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Summary

To date, antibiotics have been the primary drugs used in the treatment of anthrax infections. However, their
effectiveness is questionable, especially during the phase of intensive toxin production in the course of
infection, and the number of drug-resistant strains continues to rise. Successful treatment of anthrax infection

is therefore becoming more difficult.

The article discusses some of the new methods of inhibiting anthrax infections: the inhibition of spore
germination and of the attachment of PA to the host cell receptor, the inhibition of the enzymatic process of
cleaving PA into PA63 and PA20, and of PA63 oligomerization, endocytosis and translocation (their influence
on the protection of macrophages against lysis was also discussed). In addition, the neutralization of B. anthracis
LeTx and EdTx toxins was presented as another potential method of inhibiting anthrax infections.
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W zwiazku z istniejacym niebezpieczenstwem uzy-
cia zarodnikow B. anthracis w atakach bioterrorystycz-
nych prowadzi si¢ intensywne badania nad opracowa-
niem skutecznych metod ochrony ludzi i zwierzat przed
tym zagrozeniem. Przy podejrzeniu o zakazenie B. an-
thracis podstawa postgpowania leczniczego w walce
z infekcja sa antybiotyki. Ostatnio zwraca si¢ jednak
uwage, ze antybiotyki moga okazac¢ si¢ nieskuteczne
w zawansowanej fazie zakazenia, a zwlaszcza przy in-
tensywnej produkcji toksyn B. anthracis. Moga by¢ tak-
ze nieskuteczne w przypadku uzycia antybiotykoopor-
nych szczepoéw B. anthracis (18, 20). Biorac powyzsze
pod uwage, poszukuje si¢ alternatywnych mozliwosci
hamowania infekcji waglikowej na réznych etapach jej
rozwoju.

Hamowanie procesu kietkowania zarodnikow

Kietkowanie zarodnikow B. Anthracis, tj. przecho-
dzenie ich w form¢ wegetatywna jest istotnym elemen-
tem inicjujacym rozw¢j infekcji waglikowej. Proces ten
moze by¢ stymulowany m.in. przez zwiazki chemiczne,
jak np. inozyne i alaning (1). Wykazano natomiast, ze
analogi inozyny posiadaty wlasciwosci blokowania pro-
cesu kietkowania zarodnikow B. anthracis in vitro, przy
czym jeden z nich, 6-tioguanozyna (6-TG), skutecznie
blokowat kietkowanie zarodnikow w makrofagach, za-
pobiegajac w efekcie niszczeniu tych komorek (1).

Obserwowano, ze interferon jest zdolny do indukcji
w organizmie chemokin CXC wykazujacych aktywnos¢

przeciwko B. anthracis. Analizie fluorometrycznej in
vitro poddano trzy chemokiny CXC w celu zbadania
ich wptywu na zarodniki i laseczki B. anthracis, wyka-
Zujac znaczne obnizenie zywotnosci spor. Ekspozycja
sporami droga inhalacyjna myszy szczepu C57BL/6
(opornego na infekcje inhalacyjne B. anthracis) pro-
wadzita do wzrostu poziomu CXCL9, CXCLI10
1 CXCL11 w poréwnaniu do myszy wrazliwych na in-
fekcje droga wziewna. Wzrostowi poziomu CXC che-
mokin towarzyszyta znaczna redukcja liczby kietkuja-
cych zarodnikéw w ptucach (7).

