100 kDa (848 aa) sktadajacy sie z dwdch funkcjonal-
nych domen - translokacyjnej domeny N-koticowej odpo-
wiedzialnej za przemieszczenie faficucha lekkiego przez
btone endosomalna oraz C-koticowej domeny wiazacej
receptor [26]. Cata czasteczka toksyny botulinowej sktada
sie z trzech funkcjonalnych domen:

» metaloproteinazy cynkowozaleznej (faticuch lekki),

« domeny umozliwiajacej transport czasteczki toksyny
przez blone presynaptyczna oraz

« domeny wiazacej toksyne do receptora btony presy-
naptycznej [38].

taricuch lekki jest odpowiedzialny za degradacje biatka
SNAP-25 (synaptosomal-associated protein of 25 kDa),
nalezacego do bialek SNARE (soluble N-ethylmaleimide-
-sensitive-factor attachment protein receptor), naste-
puje zahamowanie uwalniania neuroprzekaznikéw do
szczeliny synaptycznej potaczen nerwowo-mie$niowych
- miesieri zostaje sparalizowany [54,57].

MECHANIZM DZIALANIA

Po iniekgji toksyny botulinowej do docelowej tkanki, tok-
syna za pomocg ciezkiego taricucha taczy sie z zakon-

czeniami presynaptycznymi cholinergicznych wiékien
nerwowych w obrebie ptytki motorycznej. Potaczenie jest
mozliwe dzieki wysokiemu powinowactwu czasteczek
toksyny do receptoréw, ktére znajduja sie na powierzchni
blony presynaptycznej. Kazda toksyna zawiera swoisty
receptor - toksyna botulinowa typu B wigze sie z synap-
totagming, a receptorem toksyny botulinowej typu A jest
biatko zwigzane z btona pecherzyka presynaptycznego
SV2C (synaptic vesicle glycoprotein 2C) (tab.1.) [64,82].

Toksyna botulinowa typu A moze sie zwigzaé z biatkiem
SV2C dopiero w chwili uwolnienia acetylocholiny z peche-
rzyka do szczeliny synaptycznej. Wynika to z umiejscowie-
nia receptora SV2C na wewnetrznej powierzchni blony
pecherzyka presynaptycznego. Proces wigzania sie tok-
syny botulinowej typu A jest tym intensywniejszy, im wiek-
sza liczba pecherzykédw uwalnia acetylocholine. Zatem im
aktywniejsza jest synapsa nerwowo-mie$niowa, tym pro-
ces wigzania toksyny jest bardziej nasilony. Po potaczeniu
sie toksyny botulinowej z receptorem SV2C, ulega endocy-
tozie. W wyniku interakgji hydrofobowych domen taricu-
cha ciezkiego toksyny z btona endosomalna pecherzyka,
do cytosolu wnika lekki faricuch, ktéry ma wtadciwosci
enzymatyczne. Jego substratem jest obecne w cytoplazmie
biatko SNAP-25, bedace czescig biatkowego kompleksu
SNARE, odpowiedzialne za transport i sekrecje pecherzy-
kéw z acetylocholing do przestrzeni synaptycznej [64,94].
Biatka SNARE odpowiadaja za transport pecherzykowy
oraz biorg udziat w rozpoznawaniu i fuzji pecherzykéw
z blong komérkowa. Wérdd biatek SNARE, oprécz biatka
zwigzanego z synaptosomem, tj. SNAP-25, wystepuje jesz-
cze biatko pecherzyka synaptycznego - synaptobrewina
oraz zwiazana z btong komérkowa syntaksyna (ryc.1).
Mechanizm dziatania toksyny botulinowej typu A jest
zwigzany z enzymatycznym uszkodzeniem biatek kom-
pleksu SNARE w blonie presynaptycznej zakoriczen ner-
wowych. Za defragmentacje biatka SNAP-25 odpowiada
lekki taficuch toksyny botulinowej typu A [64,94]. Toksyna
BONT/A, hydrolizujac biatko SNAP-25, odcina dziewieé
ostatnich aminokwasdéw i nastepuje zahamowanie uwal-
niania acetylocholiny z zakoficzeti presynaptycznych wté-
kien nerwowych w obrebie OUN. Zablokowana jest funkcja
motorycznej plytki nerwowo-mie$niowej, a miesnie ulegaja
zwiotczeniu (ryc.2). Ponadto, mozna zaobserwowad zmiany
autonomicznego uktadu nerwowego: sucho$¢ btony $luzo-
wej jamy ustnej i gardla, porazenie akomodacji oka, pora-
zenie perystaltyki jelit , trudno$ci w oddawaniu moczu lub
zatrzymanie moczu oraz ortostatyczne spadki ci$nienia tet-
niczego krwi [9,64].

