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SUMMARY

Clostridial neurotoxins (tetanus toxin and botulinum neurotoxins) are the
most lethal proteins known to human. They bind selectively to the nerve terminals
where selectively inhibit the exocytosis of the synaptic vesicles and so block the
neurotransmission. In addition to their lethal effect, clostridial neurotoxins have
been used in therapeutical treatments. In particular, the botulinum neurotoxins
(specially of type A) have been widely used in the treatment of neuromuscular al-
terations because of its ability to relax the muscles by blocking the secretion of the
acetylcholine from the motor nerve terminals. The tetanus toxin, from the other
side, principally blocks the secretion of the inhibitory neurotransmitters of the in-
terneurons of the spinal cord. Consequently, it causes a spastic paralysis. Because of
its ability to be transported retrogradely, tetanus toxin can be used as a vehicle to
direct molecules with a potential therapeutical effect to the central nervous system.

From the other side, these toxins have become fundamental tools to unders-
tand the neurosecretion machinery and the regulated secretion in other cellular
models as well as other fenomens in which exists the membrane fusion between the
cellular compartments.

In this communication, we focus on properties of the clostridial neurotoxins
to recognize and act specifically at the nerve terminations where they cleave par-
ticular synaptic proteins. Specially, the report is concentrated on the botulinum
neurotoxins, which have been used as therapeutical agents.
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RESUM

Les neurotoxines clostridials (toxina tetanica i neurotoxines botuliniques) sén
les proteines més letals que es coneixen. S’uneixen selectivament als terminals ner-
viosos, on inhibeixen I'exocitosi de vesicules sinaptiques i, per tant, bloquegen la
neurotransmissié. No obstant aixod, malgrat el seu efecte letal, les neurotoxines clos-
tridials s’han utilitzat per a tractaments terapeutics. En particular, les neurotoxines
botuliniques (sobretot la de tipus A) han estat ampliament emprades per al tracta-
ment d’alteracions neuromusculars, per la seva habilitat de relaxar la musculatura
en bloquejar la secreci6 d’acetilcolina dels terminals nerviosos motors. La toxina te-
tanica, per la seva banda, bloqueja principalment la secrecié de neurotransmissors
inhibidors de les interneurones de la medul-la espinal. Conseqiientment, provoca
una paralisi espastica. Gracies a la seva propietat de ser transportada retrograda-
ment, la toxina tetanica pot ser utilitzada com a vehicle per dirigir moleécules amb
un efecte potencialment terapeutic al sistema nervids central.

D’altra banda, aquestes toxines han estat unes eines fonamentals per entendre
la maquinaria neurosecretora i, per extensio, la secrecié regulada en altres models
cel-lulars, aixi com altres fendomens en els quals intervé la fusié de membranes entre
compartiments cel-lulars.

En aquesta comunicacid, ens centrarem en les propietats de les neurotoxines
clostridials per reconeixer les terminacions nervioses i actuar-hi especificament, ja
que és on proteolitzen determinades proteines sinaptiques. Farem esment espe-
cialment de les toxines botuliniques, ja que sén les utilitzades com a agents tera-
peutics.

INTRODUCCIO

La toxina tetanica i les neurotoxines botuliniques sén les responsables del te-
tanus i el botulisme, que es manifesten en forma de paralisi espastica i flaccida
respectivament. Malgratla potencialetal d’aquestes toxines, la seva incidéncia clinico-
social és relativament baixa, ja que, d'una banda, existeix una vacuna altament efectiva
(com en el cas de la toxina tetanica, el tetanus), i, de I’altra, les creixents mesures d’hi-
giene i control en la conservacié d’aliments afavoreixen la baixa freqiiencia de casos.
No obstantaixd, per exemple, entre 19881 1998 s’ha enregistrat més d’un brot de bo-
tulisme a 'any a Franca, Alemanya, Espanya i Italia (amb un total de cent setanta-set
casos a Alemanya, quatre-cents dotze a Italia i noranta-dos a Espanya en aquest pe-
riode, vegeu: http://www.eurosurveillance.orglem/v04n01/0401-322.asp?langue=03&).
Malgrat la baixa incideéncia d’aquesta afeccid, el problema esta en I'elevada mortalitat
que provoca si no es detecta a temps.
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A part d’aquestes consideracions, les neurotoxines clostridials, i en especial la
toxina botulinica, han anat guanyant interes en els darrers anys per dos motius
principals. Un és que han estat unes eines moleculars clau per esbrinar el mecanis-
me molecular de la neurosecrecié. L'altre, de caire més aplicat, és la seva utilitzacié
com a molecules terapéutiques per a un nombre creixent d’afeccions, sobretot d’o-
rigen muscular (encara que no exclusivament, com és el cas d’aplicacions per hiper-
hidrosi i hipersalivacié) o el seu s en tractaments d’estetica.

LES NEUROTOXINES CLOSTRIDIALS

Les neurotoxines clostridials (NTC) sén proteines sintetitzades per bacteris
anaerobics productors d’espores del genere Clostridium. Comprenen la toxina teta-
nica (TeTx), produida per Clostridium tetani, i set tipus serologicament diferents de
neurotoxines botuliniques (anomenades de laA ala G, BoNT/A a BoNT/G) produi-
des basicament per soques de Clostridium botulinum (Hatheway, 1989). Representen
el grup de neurotoxines de natura proteica més potents que hi ha. Es calcula que la
dosi letal de la BONT/A, la més potent, és al voltant de 0,4 i 1 ng per Kg en ratolins i
humans, respectivament (Gill, 1982; Middlebrook, 1989; Schechter i Arnon, 2000).

Aquesta gran potencia letal s’atribueix basicament a dos factors: I'elevada afi-
nitat i especificitat de les neurotoxines per al teixit nervids i la seva activitat proteo-
litica intracel-lular, que és la causant, en definitiva, de la seva activitat inhibidora de
la neurosecrecié.