Efektorem odgrywajacym duza rolg w odpowiedzi
immunologicznej organizmu jest SPLA -IIA (secretory
type II-A phospholipase A)), enzym wykazujacy takze
aktywnos¢ bakteriobojcza, szczegélnie wobec bakterii
Gram-dodatnich. Badano zdolno$¢ sPLA -IIA do nisz-
czenia B. anthracis, wykazujac, ze zardéwno kietkujace
spory B. anthracis, jak i otoczka laseczki byty wraz-
liwe na sPLA -IIA in vitro. Nie dzialal on jednak na
zarodniki niekietkujace. Ten bakteriob6jczy wynik byt
efektem hydrolizy przez sPLA -IIA fosfolipidow bto-
ny bakteryjnej. Stwierdzono, Ze makrofagi pecherzy-
kéw plucnych $winek morskich z uszkodzeniem phuc
byly glownym celem dziatania sSPLA -IIA, w wyniku
czego dochodzito do niszczenia zewnqtrzkomérkowe-
go B. anthracis. Wykazano ponadto hamujacy wptyw
wspomnianego enzymu na produkcje toksyny letalnej
B. anthracis. Aktywnos¢ przeciwwaglikowa korelowata
z poziomami sPLA -ITA i byfa neutralizowana przez
inhibitory tego enzymu (9).



Blizsze dane na temat wykorzystania strategii hamo-
wania procesu kietkowania zarodnikow w aspekcie
ochrony ludzi przed atakiem B. anthracis znalez¢ moz-
na w jednej z nowszych prac przegladowych (3).

Blokowanie przytaczania PA
do receptorow komérkowych

W patogenezie waglika kluczowa rola przypada tok-
synie waglikowej. Tworzenie si¢ aktywnej biologicz-
nie toksyny jest procesem ztozonym, w ktérym zna-
czacy udziat przypada antygenowi PA, wykazujacemu
silne powinowactwo do dwu receptorow komorkowych,
tj. TEMS (tumor endothelial marker 8) i CMG2 (capil-
lary morphogenesis protein 2), z ktorymi si¢ wiaze. Faza
ta poprzedza dalszy etap procesu infekcji prowadzacy
do rozszczepienia PA83 na fragment PA63 1 PA20 (4).
Wykazano doswiadczalnie, ze jedna ze skutecznych
metod poekspozycyjnego leczenia waglika inhalacyj-
nego moze by¢ neutralizacja toksyny waglikowej przez
rozpuszczalne receptory TEMS8 1 CMG2, wiazace PA
toksyny waglikowej, konkurujace z receptorami komor-
kowymi. W badaniach prowadzonych z uzyciem ho-
dowli tkankowej sCMG2 (soluble capillary morpho-
genesis protein 2) okazat si¢ 11,4-krotnie silniejszy od
TEMS, a jego wzrastajaca aktywnos$¢ byla zwiazana
z ok. 1000-krotnie wyzszym powinowactwem w wia-
zaniu PA. Stwierdzono, ze podanie sSCMG2 chronito
szczury przed letalna dawka toksyny, co przemawia za
tym, ze metoda ta moze by¢ efektywna forma ochrony
zwierzat 1 ludzi przed waglikiem. Strategia oparta na
konkurencji imitatora receptora SCMG2 eliminuje
wspomniane wczesniej ograniczenia terapii opartej na
antybiotykach (17).

Jednym ze skutecznych sposoboéw neutralizacji tok-
syny jest uzycie domeny VWA (van Willebrand factor
A) receptora komorkowego dla PA-CMG2, zwiazku
usuwajacego toksyng z krwiobiegu. Podanie receptora
sCMQG?2 oraz chimerycznych czastek wirusopodobnych
VLP (Viruse Like Particles), ktore otrzymano po mo-
dyfikacji biatka powierzchniowego wirusa FHV (Flock
House Virus) z wbudowana domena VWA, chronito
w 100% zwierzgta przed intoksykacja, przy czym wraz
ze zmniejszaniem dawki tego preparatu znacznie wy-
dtuzat si¢ czas ich przezycia (13).

