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Summary

Botulin neurotoxins are etiological agents of botulism, which is a disease manifested by peripheral
neuromuscular blockage and characterized by plegia. Botulotoxin is the most toxic known substance.
Botulotoxin A is currently in the focus of interest of healthcare professionals, and is employed in a
number of clinical applications. It is most frequently used in the treatment of muscle spasticity,
hyperhidrosis, focal dysphonias, blepharospasms, hyperactive bladder, pelvic pain syndrome,
vasomotorial cephalgia, migraine, achalasia, anal fissures and vaginismus. The most effective
protection against the toxin is induction of a protective immunity response through the vaccination.
The vaccination with a suitable antigen induces production of neutralizing antibodies, which are
bound to the toxin and remove it from the circulation before it is able to enter the nervous cell and
block the neurotransmission. However, the application of the vaccine is associated with the problem
of the ever more frequent use of botulotoxin in cosmetics and cosmetic medicine, and thus, there is
an ever growing proportion of the population having in the blood antibodies against this toxin.
Botulotoxin is employed in the treatment of many neuromuscular, autonomous and sensory
disorders. New possibilities of the treatment of botulism were recently being searched for.

There are promising substances supporting the release of neurotransmitter or interfering with its
bond, translocation and endopeptidase activity of toxins. The natural product triterpenoid
toosendanin from the traditional Chinese medicine was shown to exert anti-botulin properties in
animal models. Chinese scientists found the compound to be a selective presynaptic blocking agent.
Toosendanin was able to protect animals, which were administered with lethal doses of botulotoxin
A or B from botulism and to recover the activity of their transmission, even if administered several
hours before the death. The present article summarizes the contemporary knowledge of the anti-
botulin compound toosendanin.
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Souhrn

Botulinové neurotoxiny jsou etiologickym pavodcem botulismu, onemocnénim projevujicim se
periferni neuromuskularni blokadou a charakteristickymi obrnami u lidi. Botulotoxin je nejjedovatéjsi
znamou latkou. V soucasné dobé je stfedem zajmu zdravotniku zejména botulotoxin A, ktery je
pouzivan v celé fadé klinickych aplikaci. Nejcastéji se pouziva v léc¢be svalovych spasticit,
hyperhidrézy, fokalnich dysfonif, blefarospazmu, hyperaktivniho méchyte, syndromu panevni
bolesti, tenzni cefaley, migrény, achaldzie, analnich fisur a vaginismu. Nejucinnéjsim prostiedkem
obrany proti toxinu je vyvolani ochranné imunitni odpovédi prostfednictvim ockovani. Oc¢kovani
vhodnym antigenem vyvola produkci neutralizacnich protilatek, které se vazou na toxin a odstrani jej
z ob¢hu dffve, nez mize vstoupit do nervovych bunék a blokovat neurotransmisi. Aplikace vakciny
je vsak spojena s problémem stile castéjstho pouzivani botulotoxinu v kosmetice a kosmetické
medicing, takze stale vétsi cast populace ma v krvi protilatky proti tomuto toxinu. Botulotoxin se
pouziva pii lé¢bé mnoha neuromuskularnich, autonomnich a senzorickych poruch. V posledni dobé
se hledaji nové moznosti lé¢by botulismu.
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Slibné jsou latky podporujici uvolnéni neurotransmiteru nebo interferujici s jeho vazbou,
translokaci a endopeptiddzovou aktivitou toxind. Bylo zjisténo, ze pifirodni produkt, triterpenoid
toosendanin z tradiéni ¢inské mediciny, vykazuje na zvifecich modelech proti-botulinové vlastnosti.
Cinsti vedci zjistili, 7e sloucenina je selektivnim presynaptickym blokatorem. Toosendanin byl
schopen ochranit pfed botulismem zvifata, kterym byla aplikovana smrtelna davka botulotoxinu A
nebo B, a obnovit ¢innost jejich transmise, i kdyz byl podan nékolik hodin pfed smrti. V tomto
¢lanku shrnujeme soucasné znalosti o anti-botulinové slouceniné toosendaninu.

