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Clostridium botulinum toxin - a wonderful poison
Summary

Botulinum toxin is a neurotoxin protein produced by the bacterium
Clostridium botulinum. It is one of the most poisonous, naturally occurring sub-
stances in the world and it is the most toxic protein. Although it is highly toxic,
it is used in medicine.

Clinical applications of botulinum toxin, which include the treatment of
overactive skeletal and smooth muscles, hypersecretory and painful disorders
as well as cosmetics applications, have increased exponentially since it was first
used clinically to treat strabismus more than two decades ago. This paper de-
scribes the structure, mechanism ofaction and application ofbotulinum toxin.
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1. Wstep

Toksyna botulinowa, zwana réwniez jadem kietbasianym, to
neurotoksyna wytwarzana przez bakterie Clostridium botulinum.
Jest to jedna z najbardziej trujgcych substancji wystepujgcych
naturalnie w przyrodzie. Nauka wykorzystata jednak wtasciwosci
neurotoksyny i sprawita, ze trucizna z powodzeniem stuzy dzi-
siaj czlowiekowi. Toksyne botulinowg wykorzystuje sie m. in.
w terapii zaburzen nerwowo-miesniowych oraz w medycynie es-
tetyczne;.

W przyrodzie, wystepuje ponad sto dwadzieScia szczepow
bakterii Clostridium botulinum. Bakteria ta, to Gram (-1-), prze-
trwalnikowa laseczka, rozwijajaca sie jedynie w warunkach bez-
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tlenowych i waskim przedziale pH: 7,0-7,3- Przetrwalniki (endospory) tworzg sie
subterminalnie powodujgc charakterystyczne rozdecie komoérki. Endospory sg bar-
dzo wytrzymate, mozna je zniszczy¢ jedynie poprzez sterylizacje. Czynnikiem wiru-
lentnym Clostridium botiilinum jest toksyna botulinowa, jej dziatanie polega na ha-
mowaniu wydzielania acetylocholiny w potaczeniach nerwowo-migsniowych, co
prowadzi do paratizu miesni (1).

Endospory Clostridium botulinum wystepujg powszechnie w glebie i moga rozwi-
ja¢ sie w Zle przechowywanej zywnosci. Poniewaz toksyna moze przenika¢ przez
btone stuzowa do uktadu pokarmowego, do zatrucia jadem kietbasianym dochodzi
gtébwnie droga pokarmowa. Wbrew temu co sugeruje facinska nazwa (botulus -
kietbasa) zrodtem zatrué€ sg nie tytko przetwory (konserwy) miesne, lecz réwniez ja-
rzynowe i rybne. Objawy zatrucia wystepuja od 18 do 36 godzin po spozyciu zainfe-
kowanego jedzenia. Do typowych symptoméw zalicza sie podwadjne widzenie, uczu-
cie suchosci w jamie ustnej spowodowane upos$ledzeniem wydzielania $liny, pora-
zenie perystaltyki jelit, zaburzenie mowy i polykania, porazenie miesni oddecho-
wych i w efekcie $mier¢ (1,2).

W zaleznosci od szczepu bakterii rozréznia sie siedem typow toksyn botulino-
wych, oznaczonych kolejnymi literami alfabetu A, B, ClI, D, E, Fi G (3). Wszystkie sg
biatkami sktadajgcymi sie z dwoch tancuchow, ciezkiego HC (100 kDa) i lekkiego LC
(50 kDa), potaczonych mostkiem disiarczkowym. Podjednostka lekka posiada wtas-
ciwosci proteolityczne. W zaleznosci od typu toksyny, dzialanie proteolityczne skie-
rowane jest na rézne biatka transbtonowe w tym, np. na biatka SNARE. Wszystkie
typy toksyny botutinowej posiadajg podobny mechanizm dziatania, natomiast rézni-
ce wystepujg w ich strukturze i stopniu toksycznosci (4,5).

2. Zarys historyczny

w 1885 r. Claude Bernanrd stwierdzit, ze ,trucizna moze zabija¢, albo moze byc¢
réwniez czynnikiem wykorzystywanym do leczenia choréb” (6).