Wplyw na rozszczepianie PA83 (PA63 i PA20)

Gléwnym celem dziatania toksyny jest makrofag,
ktéry moze by¢ niszczony przez czynnik letalny na dro-
dze zarowno nekrotycznej, jak i apoptotycznej (5). Po-
niewaz proces uwalniania z PA fragmentu PA20 zwia-
zany jest z dziataniem endoproteaz z rodziny furyn,
badano wptyw na ten proces inhibitorow furynowych,
takich jak: eglin c, peptyd boroarginylowy i ketono-chlo-
rometyl peptydylu, wykazujac, ze blokowaty one de-
strukcje makrofagow mysich J774A.1 przez kompleks
rPA 1 LF. Wcze$niejsze badania wykazaty takze, ze sta-
be zasady, takie jak chlorochina, neutralizujac $rodo-
wisko kwasne komorki, interferowaty z toksynozalez-
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nym dziataniem biobdjczym. Stwierdzono ponadto, ze
potaczenie inhibitorow furyny i chlorochiny zwigkszato
ich hamujace dziatania wobec toksyn i terapeutyczne
wiasciwosci. Chlorochina zastosowana jako sktadnik
koktajlu inhibitoréw furynowych zwigkszata przezywal-
nos$¢ myszy BALB/c, ktorym podano mieszaning PA
1 LF. Znaczne zwigkszenie efektu dziatania inhibitorow
furynowych byto widoczne po zastosowaniu chlorochi-
ny w dawce 10 mg chlorochiny/kg masy ciata (12).

Hamowanie oligomeryzacji PA63

Strategia ochrony przed skutkami infekcji B. anth-
racis moze by¢ zablokowanie oligomeryzacji podjed-
nostek PA63, dzigki czemu nie dochodzi do wytworze-
nia kompleksow PA63 z LF lub EF. Stwierdzono, ze
lek przeciwnowotworowy cisplatin, powodowat zablo-
kowanie tworzenia si¢ heptameru PA7mer, zapobiega-
jac przytaczaniu si¢ czasteczek LF do fragmentow PA63.
W testach in vitro wykazano, ze podanie cisplatinu chro-
nito komoérki makrofagéw przed dziataniem toksyny
B. anthracis (14). Odkryto, ze makrofagi mysie byly
chronione przed dzialaniem toksyny letalnej przez cis-
platin, hamujacy aktywnos¢ LT, posredniczacej w roz-
szczepieniu komorkowego mitogenu kinazy kinaz biat-
kowych (MEKSs) bez wptywu na aktywnos¢ proteoli-
tyczna LF in vitro. Testy in vivo przeprowadzone na
myszach BALB/c i szczurach F344 wykazaty jednak,
ze iniekcja podskorna cisplatinu 2 godziny przed 1 2
godziny po podaniu toksyny byty nieskuteczne (11).
Wydaje si¢ jednak, ze rozwijanie badan z uzyciem in-
nych preparatdow wykazujacych wptyw na oligomery-
zacje PA jest celowe (14).

Przeciwciata dla PA pelnia role ochronna przed za-
kazeniem B. anthracis, co jest zrozumiale, gdyz jest on
istotny dla formowania si¢ toksyny letalnej (LeTx) 1 tok-
syny obrzeku (EdTx) B. anthracis. Badano dwa mono-
klonalne przeciwciata dla PA —Mab 7.5G i 10F4, ktore
nie wspolzawodnicza migedzy soba w wiazaniu PA,
zgodnie z ich specyficznoscia dla roznych epitopow.
Przeciwciata monoklonalne testowano na ich zdolnos¢
do ochrony hodowli makrofagéw przed dziataniem tok-
syny waglikowej. Silniej neutralizujace przeciwciata
Mab 7.5G wiazatly domeng 1 PA (pierwszych 157 ami-
nokwasow domeny I), podczas gdy przeciwciata 10F4
wigzaty domeng IV PAS83 i redukowaly efekty dziatania
toksyny letalnej u myszy BALB/c (15). Przeciwciata
Mab 7.5G chronity hodowle bez blokowania wigzania
PA lub czynnika letalnego czy tez tworzenia komplek-
su heptamerycznego PA, zwalniajac procesy proteoli-
tycznego trawienia PA przez furyny in vitro. Wyniki
tych badan sugeruja, ze kilka przeciwciat dla epitopow
w obrebie domeny pierwszej moze chroni¢ organizm
przed infekcja B. anthracis (15).