La TeTx iles BONT sén responsables de les manifestacions cliniques del teta-
nus i el botulisme, respectivament. El tétanus es caracteritza per una paralisi mus-
cular espastica, amb contraccié de la musculatura voluntaria, que pot provocar la
mort per aturada respiratoria. La manifestacié final del botulisme, en canvi, és
la d’una paralisi flaccida, amb impossibilitat de contraccié muscular esquelética, de
manera que la causa de la mort és també 'aturada respiratoria. Malgrat que les ma-
nifestacions cliniques sén diverses, el mecanisme cel-lular d’accié és, basicament, el
mateix: la inhibicié de la secrecié del neurotransmissor als terminals nerviosos
(Niemann et al., 1994; Montecucco i Schiavo, 1995). Els dos tipus de neuroto-
xines s'uneixen especificament a receptors presents a la membrana presinaptica de
les unions neuromusculars, perd mentre que les BONT bloquegen la secrecié d’ace-
tilcolina (ACh) de la mateixa unié neuromuscular i provoquen la paralisi flaccida
(Mellanby, 1984; Wellhoner, 1982), la TeTx és transportada retrogradament cap
al cos de la motoneurona a la medul-la espinal (Schwab ez 4/., 1979), des d’on migra
transsinipticament cap a les interneurones inhibidores. Es en aquestes on bloqueja
la secrecié de neurotransmissors inhibidors (GABA, glicina), que provoca la parali-
si espastica (Bizzini, 1989; Montecucco i Schiavo, 1995).
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Una altra de les diferencies entre la TeTx i les BONT és la via d’entrada a I'or-
ganisme. El tetanus s’esdevé habitualment per ferides en que el bacteri pot progres-
sar en unes minimes condicions anaerdbiques i produir la toxina.

La via habitual, encara que no totalment exclusiva, de les neurotoxines botuli-
niques és a través del consum d’aliments en mal estat de conservacié on ha pogut
créixer el bacteri en condicions anaerdbiques i produir la toxina. Les BoNT resistei-
xen el pas per 'estémac i sén absorbides pels budells, des d’on es distribueixen pel
cos. Les BoNT poden resistir el suc gastric de 'estémac, ja que sén produides jun-
tament amb altres proteines no neurotdxiques que les envolten tot formant un
complex proteic d’elevat pes molecular (Sugiyama, 1980) de fins a 900 kDa en el
cas de la BoNT/A. Aquests complexos es coneixen com a toxines botuliniques. Algu-
nes de les proteines que acompanyen la neurotoxina i formen el complex tenen acti-
vitat hemaglutinant i d’altres no. Cap d’aquestes proteines, pero, intervé en el procés
neurotoxic en si. Fora de 'ambient acid de 'estémac, un cop als budells, el complex
es disgrega i la neurotoxina és absorbida. Encara no es coneix amb detall el mecanis-
me pel qual la neurotoxina travessa I'epiteli intestinal; un dels més acceptats és el de
Pendocitosi seguida del pas a través de la cel-lula epitelial absortiva (I'enterocit) des
del pol apical fins al basolateral (transcitosi) (Maksymowych i Simpson, 1998;
Maksymowych ez al., 1999).

A més de la intoxicacié per consum d’aliments en mal estat de conservacid,
s’han descrit altres casos de botulisme amb diferents vies d’entrada del bacteri o la
seva toxina a 'organisme. El botulisme infantil s’esdevé per 'entrada d’espores i el
subseqiient creixement del clostridi al budell d’infants molt petits (Midura i Ar-
non, 1976; Pickett ez al., 1976; Midura, 1996) quan encara no el tenen colonitzat
per altres bacteris. Es el tipus de botulisme més corrent actualment als Estats Units,
on es fa un seguiment més exhaustiu (possiblement per aixd se’n descriuen més ca-
sos, especialment a California, on s’ha estudiat més). S’ha assenyalat que la mel que
a vegades es déna als nadons en pot ser una de les causes, ja que pot contenir espo-
res del clostridi (Arnon ez al., 1979). No obstant aixo, en els tltims anys, menys del
5 % del botulisme infantil referenciat a California s’ha pogut atribuir al consum de
mel (Midura, 1996). Encara que el clostridi no creix als budells de persones adultes
ja que ha de competir amb la flora bacteriana natural, s’ha descrit algun cas de bo-
tulisme per invasié d’espores als budells de persones adultes amb afeccions intesti-
nals (McCroskey i Hatheway, 1988; Cherington, 1988).

Un tipus més rar de botulisme és el degut a ferides. Es pot considerar en
aquells casos aillats en que es presenten els simptomes de botulisme en una persona
que ha patit alguna ferida d’on es pot aillar el bacteri, i sense evidencia d’intoxicacié
per menjar (Weber ez al., 1993). En aquest tipus de botulisme s’inclouen els asso-
ciats al consum de drogues. Un d’aquests casos ha estat el botulisme que va aparei-
xer en persones que consumien una heroina importada de Mexic (Mexican black
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tar) que contenia espores del clostridi (Merson i Dowell, 1973). Altres casos rela-
cionats sén els descrits en persones amb simptomes de botulisme i que eren consu-
midores de cocaina. Aquestes persones presentaven inflamacié de la mucosa nasal,
on es va detectar el bacteri (Kudrow ez a/., 1988).

Hi ha un darrer tipus de possible entrada a I'organisme de la toxina botulini-
ca, perd que no es considera natural, i és per inhalacié de toxina en forma d’aero-
sol. Aquesta via s’ha demostrat experimentalment en primats (Franz ez al., 1993),
i s’ha intentat utilitzar en atemptats de bioterrorisme, encara que sense conse-
qiiencies (Arnon ez al., 2001). S’ha provat la possibilitat d’utilitzar la propietat de
la toxina botulinica de tipus A de ser absorbida per inhalacié per fabricar vacunes
amb aplicacié intranasal fetes a base de toxina botulinica detoxificada (Park i
Simpson, 2003; vegeu també hrtp://news.cnet.com/investor/news/newsitem/0-9900-
1028-20927919-0.html).

En el cas del botulisme, el grau de gravetat pot ser variable i dependra de la
quantitat de toxina absorbida per I'organisme. Els simptomes més lleus inclouen
debilitat muscular, dificultat en la parla o en empassar, i visié doble i borrosa, que
pot continuar amb debilitat progressiva i acabar en paralisi. La recuperaci s’esdevé
per la nova formaci6 de terminals nerviosos que reinnervaran els musculs paralit-
zats, en un procés que pot durar setmanes o mesos. En els casos greus i si s’agafa a
temps, es manté la persona intoxicada amb ventilacié assistida fins a la seva recupe-
racio.