Bakteria Clostridium botulinum po raz pierwszy zostala wyizolowana w 1895 r.
przez belgijskiego prof. Emila van Ermengena, natomiast w roku 1944 Edward
Schantz jako pierwszy uzyskat toksyne botulinowg w formie krystalicznej (7). W la-
tach 60. XX w. dr Alan Scott jako pierwszy rozpoczgt testowanie toksyny botutino-
wej typu A na matpach. Rezultaty byly obiecujgce, wstrzykniecie niewielkiej dawki
toksyny do nadaktywnych miesni oka doprowadzito do znacznego rozluznienia kur-
czu powiek u testowanych zwierzat. Na podstawie testéw wykazano, ze jad kietba-
siany jest skuteczny réwniez w leczeniu zeza (8). W 1988 r. mala firma farmaceu-
tyczna Allergan, produkujgca m.in. soczewki kontaktowe, odkupita od dra Alana
Scotta prawa do sprzedazy toksyny botutinowej typu A, produkowanej wéwczas
pod nazwg Oculinum. Firma zmienita wkrétce nazwe handlowg na Botox i rozsze-
rzyta zakres badan nad klinicznym zastosowaniem toksyny (9). W 1989 r. Amerykan-
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ska Agenda ds. Zywnosci i Lekéw (ang. US Food and Drug Administration) wydata fir-
mie Allergan licencje na produkcje Botoxu w celach terapeutycznych (kurcze po-
wiek, zez, przykurcze, spastyczno$¢ miesni) u oséb powyzej 12 roku zycia. W 2000 r.
PDA pozwolito na stosowanie toksyny botulinowej w przypadku dystonii szyjnej
oraz jako $rodek przeciwbodlowy, a w 2002 r. w medycynie kosmetycznej w celu zre-
dukowania zmarszczek (9-11,22).

3. Organizacja locus toksyny botulinowej typu A w genomie Clostridium
hotulinum

w 2003 r. opisano sekwencje genetycznag kompleksu tworzgcego toksyne botuli-
nowg typu A. Zsekwencjonowano szes$¢ otwartych ramek odczytu kodujgcych gen
Bo/V7, geny kodujgce biatka nietoksyczne tzw. biatka asocjujgce HA70, HA17, HA34,
NTNH oraz gen kodujacy biatko botR/A (12). Szczeg6towe informacje dotyczace se-
kwencji nukleotydowej oraz sekwencji aminokwasowe] biatek wchodzacych w sktad
kompleksu neurotoksyny podano w tabeli 1.

Tabela 1

Dane dotyczace biatek wchodzacych w sktad kompleksu neurotoksyny botulinowej typu A (12)

Gen neurotoksyny Geny dla biatek Dlugosé Liczba aminokwaséw Masa Numer GenBank
nietoksycznych genu (pz) (kDa)
BoONT 3886 1296 149,4 Af488749
(LC-EHC)
NTNH 3581 1193 138,2 AF488748
HA70 1881 625 71,1 AF488747
HA17 440 147 17,0 AF488745
HA34 881 291 33,8 AF488746
BoOtR/A \ 536 178 21,7 Af488750

Geny kodujace toksyne botulinowa i biatka nietoksyczne tworza klaster genéw
nazywany locus botuliny. Jest on prawdopodobnie potozony w obrebie ruchomego
elementu genetycznego, ktéry w zaleznosci od rodzaju szczepu wystepuje w roz-
nych miejscach w genomie (typ G na plazmidzie, typ C i D na bakteriofagu, typ A, B,
E, F na chromosomie). Na rysunku | przedstawiono genetyczng organizacje genow
neurotoksyny botulinowej typu A (13,14).
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BotR/A

ha operon ntnh-bont/A operon

Rys. 1. Schemat przedstawiajacy klaster genéw kodujacych toksyne botulinowa typu A oraz biatka
nietoksyczne i biatko BotR/A (13). Gen bont!A Jest zlokalizowany na 3’ koncu locus i Jest poprzedzony ge-
nem ntnh (ang. non-toxic-non-hemagglutinin). Geny ntnb i bont sg transkrybowane w tym samym kierunku.
Geny hemaglutyniny (ha70, hal7, ha34) sa zlokalizowane na 5' koncu i sg transkrybowane w przeciwnym
kierunku. Gen botR Jest zlokalizowany pomiedzy operonem ntnh-bont/A i operonem ha.