Klicova slova: botulismus — botulotoxin — mechanismus tcinku — terapie — toosendanin — pfirodni

triterpenoid

UvoD

Prvy popis otravy botulotoxinem pochdzi od
némeckého lékate, spisovatele a basnika dr. Jus-
tina Christiana Kernera (1786-1862). Ten
v 1. 1817 referoval o amrti ¢lovéka, ktery zemfel
za zahadnych okolnosti po poziti domaci klo-
basy (Kerner, 1817). Jako prvy pouzil pro tuto
intoxikaci termin botulismus (z latinského botu-
lus — klobasa) a za pficinu smrti povazoval to-
xické pasobeni pfemiry mastnych kyselin. Bak-
terii Clostridium botulinum jako ptavodce botulis-
mu poprvé izoloval az v r. 1897 zak Roberta
Kocha, Pierre Marie van Ermengem (1851—
1932). V r. 1920 se podafilo Hermannu Somme-
rovi izolovat ¢isty botulotoxin typu A a v r. 1949
Burgen objasnil mechanismus jeho puasobeni
(Burgen et al., 1949) blokiadou nervosvalové plo-
ténky.

Botulinové toxiny tvoif skupinu sedmi imu-
nologicky odlisnych proteind, z nichz pro clove-
ka jsou nebezpecné zejména botulotoxin A, B
a B a pro zvifata C a D. Jejich molekula je sloze-
na ze dvou podjednotek, lehkého (L) a tézkého
(H) peptidového fetézce, které jsou navzajem
propojeny disulfidickym mustkem (Patocka,
Splifio 2002). V klinické praxi byl botulotoxin
poprvé vyuzit v r. 1981 anglickym oftalmologem
Alanem Scottem v 1é¢bé strabismu (Scott, 1981).
Prvé priace o mimofadné toxicit¢ botulotoxinu
a moznosti jeho pouziti jako biologické zbrané
se zacinaji objevovat koncem minulého stolet{
(Howe, 1992; Cole, 1996; Steffen et al., 1997)
a potvrzuje se, ze nekteré zemé jej v minulosti
meély ve své vyzbroji (Zilinskas, 1997). Kratce
nato se objevuji informace o tom, ze botuloto-
xin je predmétem zijmu teroristickych skupin
(Leggiadro, 2000). Pfi mimofadné toxicité botu-
lotoxinu (Schechter, Arnon, 2000) nelze toto
nebezpedi podceniovat (Broussard, 2001; Sotos,
2001; Greenfield et al., 2002; Bossi, Bricaire,
2003; Shukla, Sharma, 2005; Patocka, Stfeda,
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2000). I kdyz se dnes botulotoxin pouziva pfe-
vazné v mediciné a v kosmetice k vyhlazovani
vrasek, stejné¢ tak dobfe by mohl byt zneuzit
k vyhlazovani lidi.

Klinicky obraz otravy botulotoxinem
Botulismus nejéastéji vznika alimentarni ndka-
zou po porziti nedokonale tepelné opracovanych
vyrobku. Protoze botulotoxin vytvafi ve stfeve
komplex s hemaglutininem a dal$imi netoxicky-
mi proteiny (Pickett, Perrow, 2009), je chranén
pfed pusobenim travicich enzymu a muze tak
snaze pronikat stfevn{ sténou (Matsumura et al.,
2008). Prirozeny botulismus je vzacné, ale za-
vazné paralytické onemocneéni. Botulotoxin A je
nejacinnéjsi znamy jed, ktery u cloveka blokuje
nervové funkce a vede k respiracnimu a svalove-
kosternimu ochrnuti. V organismu pusobi tak,
ze blokuje uvolnovani acetylcholinu z nervo-
vych zakonceni, a tak zastavuje jejich cinnost
(Dressler et al., 2005).