També s’ha observat que la sensibilitat a les toxines botuliniques depen del ti-
pus de toxina (A-G) i que una mateixa toxina presenta diferéncies entre especies
animals. En I'especie humana s’han detectat casos de botulisme deguts a la toxina
botulinica de tipus A (la més potent de totes), B, E i algun cas a la de tipus F. Pel
que fa a les toxines botuliniques de tipus C i D, no se n’ha detectat cap cas clar en
humans, perd si, en canvi, en animals. La de tipus C és la principal responsable de
brots de botulisme en aus. No obstant aixo, s’ha vist que la toxina botulinica de ti-
pus C és activa en humans (Eleopra ez a/., 1997) i fins i tot s’ha detectat un cas aillat
de botulisme infantil provocat per aquesta toxina (Oguma ez /., 1990). La soca
que produeix la BONT/G es va aillar del terra de Sud-america sense que fins al mo-
ment s hagi detectat cap cas de botulisme per causa natural (Hatheway, 1989; Ar-
non et al., 2001).

A part de les diferencies mencionades més amunt, totes les neurotoxines clos-
tridials (NTC) presenten una estructura molecular semblant i bloquegen la secre-
cié del neurotransmissor mitjangant una activitat proteolitica especifica dependent
de zinc sobre proteines SNARE presents a les terminacions nervioses. S’ha demos-
trat que aquestes proteines sén essencials per a I'exocitosi de vesicules sinaptiques,
tal com veurem més endavant.
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ESTRUCTURA MOLECULAR

El model d’acci6 de les NTC esta molt relacionat amb la seva estructura mole-
cular. Les NTC se sintetitzen en forma inactiva com una proteina de cadena dnica
d’uns 150 kDa. La forma activa es genera després d’una proteolisi especifica, apro-
ximadament a un terg de la seva longitud des de I'extrem aminic, de manera que
s'obtenen dues cadenes, una d’aproximadament 100 kDa, anomenada cadena pesa-
da (heavy chain o HC) il'altra d’aproximadament 50 kDa, que es coneix com a ca-
dena lleugera (light chain o LC).

La proteasa responsable de I'activacié de la neurotoxina la pot produir el ma-
teix bacteri (com en el cas de la TeTx, la BONT/A o la BoNT/B), que ja sintetitza la
neurotoxina activa, o pot no ser aix{, com en el cas de la BONT/E, en que activacié
es realitza durant el pas pel tub digestiu (DasGupta, 1989). Les dues cadenes es
mantenen unides per un dnic pont disulfur (figura 1), que si es redueix provoca la
separaci6 de les dues cadenes i la consegiient inactivacié de les neurotoxines.

Alhora, la cadena pesada esta formada per dos dominis ben diferenciats i de
pes molecular semblant, que es poden separar amb papaina, i que tenen un signifi-
cat funcional diferent en el mecanisme d’accié de les neurotoxines.

Monocadena (inactiva)

Proteasa

Doble cadena (activa)

FIGURA 1. Esquema de I'estructura general de les neurotoxines clostridials.
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Aixi doncs, l'estructura terciaria de les NTC esta formada per tres dominis di-
ferents, cada un d’aproximadament 50 kDa: I'extrem carboxilic de la cadena pesada
(Hc), Pextrem aminic de la mateixa cadena (Hn) i la cadena lleugera. Cada domini
és responsable d’un pas en el cami que segueixen les neurotoxines per a la intoxica-
ci6 dels terminals nerviosos.

En la seva seqii¢ncia d’accié, les neurotoxines segueixen inicialment un patré
que comparteixen amb les toxines anomenades de tipus AB. La toxina colérica, difte-
rica i Ricinus, a més de les clostridials, en sén una mostra (Rappuoli i Montecucco,
1997). Aquest tipus de toxines estan formades per dos dominis diferenciats, un do-
mini (el B) s’encarrega de la uni6 selectiva i 'entrada a 'interior de la cel-lula, i I'al-
tre domini ('A) és responsable de 'accid toxica, habitualment a través d’una activi-
tat enzimatica.

En el cas de les NTC es diferencien, com s’ha dit anteriorment, fins a tres do-
minis, de manera que el pas d’unié i entrada a I'interior de la cél-lula es considera
per separat del d’entrada al citosol o translocacié.

Aixi, en el primer pas de la intoxicacié, les neurotoxines s’uneixen a la membra-
na presinaptica del terminal nerviés de la motoneurona; en el segon, sén internalit-
zades pel mecanisme d’endocitosi per mitja de receptor; en el tercer, 'acidificacié de
I'endosoma promou la formacié d’un porus i la translocacié del domini catalitic (ca-
dena lleugera) al citosol, on tindra accés a la proteina SNARE per procedir al quart i
definitiu pas, la seva proteolisi i la inhibicié de la secrecié (Niemann ez al., 1994;
Montecucco i Schiavo, 1995; Pellizzari ez al., 1999; Singh, 2000) (figura 2).

GBG

Domini catalitic (L)
Domini de translocacié (Hn)
( Scr Domini d’unié (Hc)
, Receptor

FIGURA 2. Esquema dels passos que segueixen les neurotoxines clostridials en la intoxicacié de les
terminacions nervioses: unié a la membrana presinaptica, internalitzacié per endocitosi i translo-
cacié al citosol de la cadena lleugera.
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L’estructura tridimensional de la BONT/A va ser la primera a ser descrita a una
elevada resolucié (Lacy ez al., 1998). Altres neurotoxines o part d’aquestes han estat
també resoltes (Umland ez a/., 1998; Swaminathan i Eswaramoorthy, 2000; Han-
son i Stevens, 2000; Emsley ez al., 2000; Fotinou ez al., 2001), de manera que s’ob-
serva una elevada semblanca entre les unes i les altres. Es pot considerar, doncs, la
BoNT/A com a model de I'estructura general per a la resta de les NTC.

DoMiINI D’UNIO (HC)

El fragment Hc de les NTC és el responsable del reconeixement i unié de les
neurotoxines a les terminacions nervioses (Niemann ez 4/, 1994; Montecucco 1
Schiavo, 1995; Pellizzari et al., 1999; Lalli ez al., 1999). El domini d’unié consisteix
en dos subdominis, formats predominantment per lamines-f3 i connectats per una
helix-o prominent. El domini d’unié s’allunya del llarg eix helicoidal del domini de
translocacid, sense que es produeixi contacte directe entre els dominis carboxilic i
de translocacié. Aquesta és 'estructura comuna a totes les NTC, amb algunes dife-
réncies en les nanses exteriors (Lacy ez al., 1998; Lacy i Stevens, 1999). Comparant
els dominis d’unié de la TeTx i la BONT/A, es pot trobar més homologia entre les
seqiiencies dels subdominis N-terminals que entre les dels C-terminals (Lacy ez 4l.,
1998; Lacy i Stevens, 1999). Aquestes diferéncies en les seqiiencies d’aminoacids
entre les neurotoxines podrien ser les responsables de les diferéncies observades en
la unié i el transport que s’han trobat, principalment entre les BoONT i la TeTx
(Lacy i Stevens, 1999; Ginalski ez al., 2000).