Oddziatywanie na endocytozg i translokacje

Leczenie antybiotykami waglika jest niecelowe,
zwlaszcza kiedy dochodzi do kietkowania 1 produkcji
toksyn, ktore ostabiaja odpowiedZz immunologiczna
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1 uszkadzaja w duzej mierze narzady i tkanki organiz-
mu. Toksyna obrzgku powoduje zwigkszenie poziomu
komodrkowego cyklicznego AMP, na skutek czego do-
chodzi do homeostazy wodnej prowadzacej do roz-
leglego obrzeku. Wigkszo$¢ objawow waglika, takich
jak: niedoci$nienie tgtnicze, szok 1 Smier¢ powodowa-
nych jest przez toksyng letalna.

Ostatnio zwraca si¢ uwagg, ze zalecane do niedawna
podawanie w trakcie infekcji B. anthracis antybiotyku
wraz ze szczepionka oparta na PA moze by¢ niebez-
pieczne z uwagi na skumulowane dziatanie toksyn.
Sugeruje sig, ze w takiej sytuacji zamiast PA celowe jest
uzycie DNI (dominant negative inhibitor), mutanta PA,
ktory w badaniach na zwierzegtach dawat natychmias-
towy efekt terapeutyczny, a zastosowany jako szcze-
pionka okazat si¢ bardziej immunogenny anizeli PA.
DNI jest translokacyjnym mutantem PA, posiadajacym
mutacje D425K 1 K397D, interferujacym w procesach
intoksykacji. Dwie mutacje w DNI/PA hamuja zmiany
konformacyjne, zapobiegajac wtaczaniu si¢ heptameru
w endosomalng membrang, co w konsekwencji prowa-
dzi do hamowania translokacji LF lub EF do cytozolu,
zapobiegajac toksycznemu obumieraniu komorek. DNI
moze by¢ bezpiecznie stosowany takze z antybiotykiem,
a w przypadku szczepdéw antybiotykoopornych moze
by¢ podawany w celach leczniczych. Powyzszy przy-
ktad wskazuje na nowe mozliwosci rozwoju strategii
hamowania rozwoju zakazen B. anthracis (20).

Toksyna letalna waglika (LeTx) jest jednym z zasad-
niczych czynnikow odpowiedzialnych za zjadliwo$¢
B. anthracis. Zidentytikowano 19 zwiazkow blokuja-
cych toksyne letalna posredniczaca w niszczeniu ma-
krofagow RAW 264.7, z ktorych najsilniejsze dziata-
nie wykazywaly amidaron 1 bepridil, leki stosowane
w leczeniu arytmii lub anginy u ludzi. Dziatanie anty-
toksyczne obydwu lekow polegato na ich zdolnosci za-
pobiegania zakwaszeniu endosomalnemu, a tym samym
blokowaniu wejscia toksyny do cytozolu komorki. Ami-
daron testowany in vivo powodowal takze znaczacy
wzrost przezywalnos$ci szczuréw Fischera, ktorym po-
dawano toksyng letalna (16).

Jednym ze sposobow neutralizacji toksyny Bacillus
anthracis moze by¢ stosowanie B-cyklodekstryn, natu-
ralnie wystepujacych cyklicznych zwiazkoéw sktadaja-
cych si¢ z 7 jednostek glukozy potaczonych wigzaniem
a-1,4-acetalowym, ktoére posiadaja wlasciwosci bloku-
jace kanaty jonowe tworzone przez antygen ochronny,
hamujac w rezultacie wniknigcie podjednostek enzy-
matycznych toksyny do cytozolu poprzez dojrzata pore
uformowana w btonie endosomu (14). Badania in vitro
wykazaly, ze pochodna B-cyklodekstryn chronita ko-
morki RAW 264.7 przed letalnym dziataniem obydwu
toksyn, co daje nadziejg na znalezienie skutecznego
srodka ochronnego. W badaniach na szczurach wyka-
zano, ze podanie toksyny wraz z testowanym prepara-
tem zapewniato 100% przezywalno$¢ zwierzat przy
braku jakichkolwiek objawoéw klinicznych zatrucia.
Przy aplikacji grupie szczuré6w pochodnej cyklodekstry-
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ny na 30 minut przed wprowadzeniem toksyny takze
obserwowano 100% ochrong zwierzat przy nieznacz-
nych objawach intoksykacji (11).