Geny neurotoksyny i biatek nietoksycznych tworzg dwa policystronowe operony
(operon ntnh-bont/A i operon ha), transkrybowane w przeciwnych kierunkach. Roz-
dzielone sg one genem kodujgcym biatko botR/A, ktére jest regulatorem wzmac-
niajacym ekspresje gendw botuliny. Omawiany locus toksyny botulinowej wystepu-
je w genomie tylko w jednej kopi (15-17).

4. Struktura toksyny botulinowej

Potwierdzenie struktury krystalicznej toksyny botulinowej w labolatorium prof.
Raymonda Stevensa bylo podstawowe w rozumieniu mechanizmu dziatania neuro-
toksyny. Struktura duzego biatka o masie 150 kDa jest ptaska i modutowa (sktada
sie z modutéw/domen), dzieki czemu posiada wyjatkowy potencjat i selektywnos¢
neuronowg. Toksyna sklada sie z trzech domen: 1) wigzacej (C-koniec tahcucha ciez-
kiego), 2) translokacyjnej (N-koniec faricucha ciezkiego) oraz 3) enzymatycznej
(fancuch lekki) z wysoce specyficzng aktywnoscia endopeptydazy do przecinania
biatek zaangazowanych w uwalnianie neurotransmiteréw (rys. 2). Domeny réznig
sie od siebie strukturalnie, natomiast domena enzymatyczna otoczona jest petla.
Domeny moga dziata¢ niezaleznie od siebie, cecha ta stwarza wiele mozliwosci do
tworzenia inhibitoréw neurotoksyny (23).

Poznanie struktury oraz modelu czgsteczkowego stworzyto mozliwos¢ zaprojek-
towania antidotum przeciwko botulizmowi. Dowiedziono, ze zablokowanie ktérej-
kolwiek z domen moze zahamowaé funkcje toksyny botulinowej. Ludzkie przeciw-
ciata monoklonalne, mate peptydy i mate czasteczki wptywajace na aktywnos¢ endo-
peptydazy zostaly uznane za potencjalne nowe inhibitory. Szczegotowe informacje
dotyczace strategii projektowania inhibitoréw neurotoksyny Clostridium botulinum
zamieszczone sg w pracy S. Gai i B.R. Singh z 2007 r. (18).
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Domena translokacyjna

Domena enzymatyczna

Domena wigzaca

Rys. 2. Krystaliczna struktura toksyny botulinowej typu A (3-D) z zaznaczonymi trzema domenami:
1) wigzaca, 2) translokacyjng i 3) enzymatyczna (23).