Es pensa que la unié de les neurotoxines clostridials a la membrana presinapti-
ca es pot realitzar per un model de «doble receptor», en que intervenen polisialo-
ganglidsids i un receptor proteic que encara no s’ha identificat. En aquest model,
les NTC reconeixerien un polisialogangliosid present a la membrana presinaptica i
s’hi unirien inicialment amb baixa afinitat. Després, es mourien lateralment per la
membrana fins a trobar un receptor proteic de més alta afinitat, que seria responsa-
ble de la seva internalitzacié per endocitosi (Montecucco, 1986).

La regi6 responsable de la unié a gangliosids ha estat localitzada en els trenta
residus de I'extrem carboxilic a la BONT/A (Shone ez al., 1985), ala TeTx (Shapiro
etal., 1997) iala BONT/E (Kubota ez 2l., 1997). També I'extrem més carboxilic és
el responsable de la unié de la TeTx a una proteina de baix pes molecular (15kDa,
identificada com a proteina Thy-1, que es troba a /ipid rafis) present a linies cel-lu-
lars neuronals i motoneurones (Herreros ez al., 2000, 2001).

Fins ara no s’ha pogut aillar el receptor proteic funcional per a les diferents
neurotoxines, encara que han sorgit alguns candidats (vegeu la taula 1). En canvi,
ha quedat ben establerta la unié selectiva de les neurotoxines a diferents tipus de
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ganglidsids (Ahnert-Hilger i Bigalke, 1995; Bullens ez 4/, 2002). La identificacié
dels receptors proteics de les neurotoxines ha estat i és un tema molt estudiat, ja que
es consideren molecules especifiques presents a la membrana presinaptica que re-
presenten vies d’entrada als terminals nerviosos i fins i tot al sistema nervids central
en el cas de la TeTx (Lalli i Schiaro, 2002).

A continuacié es presenta una taula on s’indiquen algunes de les troballes més
significatives sobre la caracteritzacié dels receptors de les NTC.

TAULA 1. Caracteritzacid bioquimica dels llocs d’unié de les neurotoxines clostridials

Toxina Molecula on s‘uneix Referéncies

TeTx Gangliosids i proteina Yavin et al., 1981
Yavin et al., 1983
Parton ez al., 1988
Lazarovi i Yavin, 1986

TeTx Ganglidsids (GD1b i GT1b) Critchley et al., 1986
Rogers i Snyder, 1981
TeTx Proteina de 20 kDa Schiavo et al., 1991
Fragment He, TeTx Thy-1 (proteina) i ganglidsids Herreros et al., 2000
Herreros et al., 2001
TeTx, BONT/A, Bi E Ganglidsids (GT1b) Schengrund ez al., 1991
BoN/TA Gangliosids (GT'1b) Kitamura ez al., 1980
BoNT/A Proteina de 140 kDa Blasi et al., 1992
BoNT/AE Sinaptotagmina I Lii Singh, 1998
BoNT/B Gangliosids (GD1a o GT1b) Nishiki ez al., 1994
Sinaptotagmina Nishiki ez al., 1996
Kozaki et al., 1998
BoNT/B Gangliosids (estructura Hanson i Stevens, 2000
tridimensional)
BoNT/B,Cl1iF Gangliosids (GD1a, GD1b i Ochanda ez al., 1986
GT1b)
BoNT/C1 Ganglidsid (GT1b) i possible Agui et al., 1985

proteina
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DOMINI DE TRANSLOCACIO (FRAGMENT HN)

Després de 'endocitosi, s’ha suggerit que el pH acid de 'endosoma provoca
un canvi conformacional del domini de translocacid, el qual formaria un porus o
canal a la membrana. Amb aquest canvi es provocaria la translocacié de la cadena
lleugera o domini catalitic al citosol a través del canal format pel domini N-termi-
nal de la cadena pesada (Hn).

El domini de translocacié té dues helixs o i un cinturé o banda de cinquanta-
quatre residus que envolta el domini catalitic. En aquest cas, manté ocult i inacces-
sible el lloc catalitic de la cadena lleugera per al substrat (la proteina SNARE diana)
i per tant es fa necessaria la separacié del domini de translocacié del catalitic perque
aquest sigui funcional (Lacy ez al., 1998; Lacy i Stevens, 1999). Aquest és el cas de
la BoNT/A, perd en altres neurotoxines botuliniques en qué aquesta banda no em-
mascara el domini catalitic, la separacié dels fragments no seria necessaria per a l'ac-
tivitat proteolitica de la cadena lleugera (Swaminathan i Eswaramoorthy, 2000).

Hi ha evidencia experimental que el domini de translocacié forma canals en
membranes artificials (Blaustein ez 2/, 1987; Donovan i Middlebrook, 1986;
Hoch ez al., 1985) i en membranes cel-lulars (Sheridan, 1998) sempre que es tro-
bi en un ambient acidic separat d’un de neutre per la membrana. Recentment
s’ha comparat el mecanisme de translocaci6 de la cadena lleugera amb el dels ca-
nals conductors/translocadors del reticle endoplasmatic, mitocondris i cloroplasts
(Koriazova i Montal, 2003).