BIOTECHNOLOGICZNY PROCES WYTWARZANIA | REKONSTYTUCI
TOKSYNY BOTULINOWE)

Gatunek Clostridium botulinum tworzg laseczki urzesione,
przetrwalnikujace, ktére wystepuja pojedynczo, parami
bad?Z tworzg taficuszki. Dla wszystkich szczepdw bakte-
rii Clostridium botulinum optymalne pH wynosi 7,0-7,2
[87], a optymalna temperatura rozwoju laseczek jadu
kietbasianego waha sie w zaleznosci od szczepu i wynosi
30-40°C, przy temperaturze 4°C dochodzi do zahamo-
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Synaptotagmina

SNAP 25

BoNT/C
Syntaksyna

BoNT/A, BoNT/B, BoNT/E

BoNT/G, BoNT/B,
BoNT/D, BoNT/F

Synaptobrewina

BoNT/A, BoNT/C, BoNT/F

® o

Ryc. 1.Transport pecherzykowy z udziatem biatek SNARE, A,B - kompleks biatkowy sktadajacy sie z biatek SNARE (synaptobrewina, syntaksyna, synaptotagmina,
SNAP-25), umotzliwia zblizenie sie pecherzyka synaptycznego do btony presynaptycznej. Kazdy typ BoNT korzysta z innego akceptora, z ktdrym nieodwracalnie wiaze
sie karboksylowy koniec jej faricucha ciezkiego. Za pierwszy etap odpowiada gangliozyd umiejscowiony w btonie cholinergicznego zakoriczenia nerwowego, a w
kolejnym gtéwna role odgrywa biatko swoiste dla danego typu serologicznego BoNT. W BoNT/B biatkiem tym jest synaptotagmina | i ll, a w BoNT/A jest to SV2C; (,D
- faricuchy lekkie wszystkich typdw BoNT wykazuja aktywnos¢ endopeptydaz zaleznych od cynku. Ich substratami sg biatka uczestniczace w zapoczatkowanym przez
depolaryzacje btony presynaptycznej procesie uwalniania acetylocholiny. Biatka te naleza do kompleksu SNARE i s3 niezbedne w procesie fuzji btony pecherzyka
synaptycznego z btong presynaptyczna. Fuzja pecherzykdw z btong powoduje uwolnienie acetylocholiny do szczeliny synaptycznej oraz umozliwia wytworzenie i

przekazanie impulsu nerwowego do migsnia (wg [39,89] zmodyfikowano)

wania wzrostu. Szeroki zakres temperatury optymal-
nego wzrostu dla réznych szczepéw powoduje trudnosci
w doborze selektywnej pozywki hodowlanej [44,87]. Sto-
sowanie pozywek zawierajacych produkty pochodzenia
zwierzecego wiaze sie z ryzykiem zanieczyszczenia prio-
nami, w zwigzku z tym unika sie stosowania do hodowli
laseczek C. botulinum podtozy zawierajacych produkty
odzwierzece. Najcze$ciej media hodowlane bazuja
na produktach ro$linnych, m.in. na hydrolizatach soi.