Klasicky obraz alimentarntho botulismu se
v zavislosti na davce zaéind rozvijet po 12-36
hodinach po intoxikaci. Casnymi projevy jsou
bolesti hlavy a koncetin, suchost v tstech, nau-
zea azvraceni. Botulismus postihuje nervovy
systém a zpusobuje docasnou obrnu raznych
c¢asti téla. Proto kratce nato dochazi k paréze
okohybnych svalt, dvojitému vidéni a zastavé
stfevn{ peristaltiky. Nasleduji polykaci potize,
dysartrie, dusnost a parézy koncetinovych svald.
Objevuji se poruchy autonomni inervace, jako
jsou mydridza, arytmie, retence moci a obstipace
muze dojit k respira¢nimu selhani. V zavislosti
na davce trvaji symptomy nékolik dnt az tydna
a pomalu ustupuji v opa¢ném potadi, nez v ja-
kém se zacaly projevovat. Z hlediska 1écebného
odeznivaji symptomy lehkych otrav spontinne,
u teézkych je vétsinou nutna intenzivni péce
a nezfidka i uméla plicnf ventilace.



Struktura botulotoxinu a mechanismus
toxického ucinku

Molekula botulotoxinu sestava ze dvou nestejné
velkych proteinovych fetézca. Z tézkého fetézce
(H-chain) o molekulové hmotnosti 100 000 Da
a lehkého fetézce (L-chain) s molekulovou
hmotnost{ 50 000 Da. Oba fetézce jsou v bakte-
rii  syntetizovany oddélené, ale puasobenim
klostridiové proteazy dojde k jejich spojeni do
jedné molekuly. Aby se z n¢j stal aktivni neuro-
toxin, je nutna jeho aktivace. Nejprve dojde
k pferuseni fetézce mezi aminokyselinami 448
a449. Lehky fetézec (aminokyseliny 1-448)
zistane  spojen s tézkym  fetézcem
(aminokyseliny 449-1295) pouze disulfidickym
mustkem. V této podobé toxin pronika pfes
terminalni axon do neuront, kde po jeho inter-
nalizaci dojde k redukci disulfidu.

Na zaklade¢ znalosti sekvenci aminokyselin
v obou fetézcich byla vytvofena hypotéza exis-
tence tf prostorove oddélenych a funkéné odlis-
nych ¢astl toxinu — domén (Fischer et al., 2008).
Transloka¢ni doména umoznuje prostup toxinu
pfes buné¢nou membranu do cytosolu tim, Ze
deformuje jeji strukturu. Vazebna doména obsa-
huje specifické terminalni C-fetézce, které jsou
zodpoveédné za specifickou vazbu toxinu k re-
ceptoru bunééné stény presynaptického vlakna.
Vyznam katalytické domény neni jasny, pfedpo-
klada se jeji role v adherenci toxinu k bunécné
sténé, coz nasledné vyvola aktivaci translokacni
domény (Baldwin, Barbieri, 2009).

Mechanismus ucinku botulotoxinu je moz-
né shrnout do tif fazi: vazba na receptor — tj. na
presynaptickou ploténky;
internalizace — pranik toxinu pfes membranu
dovnitt nervového zakonceni; blokiada uvolfio-
vani acetylcholinu. Tim je narusena funkce ner-
vosvalové ploténky, tj. neni umoznén pfenos
vzruchu na cilovy organ — sval. Tento dé¢j je
ireverzibilni, ale pomaly. Uéinek botulotoxinu se
projevi po 2-3 dnech od aplikace a maximalniho
uvolnéni svalového tonu se dosihne za 2-3
tydny. Botulotoxin ptsobi po dobu 3—4 mésicu,
dokud netrvova zakonceni nevytvoii nova signal-
ni spojeni se svaly (Stenmark et al., 2008).

¢ast nervosvalové

MozZnosti prevence a terapie

Otrava botulotoxinem muze skoncit smrt{ zadu-
Senim a specificka antidotni terapie neexistuje.
Jako vhodn4 prevence pfed botulismem je vak-
cinace vhodnou toxoidovou vakcinou, ktera je

vyvijena zejména v souvislosti s moznosti zneu-
zitl botulotoxinu jako toxinové zbrané (Smith,
2009). Tato vakcina vsak neni urcena a ani do-
porucena pro béznou imunizaci osob. Dostate¢-
na ochrana totiz nastupuje az po nékolika mési-
cich po zapoceti aktivni imunizace (Patocka,
Splitio, 2002). V Ceské republice neni tato vak-
cina dostupna a neni ani registrovana SUKL.