DOMINI CATALITIC (CADENA L)

Durant molt de temps es va intentar esbrinar el mecanisme que utilitzaven les
neurotoxines clostridials per inhibir, de manera tan potent i selectiva, la secrecié
del neurotransmissor. Durant molts anys es van realitzar una serie d’estudis que,
encara que en general no van donar resultats positius, van deixar clar que les neu-
rotoxines actuaven directament en el mecanisme molecular de la secrecid, és a dir,
sobre I'exocitosi en si de les vesicules sinaptiques. Aixi, es va demostrar que les neu-
rotoxines no intervenien en la captacié de neurotransmissors o els seus precursors,
ni en la seva sintesi ni emmagatzemament a les vesicules, i que tampoc no interferien
en el potencial d’accié o en el de membrana, ni en cap canal idnic dels que es van es-
tudiar. Tampoc no afectaven la integritat del terminal nervids, ni la seva activitat
semblava que provoqués la mort neuronal, ni presentaven una activitat enzimatica
semblant a les descrites per altres toxines, com la ribosilacié ’ADP (Simpson,
1989; Dreyer, 1989). No es va tenir una pista concreta sobre el mecanisme molecu-
lar d’accié de les cadenes lleugeres fins que es va descobrir que contenien una se-
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qiieéncia comuna a les metal-loproteases dependents de zinc (Jongeneel ez al., 1989;
Kurazono ez al., 1992). A partir de llavors es va demostrar que la cadena lleugera
unia ions de zinc i que aquests eren essencials per a la seva funcié inhibidora de la
neurotransmissié (Schiavo ez al., 1992a; Rossetto ez al., 1995). Poc després es va
demostrar la seva activitat proteolitica i es van identificar els seus substrats.

TAULA 2. Relacié de les neurotoxines clostridials i els seus substrats moleculars

Neurotoxina Substrat Posicid del tall Referéncies
TeTx Sinaptobrevina/VAMP 2 Q76 F77 Schiavo et al., 19926
Cel-lubrevina McMabhon et al., 1993
BoNT/A SNAP-25 Q97 R198 Blasi et al., 1993a
BoNT/B Sinaptobrevina/VAMP 2 Q76 F77 Schiavo et al., 19926
BoNT/C1 Sintaxina-1A 1253 A254 Blasietal., 19936
Sintaxina-1B 1.252 A253 Schiavo ez al., 1995
SNAP-25 R198 A199 Williamson ez al., 1996
BoNT/D Sinaptobrevina/ VAMP 2 K59 Lo0 Yamasaki et al., 1994a
Cel-lubrevina
BoNT/E SNAP-25 R180 181 Binz et al., 1994
BoNT/F Sinaptobrevina/VAMP 12 Q38 K5 Schiavo et al., 1993
Cel-lubrevina Yamasaki et al., 1994a
BoNT/G Sinaptobrevina/VAMP 1 2 AST A82 Schiavo ez al., 1994
Cel-lubrevina Yamasaki ez al., 19945

L’activitat proteasica de les neurotoxines és molt especifica. Cadascuna efectua
un unic tall proteolitic sobre una tinica proteina (exceptuant la BONT/C1, que ac-
tua sobre dues). Tal com mostra la taula 2, els substrats de les neurotoxines tan sols
s6n tres proteines (la Sinaptobrevina/VAMP, la SNAP-25 i la Sintaxina), de mane-
ra que una mateixa proteina és el substrat de més d’una neurotoxina encara que, ex-
ceptuant la TeTx i la BONT/B, el lloc de tall sigui diferent.

Tal com s’ha esmentat, 'accié inhibidora de les neurotoxines clostridials sobre
la secrecié del neurotransmissor és molt especifica, sensible i potent, i es realitza di-
rectament sobre la maquinaria neurosecretora, responsable de la fusié de les vesicules
sinaptiques amb la membrana plasmatica. Aixi doncs, els substrats de les neurotoxi-
nes clostridials es van definir com a components de la maquinaria neurosecretora que
eren essencials per a la neurosecreci6.

El mateix any en qué es va descobrir el primer substrat de les neurotoxines (la
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Sinaptobrevina/ VAMP per a la TeTx i la BONT/B) es van descriure una serie de
proteines que formen el nucli del mecanisme de fusié de membranes. Aquestes pro-
teines es van anomenar SIVARE («receptors de SNAP») i curiosament es va veure
que eren les mateixes que els substrats de les neurotoxines.

ELS SUBSTRATS DE LES NEUROTOXINES CLOSTRIDIALS I LA MAQUINARIA
NEUROSECRETORA

La fusié de la vesicula sinaptica amb la membrana presinaptica representa el
punt culminant en la neurosecrecié: la sortida del neurotransmissor cap a I'element
postsinaptic, on es troba el seu receptor.

En els darrers anys s’han anat definint els elements que formen la maquinaria
neurosecretora, aquella que intervé en la fusié regulada per calci de les vesicules sinap-
tiques amb la membrana presinaptica. Els substrats de les neurotoxines clostridials, les
proteines SNARE, han esdevingut el centre al voltant del qual s’han anat perfilant la
resta d’elements d’aquesta maquinaria, ja que estan directament involucrades en la fu-
si6 de les membranes vesicular i plasmatica. Sén considerades com a catalitzadores del
fenomen de fusié de membranes ja que, de manera seqiiencial, recluten un seguit de
proteines, en gran part citosoliques, que regulen el procés de fusié (Jahn ez 4., 2003).

Rothman i els seus col-laboradors van descriure una serie de factors citosolics
que eren essencials per al transit i la fusié de compartiments intracel-lulars (Wilson ez
al., 1992; Rothman, 1994, 1996). Aquests elements eren 'NSF (N-ethylmaleimide
sensitive factor, una proteina amb activitat ATPassica) i les proteines SNAP (o- i -,
soluble NSF attachment proteins), que s’unien al primer. Segons la seva hipotesi, dos
compartiments de membrana cel-lulars, el donador i I'acceptor, es reconeixen per
unié especifica de proteines que tenen a la seva superficie. Després de la seva unid,
el complex que es forma recluta els factors citosolics SNAP i NSF, situacié que pro-
voca I’hidrolisi I’ATP per 'NSF, i causa la fusi6 dels dos compartiments (figura 3).
Mitjan¢ant una columna d’afinitat que contenia NSF i SNAP, van poder aillar les
proteines dels compartiments de membrana a partir d’un extracte de cervell de bou
(Sollner et al., 1993). Les proteines eren la Sinaptobrevina/ VAMP, la SNAP-25
(synaptosomal associated protein of 25 kDa) i la Sintaxina-1 (A i B), a les quals van
anomenar SNARE, perque es comportaven com a proteines receptores del factor ci-
tosolic SNAP (SNAP-receptors). Com que la Sinaptobrevina és una proteina de la
membrana de la vesicula sinaptica, considerada com a compartiment donador, es
va definir com a v-SNARE.