Gotowe preparaty lecznicze zawierajace w sktadzie tok-
syne botulinowa typu A to rézne kompozycje neurotok-
syny z biatkami kompleksujacymi, wskutek czego maja
odmienne ciezary czasteczkowe oraz struktury prze-
strzenne. Rodzaj otrzymanej neurotoksyny zalezy od

metody wzrostu bakterii oraz wykorzystanej metody
jej oczyszczania [34]. Ponadto, ostateczna kompozycja
farmaceutyczna moze zawiera réwniez jedna lub wie-
cej substancji pomocniczych, takich jak: bufor, no$nik,
stabilizator, $rodek konserwujacy i/lub $rodek zwieksza-
jacy objeto$é. W celu otrzymania jak najwiekszej ilosci
aktywnej neurotoksyny, niezbedna jest optymalizacja
warunkdéw hodowli bakterii C. botulinum. Obecno$¢ nie-
aktywnych czasteczek toksyny botulinowej w gotowym
produkcie nie zwieksza jego skutecznosci leczniczej,
a zwieksza jego antygenowo$¢ [22].

Preparat leczniczy Botox® to sterylny liofilizat toksyny
botulinowej typu A, ktéra pozyskuje sie z hodowli C. botu-
linum typu A-Hall, przez precypitacje toksyny za pomoca
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Ryc. 2. Mechanizm dziatania toksyny botulinowej (wg [13,19,66] zmodyfikowano)

kwasu do krystalicznego kompleksu zawierajacego tok-
syne i inne biatka, stosuje sie w tym celu kwas siarkowy
(H,50,) badz kwas solny (HCI), a nastepnie do powstatego
osadu dodawany jest odpowiedni bufor. Cato$¢ traktowana
jest inhibitorem proteazy, najczesciej w postaci chlorowo-
dorku benzamidyny, a jednocze$nie do powstatej zawiesiny
i osadu jest dodawana DNaza i RNaza. Calo$¢ ponownie jest
traktowana kwasem, w celu wytrgcenia toksyny i utatwie-
nia rozpuszczenia osadu w buforze, ktérym jest najczesciej
bufor fosforanowy. Po serii wytraceti toksyna botulinowa
jest oczyszczana metoda chromatografii jonowymiennej,
a najczesciej uzywanym anionitem jest dietyloaminoetyl
(DEAE). Zastosowanie tej metody umozliwia otrzymanie
toksyny botulinowej o wysokim stopniu czystosci [50,75].
Ze wzgledéw bezpieczetistwa, preparat Botox® powinien
by¢ podawany w ciggu czterech godzin po rozpuszczeniu
i musi by¢ przechowywany w temperaturze 2-8°C. Rozpusz-
czony preparat jest przezroczysty i bezbarwny [69].