W leczeniu inhalacyjnej formy waglika mozliwe jest
zablokowanie dostgpu toksyny poprzez wykorzystanie
wysokiego powinowactwa do blokowania por w PA.
Chemicznie modyfikowane B-cyklodekstryny przez
dodanie siedmiu tadunkow dodatnich wykazywaly sil-
ne oddziatywanie ze §wiattem pory PA blokujacej jego
transport w stgzeniach nanomolarnych. Zwiazek ten
chronil makrofagi mysie RAW 264.7 przed cytotoksycz-
nym dziataniem toksyny letalnej waglika (PA+LF) (11).

Ochrona przed liza makrofagow

Badania prowadzone na myszach wykazaly, ze liza
makrofagéw mysich przez LeTx moze by¢ wynikiem
uwalniania si¢ cytokin 1 aktywacji innych mediatorow
szkodliwych dla komorek gospodarza. Podawanie tok-
syny LeTx powodowato uwalnianie si¢ czynnika a
(TNFa) 1 interleukiny-1 (IL-1B) z mysich makrofagdw
RAW 264.7 1 TNFa z makrofagéw otrzewnowych my-
szy ICR obumarlego guza. Stwierdzono, ze zastosowa-
nie antagonistycznego receptora IL-1 chronito myszy
BALB/c przed skutkami dozylnej iniekcji LeTx. W in-
nych badaniach niskie dawki toksyny LeTx nie prowa-
dzilty do uwolnienia TNFa Iub IL-1p z RAW 264.7,
J774A.1 lub komorek IC-21. Podane dootrzewnowo
myszom BALB/cJ 1 C57BL/6J dawki LeTx nie miaty
wplywu na utrzymujacy si¢ wzrost poziomu cytokin (8).

Aktywnym preparatem hamujacym cytoliz¢ komo-
rek linii mysiej] RAW 264.7 spowodowang dziataniem
LF okazat si¢ celasterol. Preparat ten dodany do ho-
dowli komorek na 5 godzin przed intoksykacja hamo-
watl ich liz¢ poprzez blokowanie aktywnosci protea-
somu, interferujac z procesem degradacji ubikwityno-
wanych biatek (6). Celasterol hamowat proces syntezy
IL-1P przez inflamasomy (kompleks biatkowy obecny
w makrofagach i neutrofilach, aktywujacy prozapalna
cytoking IL-1p) (6).

Neutralizacja dziatania toksyn

Podanie poekspozycyjne przeciwcial anty-PA i anty-
-LF tagodzilo biologiczne skutki dziatania toksyny.
Wyizolowano 1 scharakteryzowano w petni dwa ochron-
ne ludzkie monoklonalne przeciwciata specyficzne dla
antygenu ochronnego 1 czynnika letalnego — IQNPA
(anty-PA) 1 IQNLF (anty-LF). Pierwsze przeciwciala
neutralizowaty w 50% toksyne waglikowa w stezeniu
0,3 nM, a drugie z nich wywieraty taki efekt w koncen-
tracji 0,1 nM.

Przeciwciata IQNPA lacza si¢ z domena IV PA
W miejscu wigzania receptora komorkowego gospoda-
rza, blokujac wzajemne oddzialywanie PA i komorek,
przeszkadzajac w ten sposob wiazaniu PA z CMG2 lub
TEMS, podczas gdy IQNLF rozpoznaja i wiaza si¢ z do-
mena [ LF, co utrudnia tworzenie si¢ LeTx przez znie-
sienie interakcji LF z proteolitycznie aktywnym PA63.
Pojedyncza dawka jednego lub drugiego przeciwciata