La SNAP-25 i la Sintaxina-1, en estar en el compartiment acceptor (zarget), es
van definir com a t-SNARE. A partir d’aquests descobriments es va perfilar la hipo-
tesi inicial SNARE per explicar el mecanisme de fusié (figura 3). Des de la primera
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descripcid, s’han anat trobant proteines SNARE en practicament tots els fendmens
de transit intracel-lular de membranes, de manera que les proteines SNARE for-
men una superfamilia de més de trenta-cinc membres en cel-lules de mamifer
(Chen i Scheller, 2001; Bock ez al., 2001). Per tant, les proteines SNARE no estan
només involucrades en la secrecié regulada del neurotransmissor, siné també en la
majoria dels processos de fusié de compartiments intracel-lulars. Dintre de la su-
perfamilia, hi ha la tendéncia, basant-se en homologies entre els diferents membres,
a catalogar-les en la familia de la Sinaptobrevina/VAMP, de la SNAP-25 i de la Sin-
taxina, ja que les proteines SNARE que es van descriure originalment sén les més
ben caracteritzades i les que s’han anat utilitzant com a model.

Mg-ATP  V-SNARE

NSF < -SNARE
V- SNARE » [{[] «=SNARE
SNAP

FIGURA 3. Esquema que mostra la hipotesi SNARE que es va proposar inicialment.

En I'esquema inicial les proteines SNARE eren responsables del reconeixe-
ment i la unié dels dos compartiments, i formaven un complex per associacié anti-
paral-lela. La seva dissociacié per accié de 'NSF promouria la fusié de membranes.
No obstant aixd, aquest esquema ha variat molt des de la resoluci6 de I'estructura
tridimensional del nucli del complex SNARE (Jahn ez 4/., 2003).

L’estructura tridimensional la van resoldre 'any 1998 els grups de Reinhard
Jahn i Axel Brunger (Sutton ez al., 1998). De l'estructura es van extreure una serie
de conclusions:

— El complex esta format per quatre segments: un de Sinaptobrevina/ VAMP,
un altre de Sintaxina-1, i els altres dos de SNAP-25.

— Els segments es disposen en sentit paral-lel, és a dir, amb els extrems N-ter-
minals en un mateix costat i els C-terminals a I'altre, en una estructura he-
licoidal. Quan cada SNARE es troba en el seu compartiment es forma un
complex de tipus zrans-. Després de la fusié, totes les proteines SNARE es-
tan en la mateixa membrana fent un complex de tipus c¢s-.
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— El nucli del complex és molt estable i resistent a detergents denaturants
com I’SDS.

— El complex es forma pels extrems aminics, amb un moviment cremallera
cap a I'extrem carboxilic. D’aquesta manera, les membranes dels dos com-
partiments es van apropant fins al punt de poder-se fusionar en el cas que
no existeixi cap mecanisme de control (Weber ez a/., 1998).

Poc després es va proposar que I'accié disgregadora de 'NSF (amb SNAP) es
realitzés sobre el complex cis-, després de la fusié de membranes, per tal d’alliberar
els respectius components del complex SNARE i que poguessin tornar a ser utilit-
zats en un altre cicle de fusié (Jahn ez 4/, 2003).

EL CICLE VESICULAR I LA FORMACIO DEL COMPLEX SNARE

Les vesicules sinaptiques sén produides en el cos neuronal i posteriorment
transportades al terminal nerviés on, després d’una primera fusié amb la membrana
presinaptica, entren en un cicle de reutilitzacié, de manera que una vesicula sinaptica
pot intervenir en la secreci6 del neurotransmissor diverses vegades (Sudhof, 1995).
La fusié de les vesicules sinaptiques amb la membrana plasmatica, base de la neurose-
crecid, és un pas més d’aquest cicle. L’any 1995, Thomas Stidhof va esquematitzar els
diferents passos que segueixen les vesicules sinaptiques en el seu cicle, agafant com a
punt de partida la nova formacié de la vesicula a partir d’'un compartiment endoso-
mal (Sudhof, 1995). Malgrat algunes modificacions, aquest esquema encara és vi-
gentihaservitde model per estudiar cada un dels passos que formen el cicle vesicular.

L’esquema adjunt (figura 4) representa una modificaci6 de I'original on es res-
salten els passos previs a la fusié de la vesicula sinaptica. De I'esquema inicial es des-
prén que hi ha una poblacié de vesicules adherida fisicament a la membrana plas-
matica i una altra d’allunyada o, si més no, en un segon pla, parcialment o
totalment associada al citoesquelet del terminal nervids.

De les vesicules que estan fisicament en contacte amb la membrana plasmatica,
no totes estan preparades per a 'exocitosi immediata, de manera que es pot parlar
d’una diversitat funcional de vesicules adherides a la membrana plasmatica. Aquelles
que estan llestes per a la secrecié formen el grup preparat per a la secrecié (RRP, de
Pangles release-ready pool). S’entén que aquestes vesicules tenen el complex SNARE
totalment format i preparat per al pas final de la fusid, perd que hi ha algun mecanis-
me que probablement actua com a sensor del calci intern i que el manté aturat (Xu ez
al., 1998; Martin, 2002; Chapman, 2002). Per tant, ja que la formacié del complex
SNARE és necessaria i suficient per a la fusié de membranes, els passos previs a 'exo-
citosi estan destinats a la regulacid i correcta formacié d’aquest complex.
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Sintaxina-1
Sinaptobrevina/VAP 2
SNAP-25

TeNT
BoNT/G BONT) /BBONT/ D BoNT/F

BoNT/A
BoNT/C BoNT/E

FIGURA 4. Representacié esquematica del cicle vesicular en la terminacié nerviosa i detall del
complex SNARE.
Font: Sutton ez al. (1998), Nature, nim. 395, p. 347-353.

Aquests passos previs sén la fixacié de la vesicula carregada amb el neurotrans-
missor a la membrana presinaptica (docking) i la seva preactivacié (priming), que fa
que la vesicula es torni competent per a la seva fusid, i formi part del grup de vesicu-
les llestes per a la secrecid. El temps que passa des de I'entrada de calci a l'interior
del terminal, per I'obertura dels canals dependents de voltatge, fins a la fusié de les
vesicules sinaptiques, es considera que és massa curt per realitzar tots els passos pre-
vis a la fusié, de manera que la vesicula sinaptica ja ha d’estar preparada en el mo-
ment precis de I'estimul (Almers i Tse 1990; Bruns i Jahn, 1995; Neher, 1998).