IMMUNOGENNOSC

Badania wykazaly, iz preparaty zawierajace rézne typy
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abobotulinumtoxin A) sg poréwnywalne pod wzgledem
skutecznosci klinicznej, a réznice miedzy nimi wynikaja
gtdéwnie z rodzaju tworzonego kompleksu neurotoksyny
botulinowej, swoistej aktywnosci biologicznej oraz ich
immunogenno$ci [34]. W wyniku ekspozycji na neu-
rotoksyne moga formowaé sie dwa typy przeciwciat:
neutralizujgce i nieneutralizujace. Przeciwciata nieneu-
tralizujace nie wplywaja na aktywno$¢ biologiczna neu-
rotoksyny. Natomiast odpowiednie miano przeciwciat
neutralizujacych, przez hamowanie wigzania z recep-
torem, hamuje aktywno$¢é biologiczna toksyny [67,69].
Wielkos$¢ kompleksu biatkowego oraz jego ciezar cza-
steczkowy nie maja wpltywu na aktywno$¢ biologiczna,
stabilno$¢, dystrybucje czy profil dziatar niepozadanych
toksyny botulinowej. Wazne dla jej aktywnosci biolo-
gicznej sa natomiast biatka kompleksujace oraz nieak-
tywna toksyna botulinowa (toksoid), ktére przyczyniaja
sie do stymulacji uktadu odpornosciowego i wytwarza-
nia przeciwcial neutralizujacych. Zjawisko to nosi nazwe
immunogennosci, co oznacza zdolno$¢ substancji do
wywolania przeciwko sobie swoistej odpowiedzi odpor-
no$ciowej i powstawania przeciwcial. Wytworzone prze-
ciwciata majg na celu neutralizacje toksyny, a to moze
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zmniejszy¢ aktywno$¢ biologiczna preparatu leczni-
czego zawierajgcego toksyne i zakoriczy¢ sie niepowo-
dzeniem leczenia (antibody-induced therapy failure,
ABTF). Immunogenno$¢ toksyny zalezy od wielu czynni-
kéw, ktére sa zwiazane z jej wladciwosciami lub stanem
uktadu odporno$ciowego. Do czynnikéw wplywajacych
na immunogenno$¢ mozna zaliczy¢ czynniki zwigzane
z produktem, takie jak: proces wytwarzania, antyge-
nowe obcigzenie biatkowe, obecnos$é biatek kompleksu-
jacych, a takze czynniki zwiazane z procesem leczenia,
np.: dawka toksyny, przyjmowanie iniekcji przypomi-
najacych (booster injections) i wczesniejsza ekspozy-
cja na toksyne [34,82]. Zjawisko immunogenno$ci moze
doprowadzi¢ do powstawania réznic wynikéw terapeu-
tycznych oraz spowodowaé niepowodzenie leczenia,
ktére najczesciej ma zwigzek z dtugotrwatym leczeniem
choréb przewlektych, wymagajacych czestych iniekcji
toksyny botulinowej. Brak biatek kompleksujacych moze
w znaczacy sposéb poprawiaé bezpieczeristwo stosowa-
nia toksyny przez zmniejszenie prawdopodobieristwa
wywolania odpowiedzi immunologicznej [24,82]. W celu
unikniecia odpowiedzi immunologicznej zaleca sie sto-
sowanie najmniejszych mozliwych dawek preparatu
w duzych odstepach czasowych (nie czeéciej niz co 10-12
tygodni). Ponadto, do czynnikéw ryzyka zwiekszajacych
prawdopodobieristwo wystapienia zjawiska immuno-
gennosci zalicza sie pte¢ zeniskg oraz rodzaj ostrzyki-
wanej tkanki, natomiast taczna dawka, czas leczenia
oraz wiek nie naleza do czynnikéw nasilajacych ryzyko
wystapienia ABTF [82].

BezpieczeNsTWoO

Nalezy podkresli¢, iz stosowanie toksyny botulino-
wej jest skuteczne i bezpieczne jedynie wéweczas,
gdy jest podawana w odpowiednich dawkach przez
wykwalifikowanego lekarza. Jak kazdy lek, preparaty
zawierajgce toksyne botulinowg moga powodowaé
wystapienie dziatari niepozadanych. Wiekszo$¢é dziatari
niepozadanych wystepuje w ciggu kilku pierwszych dni
po podaniu toksyny i ma charakter przejsciowy. W celu
zapewnienia bezpieczeristwa w stosowaniu prepara-
téw z toksyng botulinowg oraz uzyskania jak najlep-
szych skutkéw terapeutycznych zanim lekarz podejmie
decyzje o zmianie preparatu badz terapii nalezy wyklu-
czy¢ przyczyny braku dziatan terapeutycznych. Do naj-
czestszych przyczyn takiego stanu zalicza sie btedy
w przebiegu terapii zwigzane z nieprawidlowym prze-
chowywaniem czy przygotowaniem preparatu, zbyt
wygdérowane oczekiwane efekty koricowe, czy tez
czynniki psychologiczne. W takich przypadkach reko-
menduje sie dodatkowy cykl terapeutyczny z zasto-
sowaniem takiej samej dawki, a zmiana preparatu
leczniczego jest zalecana dopiero, jesli brak dziatania
terapeutycznego utrzymuje sie nadal [90].