5. Mechanizm dziatania toksyny botulinowej

Ztagcze nerwowo-miesniowe to synapsa znajdujgca sie pomiedzy neuronem ru-
chowym i witbknem miesniowym. U zdrowego cztowieka impuls nerwowy docie-
rajgcy do synapsy nerwowo-miesniowej powoduje otwarcie bramkowanych napie-
ciem kanatdbw wapniowych obecnych w blonie presynaptycznej. Wnikanie jonéw
wapnia do wnetrza neuronu poprzez otwarte kanatly powoduje fuzje pecherzykow
synaptycznych z blong presynaptyczng i uwolnienie acetylocholiny do szczeliny sy-
naptycznej. Acetylocholina dyfunduje poprzez szczeline i wigze sie z miesniowym
receptorem acetylocholiny, powodujgc depolaryzacje sarkolemmy i powstanie po-
tencjatu czynnosciowego, ktory pizemieszcza sie wzdtuz komorki miesniowej, wy*-
wotujgc skurcz miesnia. Warunkiem niezbednym do potaczenia pecherzykéw synap-
tycznych z btong komérkowa neuronu i uwolnienia przekaznika nerwowego na
zewnatrz komorki jest obecnos¢ kilku biatek transbtonowych (SNARE), tworzgcych
kompleks fuzyjny. Nalezg do nich syntaksyna, synaptobrewina (VAMP2) oraz biatko
SNAP 25. Syntaksyna wraz z przytaczonym do niej biatkiem SNAP 25 umiejscowiona
jest w presynaptycznej btonie komérkowej, natomiast synaptobrewina jest zakotwi-
czona w bionie pecherzyka poprzez pojedyncza helise transbtonowg, wieksza jej
czes¢ znajduje sie po stronie cytozolowej, gdzie dostepna jest dla biatka SNAP 25.
Powstanie kompleksu biatkowego umozliwia zblizenie sie pecherzyka do btony ko-
morkowej na odlegtos¢ optymalng dla potgczenia sie bton oraz uwolnienie acetylo-
choliny do przestrzeni presynaptycznej, co powoduje przekazanie impulsu nerwo-
wego do miesni, a w konsekwenciji ich skurcz (19) (rys. 3).
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Rys. 3. Mechanizm przekazywania impulsu nerwowego z synapsy do miesni. Powstanie kompleksu
biatkowego sktadajacego sie z biatek SNARE (Synaptobrewina, Syntaksyna, SNAP 25), umozliwia zblize-
nie sie pecherzyka synaptycznego do btony presynaptycznej na optymalng odlegto$¢. Fuzja pecherzy-
kéw z btong powoduje uwolnienie acetylocholiny do szczeliny synaptycznej, co powoduje przekazanie
impulsu nerwowego do mies$nia.

W przypadku gdy toksyna botulinowa dostanie sie do organizmu jest wchtaniana
w jelitach i poprzez endocytoze przenika do uktadu krwionosnego i timfatycznego.
Nastepnie wnika do naczyn krwionosnych wskutek nierozpoznanego dotychczas
mechanizmu, przedostaje sie do przestrzeni miedzykomorkowej, gdzie oddziatuje
z cholinergicznymi komoérkami nerwowymi.

Niezaleznie od typu toksyny botutinowej mechanizm dziatania kazdej z nich jest
podobny i mozna go sprowadzi¢ do trzech gtéwnych etapow (rys. 4).

W pierwszym etapie neurotoksyna wigze sie z blong presynaptyczng neuronu
poprzez specyficzne oddziatywania pomiedzy domeng wigzaca tancucha ciezkiego
a receptorami znajdujgcymi sie na powierzchni komorki.

W drugim etapie toksyna przenika do wnetrza zatrutej komorki, tworzy sie pe-
cherzyk synaptyczny, po czym czasteczka toksyny jest wchianiana do wnetrza neu-
ronu na drodze endocytozy. Nastepnie neurotoksyna opuszcza pecherzyk (en-
dosom) i przedostaje sie do cytoptazmy komorki. Na skutek dziatania pomp proto-
nowych w bilonie endosomu nastepuje stopniowe obnizenie pH. Uwaza sie, ze
w pH 5,5 i nizszym nastepuje zmiana konformacji toksyny, ktéra prowadzi do eks-
pozycji reszt hydrofobowych i umozliwia toksynie botutinowej osadzenie sie na
membranie synaptycznej.

W ostatnim etapie nastepuje redukcja mostku disiarczkowego taczacego tan-
cuch ciezki i faricuch lekki neurotoksyny. tancuch lekki staje sie metatoproteaza
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Rys. 4. Mechanizm dziatania toksyny botulinowej. Toksyna botulinowa wiaze sie¢ z btona presynap-
tyczng i przenika do wnetrza zatrutej komorki, tworzy sie pecherzyk synaptyczny. W drugim etapie na-
stepuje redukcja wigzania disiarczkowego taczacego tancuch ciezki i tancuch lekki neurotoksyny.
tancuch lekki staje sie metaloproteaza, ktorej celem dziatania sg biatka transbtonowe SNARE. Degrada-
cja ktéregokolwiek z tych biatek uniemozliwia potaczenie sie pecherzyka synaptycznego z btong presy-
naptyczng i uwolnienie acetylocholiny do przestrzeni miedzykomoérkowej (19).