Des de fa anys s’han invertit grans esforgos a assignar les proteines presents als
terminals nerviosos a cada un dels passos del cicle vesicular. Existeixen excel-lents

revisions sobre el tema on el lector interessat pot adregar-se (Augustine ez al., 1999;
Jahn i Sudhof, 1999; Brunger, 2001; Martin, 2002; Jahn ez /., 2003).
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Darrerament, s’ha centrat especial atencié en els dos passos previs a la fusid,
aquells que regulen el volum de vesicules llestes per a la secrecid.

El plantejament general és que les proteines SNARE estan involucrades en un
cicle de formacié i segregacié del complex que segueix el de fusié vesicular (Jahn ez
al., 2002). En aquest cicle intervenen, a més de les proteines SNARE, proteines
moduladores del procés, algunes de les quals s’han anat identificant com a segresta-
dores de les proteines SNARE, que eviten la formacié del complex. Entre aquestes
s’ha descrit la Sinaptofisina per a la Sinaptobrevina (Calakos i Scheller, 1994; Edel-
mann et al., 1995) ila Sec1/Muncl18 per a la Sintaxina (Pevsner ez al., 1994; Dulu-
bova et al., 1999).

La Sintaxina sembla que té un paper clau en la modulacié de la forma-
cié del complex SNARE. Es pot replegar sobre si mateixa, en la forma que s’ano-
mena fancada i que no pot formar complexos, o bé es pot trobar en la forma
oberta, desplegada, capag de formar complexos SNARE. La Sec1/Muncl8 s’u-
neix a la Sintaxina i la manté en la seva forma tancada, de manera que impedeix
la seva interaccié amb la SNAP-25 i la Sinaptobrevina/VAMP. La unié de la
Sec1/Munc18 amb la Sintaxina ha estat especialment estudiada i (en resum) s’ha
descrit que:

— la Sec1/Munc18 interacciona amb la Sintaxina-1 i forma un complex he-
terodimeric del qual s’ha determinat estructura tridimensional (Misura
etal., 2000),

— la unié de la Munc18 amb la Sintaxina inhibeix la interaccié d’aquesta
amb la Sinaptobrevina i la SNAP-25, de manera que es bloqueja la forma-
cié de complexos SNARE (Perez-Branguli ez al., 2002),

— els ratolins mutants deficients per a aquesta proteina tenen abolida la se-
crecié de neurotransmissor, tant I'evocada com I'espontania, de manera
que aquesta proteina és essencial per al procés de secrecié (Verhage ez al.,
2000),

— La Munc18 esta implicada en el pas de fixacié de les vesicules secretores a
la membrana plasmatica (Voets ez al., 2001).

Hi ha altres proteines que intervenen en I'activacié de les vesicules sinaptiques
(priming, o pas previ a la fusié de membranes), que sén capaces de desplagar la
Secl/Muncl8 de la seva unié amb la Sintaxina-1 i aix{ permetre (i fomentar) la for-
maci6 del complex SNARE. Entre aquestes s’han descrit la Tomosina, la Muncl13,
i la RIM (Fujita ez al., 1998; Brose et al., 2000; Martin, 2002; Rizo i Sudhof,
2002).
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LA UTILITZACIO DE LA TOXINA BOTULINICA
COM A EINA TERAPEUTICA

Abans de prosseguir, cal tenir en compte que encara que es mencionin i s’aga-
fin com a referéncia les aprovacions o no per part de la FDA (Food and Drug Ad-
ministration dels Estats Units) sobre I'ds terapeutic de la toxina botulinica, cada
pais té la seva legislacié, que pot variar, i que s"ha de consultar abans de qualsevol
aplicacié de les toxines.

Durant les guerres napoleoniques, al ducat de Wiirttemberg a Stuttgart, es va
observar 'augment de morts per intoxicacions atribuides al consum de menjar en
mal estat, concretament, de salsitxes fumades. Justinus Kerner (metge i poeta,
1786-1862) va realitzar la primera descripcié clinica detallada del botulisme, aixi
com del seu possible potencial per al tractament d’algunes alteracions d’origen ner-
viés o muscular. Va demostrar la relacié entre la malaltia i el menjar en mal estat i
inicialment va pensar que era una toxina present en el greix ('anomenava ver? de les
salsitxes o del greix). Va deduir, a partir dels simptomes clinics i de les seves observa-
cions experimentals, que la toxina actuava suspenent la transmissié al sistema ner-
vids periferic motor i al sistema simpatic i parasimpatic, perd deixant la transmissié
sensorial intacta. També va proposar I'tis de la toxina com a terapia en aquells casos
en que en el sistema nervids, sobretot el simpatic, es trobava hiperactivat i hiperex-
citat, i en els casos d’hipersecrecié de fluids corporals, entre altres aplicacions.
Arran dels seus estudis, al botulisme (en aquella época, la intoxicacié per salsitxes)
s¢’l coneixia com a malaltia de Kerner. No va ser fins a 'any 1870 que un altre met-
ge alemany, Miiller, li va donar el nom de borulisme a la intoxicacié per salsitxes
(del llati borulus, salsitxa). El 1895, a partir d’un episodi de botulisme causat pel
consum de pernil en conserva a Ellezelles (Belgica), Emile-Pierre van Ermengem,
professor de bacteriologia a la Universitat de Ghent que havia estat al laboratori de
Robert Koch, va relacionar, aillar i identificar un bacteri gram positiu, anaerdbic i
productor d’espores com a causant del botulisme, i 'anomena inicialment Bacillus
botulinus (Erbguth i Naumann, 1999). Aquest nom al cap d’uns anys va ser canviat
pel de Clostridium botulinum, que s’ha mantingut fins al moment. L’any 1949 es va
descriure que la toxina botulinica (de tipus A) actuava sobre la unié neuromuscular
inhibint la secrecié d’acetilcolina (Burgen ez al., 1949).