Ze wzgledu na rodzaj dziatan niepozadanych mozna
podzieli¢ je na miejscowe i systemowe. Miejscowe dzia-
tania niepozadane sg zwigzane z dyfuzja leku z miejsca
podania do sasiednich tkanek, co moze wywotaé: dys-

fagie, ostabienie mie$ni poprzecznie prazkowanych,
diplopie, opadanie kacika ust lub gtowy, ptoze oraz bél,
stan zapalny, zaczerwienienie, obrzek czy krwawienie
w miejscu podania. Najczesciej miejscowym dziataniem
niepozadanym jest opadajaca powieka po wstrzyknie-
ciu preparatu z toksyng botulinowa miedzy brwiami
pacjenta. Do powiktania dochodzi wéwczas, gdy lek
zostanie podany nieznacznie ponizej wladciwego miejsca
lub gdy jego dawka jest zbyt duza [2]. Systemowe efekty
niepozadane stosowania toksyny botulinowej wynikaja
z jej ogdlnoustrojowego dziatania. Wéréd systemowych
dziatan niepozadanych do najczesciej wystepujacych
zalicza sie: dysfagie [2,82], zaburzenia oddychania oraz
ostabienie mie$ni [2,36,56]. Inne dzialania niepozadane
zwigzane z praca obwodowego uktadu nerwowego [43]
obejmuja m.in.: dyzartrie [2], porazenie koticzyn [18,82]
i niewydolno$¢ oddechowa [82]. Do objawéw zwigzanych
z zaburzeniem funkcji autonomicznego uktadu nerwo-
wego zaliczyé nalezy sucho$¢ jamy ustnej i gardta [17,51]
porazenie akomodacji oka [2], podraznienie rogéwki
[2], porazenie perystaltyki jelit, krwiomocz i trudno-
$ci z oddawaniem moczu [17,58] oraz ortostatyczne
spadki ci$nienia tetniczego krwi. Spoéréd innych moz-
liwych dziatan niepozadanych moga wystapié: zespét
grypopodobny [18] oraz autoimmunologiczne: plekso-
patia i poliradikuloneuropatia [70]. Pojawily sie réw-
niez doniesienia o przypadkach dystonii miesniowej,
niewydolno$ci nadnerczy [17,68] oraz stanach zapal-
nych naczyn i tkanki podskérnej [82]. Toksyna botuli-
nowa moze spowodowa¢ zmiane koloru skéry w miejscu
wstrzykniecia, zaostrzenie sie tuszczycy oraz wywotaé
reakcje anafilaktyczna [65].

Preparaty z toksyna botulinowg zawieraja niewielka
dawke toksyny botulinowej, ktéra podana miejscowo
powinna dziataé jedynie w miejscu podania. Jednak
Bomba-Warczak i wsp. [10] udowadniajg, ze toksyna
botulinowa wedruje miedzy neuronami, co sugeruje,
ze podana miejscowo moze - przez sie¢ neuronalng -
przenika¢ do o$rodkowego uktadu nerwowego (OUN).
Badanie przeprowadzono na mysich neuronach, ktére
umieszczone byly w specjalnych studzienkach hodowla-
nych, umozliwiajacych wzrost aksonéw. W celu minima-
lizacji ryzyka odlegtych dziatar niepozadanych toksyny
botulinowej, nalezy metodami inzynierii genetycznej
stworzy¢ szczep bakterii wytwarzajacych toksyne nie-
zdolng do wedrdéwki siecig komérek nerwowych [10].