(w centrum katalitycznym podjednostki wystepuje jon cynku), ktérej celem
dzialania sg biatka transbtonowe SNARE. Degradacja ktéregokolwiek z tych biatek,
uniemozliwia potgczenie sie pecherzyka synaptycznego z btong presynaptyczng
i uwolnienie acetylocholiny do przestrzeni presynaptycznej. Zablokowanie przeka-
zywania impulsu nerwowego do miesni powoduje diugotrwate rozluznienie migéni
20-22).

Wraz ze szczegOtowym zrozumieniem tnechanizmu dziatania toksyny botulino-
wej, powstato wiele nowych mozliwosci uzyskiwania inhibitoréw i antidotum prze-
ciwko botulizmowi. Inhibitory moga hamowac¢ dziatania toksyny na kazdym z trzech
etapéw: wigzanie do btony presynaptycznej, endocytoze, transtokacje, dziatanie
proteazy, jak rowniez moga neutralizowa¢ toksyny w srodowisku zewnatrzkomor-
kowym (18).

Jakkolwiek wszystkie typy toksyny botulinowej hamujg wydzielanie acetylocholi-
ny do przestrzeni synaptycznej, to kazda z nich oddziatuje w inny sposéb na biatka
typu SNARE. Przyktadowo, toksyny botulinowe typu A i E degradujg 25 kDa biatko
SNAP 25, ale kazda z toksyn w innym docelowym miejscu ciecia. Typy B, D, Fi G od-
dziatuja z biatkiem VAMP, przecinajac je w zaleznosci od typu w réznych miejscach.
Toksyna botulinowa typu C moze degradowac zaréwno syntaksyne jak i biatko SNAP
25 (4,23).
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W tabeli 2 przedstawiono poszczegolne typy toksyny botulinowej, biatka na kto-
re skierowane jest dziatanie proteolityczne oraz docelowe miejsca ciecia dla po-
szczegolnych typéw neurotoksyny.

Tabela 2
Dziatanie proteolityczne toksyn botulinowych (23)
Typ toksyny botulinowej Degradowane biatko Miejsce cigcia
A SNAP-25 GInl97-Arglo8
B VAMP/Synaptobrevina GIn76-Phe77

GIn59-Phe60?

Cl Syntaksyna |IA, 1B Lys253-Ala254
SNAP-25 Lys252-253
D VAMP/Synaptobrevina Lys59-Leu60
Ala67-Asp68

Lys42-Leu43?

E SNAP-25 Argl80-llel81

F VAMP/Synaptobrevina GIn58-Lys59
GIn4l-Lys42?

G VAMP/Synaptobrevina Ala81-Ala82

Zaprezentowane uprzednio réznice w mechanizmie dziatania toksyny botulino-
wej, w zaleznosci od serotypu, wplywaja na site i czas dziatania w organizmie.

Najbardziej toksycznym naturalnym czynnikiem biologicznym poznanym przez
czlowieka jest typ A toksyny botulinowej i to wtasdnie on jest wykorzystywany prak-
tycznie. Toksyna botutinowa typu Ajest 1,8 mid razy bardziej zabdjcza od dyfterytu,
30 min razy bardziej niz jad kobry, 12 min razy bardziej niz toksyna wytwarzana
przez Vibrio cholerae (24). Aktywno$¢ oznacza sie poprzez wskaznik LD50, (po poda-
niu 0 05 ng neurotoksyny typu A ginie S0% myszy pici zenhskiej z gatunku Swiss
Webster o0 wadze 18-20 g kazda). Przyjeto, ze IU jest to ilos¢ toksyny okreslona
przez wskaznik LD50 (24) .

W medycynie wykorzystuje sie rowniez toksyne botulinowg typu B, jest ona jed-
nak 500 razy mniej toksyczna od toksyny botulinowej typu A (25).