La toxina botulinica de tipus A va ser purificada al comengament de la decada
dels anys vint del segle passat pel doctor Herman Sommer de la Universitat de Cali-
fornia, i cristal-litzada en forma de complex el 1946 pel doctor Edward J. Schantz de
la Universitat de Wisconsin a Madison. Aixd va permetre un estudi més detallat
de la toxina botulinica de tipus A, tant del seu mecanisme d’accié com de la seva
possible aplicacid terapeutica. L’any 1979, el doctor Schantz va purificar una reme-
sa de toxina botulinica cristal-lina, que ha estat I'inica que ha rebut I'aprovacié de
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la FDA per al seu ts (comercialitzada ara com a Botox) fins a la nova remesa apro-
vada el 1997 (Klein, 2002). Encara que Justinus Kerner ja va suggerir els possibles
usos terapeutics de la toxina botulinica al primer quart del segle XX, no va ser fins al
1973 que el doctor Alan Scott de la Smitt-Kettlewell Eye Research Foundation a
San Francisco, utilitzant la toxina purificada pel doctor Schantz, va realitzar els pri-
mers experiments per al tractament de 'estrabisme en micos, i el 1978, en volunta-
ris humans. EI 1989 la FDA va aprovar la utilitzacié de la toxina botulinica de tipus A
amb el nom d’Oculinum (Oculinum, inc., fundada pel doctor Alan Scott) per al
tractament de I'estrabisme i el blefarospasme. Oculinum va ser adquirit per la com-
panyia Allergan per a la seva distribucié i futures aplicacions i poc després va can-
viar al nom actual de Botox. La utilitzacié amb e&xit de la toxina botulinica de tipus
A per al tractament d’aquestes alteracions neuromusculars va ser el comengament
per a 'is més ampli d’aquesta toxina en les afeccions musculars caracteritzades per
la contraccié muscular involuntaria. A finals de I'any 2000, la FDA va aprovar la
utilitzaci6 de la toxina botulinica de tipus A (Botox) per al tractament de la distonia
cervical en adults, per corregir la posicié anormal del cap i el dolor de coll associat.
Els anys vuitanta, la doctora Jean Carruthers, oftalmologa canadenca, es va adonar
de l'aspecte més relaxat que tenien els pacients tractats amb toxina botulinica per al
blefarospasme, i juntament amb el seu marit, van iniciar els estudis per al tracta-
ment d’arrugues facials (Carruthers, 2002). Recentment, la FDA ha aprovat la uti-
litzaci6 de la toxina botulinica de tipus A (Botox Cosmetics) en el camp de la cos-
metica, per a l'eliminacié d’arrugues en adults provocades per la contraccié
prolongada de musculs facials, possiblement una de les aplicacions més sorprenents
de la toxina més potent que existeix.

La utilitzacié de la toxina botulinica de tipus A s’ha anat estenent a altres alte-
racions en que la relaxacié muscular o la inhibicié de la secrecié d’acetilcolina dels
terminals nerviosos periferics pot suposar una millora dels simptomes. Algunes de
les aplicacions que s’han descrit inclouen I'espasticitat de la laringe (disfonia espas-
modica), tremolors a les mans i espasmes als musculs de 'esquena i les extremitats,
fissura anal, musculs distdnics o espastics a la paralisi cerebral (aquest ds ha estat
aprovat a Europa pero no encara als Estats Units) o acalasia esofagica, entre d’altres.

A comencaments dels anys noranta, es va observar que els pacients tractats
amb la toxina patien menys dolors de cap i per tant s’esta considerant i provant el
seu Us per al tractament de la migranya i altres dolors associats a trastorns muscu-
lars, com el dolor miofacial, la fibromialgia, el mal d’esquena, d’extremitats...

També s’ha provat amb exit la utilitzacié de la toxina botulinica de tipus A en
el camp de la hipersecrecié glandular, com la hiperhidrosi (excessiva sudoracié) o el
ptialisme (hipersalivacio).

Finalment, la utilitzacié de la toxina botulinica en casos d’obesitat esta en fase
experimental inicial, perd se n’ha referenciat alguna experie¢ncia i s’intenta empren-
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dre estudis pilot per avaluar-ne I'eficacia (Rollnik ez /., 2003). Els resultats obtin-
guts en animals fan pensar que la injeccié de toxina botulinica a la paret gastrica pot
inhibir la seva musculatura, i provocar un alentiment en el buidat gastric i una acce-
leracié de la sensacié de sacietat. D’aquesta manera es pot reduir el pes corporal en
reduir la quantitat de menjar ingerit.

Actualment, la toxina botulinica de tipus A es comercialitza amb el nom de Bo-
tox (de la casa Allergan, amb seu als Estats Units) i Dysport (de la casa Ipsen, ltd.,
amb seu a Anglaterra). Aquestes toxines s’apliquen per injeccions molt localitzades.
L’efecte és temporal, que pot ser de setmanes a uns mesos, depenent del temps que
es triga a regenerar els terminals, de manera que per mantenir-ne els efectes s"han de
realitzar noves injeccions. Un dels problemes associats a aquest tipus de tractament,
i que en limita I'ds, és la generacié d’anticossos contra la toxina, de manera que en
aquests casos se n’ha d’injectar més dosi per obtenir el mateix efecte, fins al punt
que pot arribar a ser inefectiva. Per resoldre aquest problema s’utilitzen basicament
dues estrategies. Una és la de produir i experimentar toxines botuliniques d’altres
tipus (Ludlow ez al., 1992; Eleopra ez al., 1997, 1998). D’entre la resta de toxines
botuliniques, fins al moment tan sols s’ha arribat a comercialitzar a partir de 'any
2000 la de tipus B, per al tractament de la distonia cervical o torticoli espastica
(nom comercial, Myobloc, de la casa Elan). La resta de toxines botuliniques s’han
anat estudiant per a la seva aplicacié terapéutica sense que fins al moment presentin
una bona alternativa a la de tipus A, ja que tenen poca eficacia o especificitat per al
muscul huma i/o menys temps d’activitat després de la injeccié (Pellizzari ez al.,
1999). L’altra estrategia consisteix a modificar les toxines per obtenir preparacions
més pures, menys antigéniques, amb més activitat i/o amb efecte més durador.
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ALGUNES ADRECES D’INTERNET

Hi ha un gran nombre d’adreces d’Internet on la persona interessada es pot
adrecar per obtenir més informacié sobre el tema. Les que es relacionen a continua-
cié en sén una mostra.

INFORMACIO GENERAL

— http:/fwww. bt.cde.gov/agent/botulism/index. asp

— htp:/fom.cfsan.fda.gov/-mow/chap2. htm!

— http:/fwww.neuro.wustl.edu/neuromuscular/nother/bot. htm#infant
— hutp:/fiaith.tapetrade. net/botulism/

—  http:/fwww.emedicine.com/plastic/bynamelbotox-injections.htm

— http:/fwww.emedicine.com/ped/topic273. htm

— hitp:/lus.expasy.org/spotlight/articles/sptlr019. html
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