ZASTOSOWANIE

Obecnie w celach terapeutycznych najcze$ciej stosuje
sie toksyne botulinowa typu A i B (tab. 2). W Polsce sa
zarejestrowane trzy preparaty zawierajace toksyne
botulinowg typu A: Botox® (onabotulinumtoxin A, ONA),
Xeomin® (incobotulinumtoxin A, INCO) oraz Dysport®
(abobotulinumtoxin A, ABO). Preparat leczniczy zawie-
rajacy toksyne botulinowa typu B jest obecnie zare-
jestrowany wytacznie w Stanach Zjednoczonych pod
nazwg handlowg MYOBLIC®/NeuroBloc (rimabotulinum-
toxin B) [94].
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W ostatnim czasie mozna zaobserwowal duzy wzrost
zainteresowania toksyna botulinowg oraz stopniowe
rozszerzanie wskazan do jej stosowania. Mimo iz
zyskata miedzynarodowgy stawe gtéwnie dzieki przeciw-
zmarszczkowemu dziataniu i z tego powodu znalazta
szerokie zastosowanie w medycynie estetycznej, zakres
jej dziatania farmakologicznego i wskazan leczniczych
ciagle sie rozszerza. W 2002 r. FDA zaakceptowala zasto-
sowanie toksyny botulinowej typu A do tymczasowej
korekcji gtebokich zmarszczek czota. Poczatkowo,
preparat Botox® firmy Allergan, byl przeznaczony
do korekcji zmarszczek mimicznych wylgcznie gér-
nej czesci twarzy. Badania dowiodty duza skutecznosé
i bezpieczenstwo zabiegéw z zastosowaniem toksyny
botulinowej w redukcji zmarszczek mimicznych. Efekt
zabiegu pojawia sie najcze$ciej 24-72 godzin po zabiegu
i utrzymuje sie 3-6 miesiecy. Najlepsze efekty osiagane
sg u pacjentéw przed 50 rokiem zycia [14]. Zwiekszenie
poziomu wiedzy i do§wiadczenie pozwolily na rozsze-
rzenie stosowania toksyny na dolng cze$¢ twarzy, szyje
oraz dekolt [96].

Preparat z toksyna botulinowg jest wstrzykiwany
w mieénie docelowe z uzyciem igly, a podawana dawka
dobierana jest indywidualnie. Po zabiegu zalecany jest
wypoczynek, przez co najmniej dwa dni nie nalezy
wykonywaé czynnosci wymagajacych duzego wysitku,
a przez dwa tygodnie nie wolno stosowaé zabiegéw lase-
rowych, zabiegéw na twarz i masazy twarzy [69].

Toksyna botulinowa typu A jest obecnie szeroko sto-
sowana m.in. w neurologii. Gléwnym wskazaniem do
terapii toksyna botulinowa jest leczenie nadreaktyw-
nosci mieéni, ktére charakteryzuje sie niezaleznymi od
woli, powtarzajacymi sie skurczami mie$ni, zaburza-
jacymi ruchy twarzy, szyi oraz catego ciata (dystonia).
Toksyna botulinowa jest jednym z wielu lekéw stoso-
wanych w spastyczno$ci mie$ni objawiajacej sie wzmo-
zonym napieciem i/lub sztywnos$cig mieéni. Najlepiej
zbadanym wskazaniem terapeutycznego wykorzystania
toksyny botulinowej A jest spastyczno$¢ miesni. Dzieki
mechanizmowi dziatania toksyna powoduje ogniskowe,
selektywne i czasowe ostabienie wybranej grupy mie-

Tabela 2. Zastosowanie BoNT/A w medycynie w terapii pierwszego rzutu lub gdy konwencjonalne leczenie zawodzi

Spastycznos¢ migsni
Udar i udarowe uszkodzenie méozqu [82]
Porazenie mézgowe [24]
Stwardnienie rozsiane [82]
Uraz rdzenia kregowego [82]

Dystonia miesni
Drzenie [28,46]
Tiki nerwowe [46]
Myokimie [47,82]
Synkinezy [47,82]

Drgawki kloniczne miesni [28]
Szum w uszach [82]
Szczekoscisk [82]

Anismus - defekacja dyssynergiczna [82]
Bruksizm nocny [82]

Zaburzenia z nadmierna ruchliwoscia miesni gtadkich
Dyssynergia wypieraczowo- zwieraczowa [1]
Idiopatyczna nadreaktywno$¢ migsnia wypieracza [24]
tagodny przerost prostaty [82]

Achalazja przetyku [1]

Pecherz neurogenny [94]

Dysfunkcja zwieracza Oddiego (DZ0) [1]

Objaw Raynauda (fac. phenomenon Raynaud) [82]
Szczelina odbytu [1]

Zastosowanie kosmetyczne
Platyzma — napiete pasma migsnia szerokiego szyi [46]
Hiperkinezy (ruchy mimowolne) mie$ni twarzy [46]
Imarszczki gtadziny czofa [24,28]
Imarszczki dolnych katow oczu [24,28]
Blokada gtosni [11]