podana myszom A/J 2,5 h po zakazeniu dootrzewno-
wym chronita te zwierz¢ta w 100% przed letalng daw-
ka B. anthracis. Zaobserwowano, ze po ponownej in-
fekcji po 20 dniach efekt byl podobny, nawet po zwigk-
szeniu dawki zarodnikow. Myszy leczone obydwoma
przeciwciatami 1 zakazane szczepem B. anthracis Ster-
na po 17 dniach wykazywaty obecnos¢ przeciwciat anty-
-PA 1 anty-LF klasy IgG, co przemawia za tym, ze
IQNPA 1 IQNLF dziataja niezaleznie od siebie podczas
leczenia waglika, nie wptywajac przy tym ujemnie na
procesy odpornosci organizmu. W badaniach przepro-
wadzonych przez Albrecht i wsp. (2) na myszach A/J,
z uzyciem dawki 24-krotnie wyzszej od LD, toksyny
wykazano, ze po podaniu dootrzewnowym IQNPA
i IQNLF w dawce 180 ug wszystkie zwierzgta byty
w 100% chronione przed dzialaniem toksyny (2).

Innym przyktadem mozliwosci hamowania aktyw-
nosci toksyny waglikowej sa MAPs (multiplay antigen
peptides), sktadajace si¢ z dwoch, trzech lub czterech
trojfunkcjonalnych aminokwasow powstajacych przez
syntezg peptydow, zdolnych do neutralizacji toksyny
waglikowej. Stanowi¢ one moga podstawe do racjonal-
nego konstruowania nowych inhibitorow wiazania PA
z LF. Peptydy MAP w potaczeniu z antybiotykami moga
by¢ wykorzystane w poekspozycyjnej terapii waglika
inhalacyjnego (5)

Wplyw na aktywnoS$¢é enzymatyczng EF i LF

Czynnik obrzeku (EF), spelniajacy wazna rolg w pa-
togenezie choroby po zwigzaniu si¢ z kalmoduling na-
bywa wlasciwosci cyklazy adenylowej, co prowadzi do
podniesienia poziomu cAMP w komorce (4). Odkryto,
ze adefovir dipivoxil stosowany w leczeniu przewlek-
tej infekcji wirusem zoéttaczki typu B u ludzi skutecz-
nie hamowat gromadzenie si¢ cAMP i produkcje cyto-
kin w makrofagach mysich. PMEApp (adefovir dipho-
sphate), jako aktywny metabolit komérkowy hamowat
z wysoka skutecznos$cia aktywnos¢ cyklazy adenylo-
wej EF in vitro. W zwiazku z tym, ze adefovir dipivo-
xil jest klinicznie poznanym lekiem, bgdzie mozliwe
jego wykorzystanie praktyczne w blokowaniu dziata-
nia toksyny waglikowej (18).

Badajac strukturg miejsca katalitycznego dla EF wy-
typowano zwiazki, ktoére mogtyby specyficznie hamo-
wa¢ aktywnos$¢ cyklazy adenylowej. Sposrod 24 pre-
paratéw aktywnosc¢ taka wykazywata chinazolina, ha-
mujac specyficznie aktywnos¢ tego enzymu. Zgodnie
z przewidywaniami, zwiazek ten wigzat czes¢ adeniny
ATP w miejscu wigzania EF i nie wptywal na wigzanie
do EF kalmoduliny, co wykazaty badania przy uzyciu
spektroskopii (19).

Wykorzystujac metodg fluorescencji zidentyfikowa-
no charakterystyczne inhibitory aktywnos$ci proteazy
czynnika letalnego B. anthracis. Zidentyfikowano che-
micznie kilka r6znych klas inhibitorow m.in.: poliami-
ny, aminoglikozydy 1 peptydy kationowe. Najwigksza
aktywnos¢ inhibujaca LF wykazywata m.in. spermina,
zwiazek organiczny z grupy poliamin (10).
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Przedstawiony przeglad badan nad mozliwoS$ciami
hamowania zakazenia B. anthracis wskazuje, ze istnie-
jainnowacyjne strategie oddziatywania na przebieg in-
fekcji B. anthracis, co moze prowadzi¢ do znalezienia
skuteczniejszych metod ochrony ludzi i zwierzat przed
tym niebezpiecznym zarazkiem.
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