Jinou moznosti ochrany je pasivni imuniza-
ce za pouziti trivalentniho korniského antitoxinu
(proti sérotypum A, B a E). Priblizn¢ u 2-9 %
osob existuje pfecitlivélost na antitoxin. Podava-
nf antibiotik nenapomdh4 prib¢hu onemocnéni
a ncktera z nich dokonce ucinek botulotoxinu
posiluji. Vzhledem k dlouhé inkubacni dobé
nema vyplach zaludku a stfev vétsi vyznam.
U mirné probihajicich onemocnéni se parézy
1é¢i stoupajicimi davkami strychninu. Pfi polyka-
cich a dechovych potiZich je nezbytna hospitali-
zace na resuscita¢nim oddélenf a fizené dychani
postizeného spojené s intenzivni 1ékatskou péei.
V piipadé¢ masového vyskytu otrav a zejména
v pifpadé teroristického zneuziti botulotoxinu
(Patocka et al., 2006) by pocty intoxikovanych
mohly dosihnout nckolika stovek obéti, a pak
by tento zplsob péce o pacienty mohl zkolabo-
val (Patoc¢ka, Stfeda, 2000).

Perspektivy

Potfeba nalezeni uc¢inného a jednoduse apliko-
vatelného lécivého pfipravku je stile aktualni.
7da se, ze takovym prostfedkem by mohl byt
ptirodni triterpenoid z indomalajského tropické-
ho stromu Melia dubia Cav. alias Melia toosendan
Sieb et Zucc (syn. Melia azedarach 1..) nazvany
toosendanin (obr. 1) (Koul et al. 2002). Listy
tohoto az 25 m vysokého stromu z celedi Melia-
ceac (zederachovité) (obr. 2) jsou soucasti tra-
di¢ni ¢inské mediciny. Toosendanin je sekundar-
ni metabolit, sloucenina ze skupiny limonoidu.
Tyto latky majf celou skalu biologickych aktivit.
Vykazuji napf. insekticidni, baktericidni ¢i fungi-
cidni vlastnosti. Toosendanin pati{ mezi allelo-
chemikalie, konkrétné mezi allomony, tedy latky,
kterymi se rostlina brani pfed okusem predatory,
zejména hmyzem, a pusobi tedy jako pesticid
(Koul et al., 2002). Nedavno vsak bylo zjisténo
(Li, Shi, 2004), ze toosendanin je agonistou na-
peétove fizenych kalciovych kanala typu L
a antagonizuje ucinek botulotoxinu typu A
(Zhou et al., 2003). Na laboratornim modelu
potkana intoxikovaného botulotoxinem byl
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prokazan terapeuticky tcinek toosendaninu (Shi, | v membranach péry (Li, Shi, 20006). Toosenda-
Wang, 2004). Piesny mechanismus ucinku too- | nin také blokuje pfesun lehkého fetézce botulo-
sendaninu nen{ zndm, ale urcité hraje roli to, ze | toxinu pfes tézky fetézec v kandlu neuronu
toosendanin  brani  botulotoxinu  vytvafet | (Fischer et al., 2009).

|l
0

Obr. 1. Chemicka struktura toosendaninu, triterpenoidu z indomalajského tropického stromu Melia
dubia Cav.

Obr. 2. Kvetouci strom Melia dubia Cav. z celedi Meliaceae, ktery je domovem v celé indomalajské
oblasti az po Australii a jehoz listy jsou pouzivany v tradi¢ni ¢inské medicine.

Zdroj:Pouzity snimek z Piante e Animali Italiani

(http:/ /images.google.cz/imgres?imgurl=http:/ /1h6.ggpht.com/luirig/ R5xYv5Tel]I/ AAAAAAAATbM/4Yja82q4Ec8/s800/
melia_azedarach_17.jpg&imgrefurl=http://digilander.libero.it/felrig/ photos/ /melia_azedarach.htm&usg=__y2S1a E_ PygR-
Di8ukmKynnRGi3Gs=&h=500&w=7508&sz=103&hl=cs&start=46&itbs=1&tbnid=iXvgO2kRQYIA3M:&tbnh=94&thnw
=141&prev=/images%3Fq%3Dmelia%2Bdubia%26start%03136%26h1%3Dcs%26sa%3DN%26ndsp%e3D 18%26tbs%o
3Disch:1).
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