Dystonia ogniskowa
Dystonia szyjna (krecz karku, torticollis) [46,47]
Dystonia krtaniowa [11,46]
Dystonia ustno-zuchwowa [27]
Potowiczy kurcz twarzy [46]

Zez i zaburzenia widzenia
Lez towarzyszacy zhiezny, rozbiezny, wrodzony, ukryty, pooperacyjny [28,82]
Btadzace sprzezone ruchy gatek ocznych [28,82]
Oczoplas (fac. nystagmus) [28,47,82]
Nadmierne tzawienie [82]
Retrakcja powiek [28,82]
Kurcz powiek (blepfarospasm) [28,82]

Przewlekty bél oraz miejscowe zaburzenia skurczu migsni
Napieciowe béle gtowy [28]
Szyjnopochodny bél gtowy (cervicogenic headache) [46]
Przewlekte bole plecow [46]
Przewlekte béle gtowy i migreny [28]
Dysfunkgja stawu skroniowo-zuchwowego (DSSZ, zespét Costena) [33]
Bdle neuropatyczne [46]

Pocenie sig, slinotok, alergia
Nadmierna potliwos¢ (fac. hyperhidrosis) ogniskowa: pach, dfoni, stop, skry gtowy
(24]
Nadmierna potliwo$¢ uogélniona [28]
Uszno-skroniowy Zespét Frey (Frey’s syndrome) [82]

Inne zastosowania
Otytos¢ [1]
Gastropareza [1]

Zespoty parkinsonowskie [47]
Mézgowe porazenie dzieciece [47]
Bdle kostno-stawowe [94]
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$ni. Jest podawana réwniez pacjentom z problemem
nietrzymania moczu zwigzanego z nadreaktywno$cia
mie$nia wypieracza pecherza moczowego po urazach
rdzenia kregowego ponizej odcinka szyjnego, pacjen-
tom ze stwardnieniem rozsianym oraz w nadmiernym
poceniu sie, $linieniu i w migrenach [37,46,47]. W prze-
prowadzonych dotychczas badaniach klinicznych, w kté-
rych testowana byta skuteczno$¢ leczenia przewlektych
codziennych béléw glowy oraz chronicznej migreny
wykazano umiarkowane korzy$ci wynikajace z zastoso-
wania BoNT/A, a terapia toksyng botulinowa jest wska-
zana gtéwnie u pacjentéw z chronicznymi bélami glowy
[15,16,92].

Gléwnymi przeciwwskazaniami do stosowania toksyny
botulinowej sa reakcje uczuleniowe na toksyne oraz
zaburzenia nerwowo-mie$niowe, takie jak miastenia rze-
komoporaZna (myasthenia gravis) [25].

POCHODNE TOKSYNY BOTULINOWEJ I ICH ZASTOSOWANIE W MEDYCYNIE
ESTETYCZNE)

Jedng z najbardziej charakterystycznych oznak starze-
nia sie skdry jest powstawanie zmarszczek. Z wiekiem
skdra staje sie bardziej sucha, cienka i ma zmniejszong
zdolnos$¢ do naturalnej ochrony przed czynnikami
zewnetrznymi. Powstawanie zmarszczek mimicznych
jest wynikiem nadmiernej stymulacji wtdkien miesnio-
wych twarzy, przede wszystkim w okolicach oczu oraz
w obrebie policzkéw i czota [8,49]. Czeéciowy paraliz
miesni twarzy likwiduje istniejgce zmarszczki i zapo-
biega powstawaniu nowych. Neurotoksyna botulinowa,
zwlaszcza BoNT/A jest szeroko stosowana w celu zta-
godzenia objawdw starzenia, jednak jej zastosowanie
jest ograniczone ze wzgledu na znaczna toksycznos$é
[6,48,51].

Poszukiwane sa ciggle czasteczki nasladujace dziata-
nie BONT/A. Syntetyczne peptydy, przypominajace
sekwencje aminokwasowa biatka SNAP-25, sa swoistymi
inhibitorami sekrecji neurotransmiteréw do szczeliny
synaptycznej [8,40]. Jednak wielko$¢ czasteczek pepty-
déw i ich staba przepuszczalno$¢ przez skére, ograni-
cza w znacznej mierze ich zastosowanie w kosmetologii.
Optymalne bytoby zastosowanie czasteczek, ktére maja
krétsze sekwencje aminokwaséw, przy zachowaniu
aktywnodci biologicznej, czego przyktadem jest argi-
relina. Biatko to jest heksapeptydem o budowie nasla-
dujacej N-koricowa domene biatka SNAP-25. Argirelina
przenika przez skére, a zastosowana w postaci 10%
emulsji powoduje zmniejszenie gteboko$ci zmarszczek

PismiennicTwo

w okolicach oczu. Badania wykazaly, ze argirelina jest
dobrze tolerowana i moze zastepowaé preparaty zawie-
rajgce toksyne botulinowg [8,48,49].

Inng substancja nasladujaca dziatanie toksyny botu-
linowej jest Vialox®, pentapeptyd pozyskiwany z jadu
weza [59]. Jako antagonista receptora acetylocholiny
(ACh), taczy sie z nim, blokujac dostep czasteczkom ACh.
Nastepuje zmniejszenie czestosci i sity skurczéw mie-
$ni. Cze$ciowo sparalizowane mie$nie ulegaja rozluznie-
niu i osiggany jest efekt podobny do dziatania Botoxu®.
Alternatywa dla toksyny botulinowej - o podobnym
mechanizmie dziatania - jest Syn-Ake®, czyli synte-
tyczny mimetyk, stworzony na podobieristwo wagle-
ryny-1 wystepujacej w jadzie zmii (Tropidolaemus wagleri)
[59]. Syn-Ake® jest tréjpeptydem bedacym antagonista
receptora acetylocholiny. Redukuje zmarszczki przez
hamowanie skurczéw mies$ni. Obydwie substancje wcho-
dzg w sktad kremdw, a ich stosowanie wigze sie z mniej-
szym dyskomfortem, bélem i ryzykiem niz stosowanie
iniekcji z preparatéw zawierajacych toksyne botulinows.

PopsumowaNie

Poczatkowo toksyna botulinowa kojarzona byta wytacz-
nie z wystapieniem $miertelnego w skutkach botulizmu.
Obecnie zatrucie jadem kietbasianym wystepuje rzadko,
a z toksyna spotykamy sie w gtéwnie w gabinetach
medycyny estetycznej. Wedtug statystyk opublikowa-
nych przez Miedzynarodowe Towarzystwo Estetycznej
Chirurgii Plastycznej (International Society of Aesthetic
Plastic Surgery, ISAPS), ktére jest uznawane za wiodaca
organizacje stowarzyszajaca certyfikowanych chirurgéw
plastycznych, zastrzyki z neurotoksyny typu A (BoN-
T/A) sa obecnie najbardziej popularnym i najszerzej
stosowanym niechirurgicznym zabiegiem estetyczno-
-kosmetycznym na catym $wiecie [45]. Szeroki zakres
dzialania toksyny wykorzystano réwniez w neurologii,
okulistyce i dermatologii. Wieloletnie do$wiadczenie
kliniczne w stosowaniu BoNT sprawito, iz jest wzgled-
nie bezpieczna i skuteczna, pod warunkiem stosowania
jej w odpowiednich dawkach przez wykwalifikowany
personel. W dalszym ciagu prowadzone sg liczne bada-
nia kliniczne majace na celu poszerzenie wskazan tera-
peutycznych preparatéw z toksyna botulinowa. Dzieki
temu zacznie by¢ kojarzona nie tylko z zabiegami este-
tycznymi i poprawa wygladu zewnetrznego, ale réwniez
z poprawa jakosci zycia oséb cierpigcych na choroby
z nadmierng kurczliwoscig mieéni i inne zaburzenia ner-
wowo-mies$niowe.
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