6. Zastosowania toksyny botulinowej
Toksyna botutinowa typu A i B jest produkowana pod trzema nazwami handlo-
wymi (26):

1) BOTOX - (kompleks neurotoksyny botulinowej typu A + albumina + NaCl);
firma Allergan, Irvine, California; produkowany jako liofilizat;
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2) DYSPORT - (kompleks neurotoksyny botulinowej typu A + albumina + lak-
toza); firma Ipsen Limited, Berkshire, Wielka Brytania; produkowany jako proszek
do sporzadzenia roztworu;

3) MyoBloc - (toksyna botulinowa typu B -- albumina -f NaCl -f bursztynian
sodu); firma Eian Corporaction, Dublin, Irlandia; produkowany jako roztwor do inie-
kcji.

Botulina to obecnie niezastgpiony czynnik terapeutyczny stosowany w leczeniu
zaburzen nerwowo-miesniowych, jest wykorzystywana rowniez przy usmierzaniu
bélu, nadpotliwosci oraz w schorzeniach uktadu pokarmowego (27-29).

Dysfunkcje, przy ktérych mozna stosowac toksyne botulinowa;

- dystonia szyjna, tiki nerwowe, drzenie samoistne ragk, przykurcze twarzy, bruksizm,
drgania wlokienkowe miesni, drgawki, rozne formy epilepsji (27-31);

- spastycznos¢ miesni, przykurcze (27,28);

- zaburzenia hipersekrecyjne: nadpotliwos¢ dioni i stdép, zespdt nerwu uszno-
-skroniowego (27,28,32);

- zaburzenia oczu: zez (zbiezny, rozbiezny), oczoplas, oscylopsja, opadanie po-
wieki, kurcze powieki, podwiniecie powieki (27,28,33);

- bdle glowy, migrena, nerwobdle, bdle plecow (27,28,34,35);

- zaburzenia ukladu pokarmowego: zaparcia, zatwardzenia, skurcze dolnej cze-
sci przetyku, otylos¢ (27,28,36);

- jakanie, problemy ze strunami gtosowymi, drzenie gtosu (27-29);

W 2002 r. botulina stata sie alternatywag dla chirurgii plastycznej i zaczeta by¢
wykorzystywana w kosmetologii do usuwania zmarszczek (poziome bruzdy na
czole, bruzdy pionowe, asymetria brwi, podnoszenie brwi, ,kurze tapki”,
zmarszczki mimiczne). Bél podczas zabiegu jest niewielki, dlatego nie ma potrze-
by stosowania znieczulenia. Efekt jest widoczny juz po szes$ciu godzinach od in-
iekcji i utrzymuje sie przez okoto sze$¢ miesiecy. Toksyna jest podawana jako
miejscowy czynnik paralizujgcy i dziata jedynie w obrebie miesni, do ktérych zo-
stata wstrzyknieta.

Wihasciwosci toksyny botulinowej starano sie wykorzysta¢ réwniez do produkcji
broni biologicznej. Badania nad uzyciem botuliny w celach militarnych rozpoczeto
juz kilkadziesiat lat temu wjaponii. Zwigzku Radzieckim oraz w Stanach Zjednoczo-
nych. Nadal prowadzone sg w kilku krajach. Toksyna botulinowa moze wnika¢ przez
btone sSluzowg uktadu oddechowego (1 gram toksyny, ktéra poprzez inhalacje do-
staje sie do krwiobiegu moze zabi¢ 1,5 min ludzi). W pierwszej potowie lat dzie-
wiecédziesiatych XX w. japoriska sekta Aum Shinrikyo kilkakrotnie prébowata rozpy-
li¢ toksyne w centrum Tokio, istnieje jednak trudnos¢ w przeprowadzeniu jej w stan
aerozolu poniewaz jest szybko degradowana w powietrzu, dlatego zaden z atakow
nie powiodt sie (39).
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7. Podsumowanie

Kliniczne zastosowanie toksyny botuiinowej typu A, jednego z serotypéw neuro-
toksyny Clostridium botulinum, reprezentuje jedng z najdynamiczniej rozwijajacych
sie gatezi w nowoczesnej medycynie. Substancje bedgca potencjalng trucizng wyko-
rzystano jako czynnik terapeutyczny. Botulina stala sie rowniez popularnym S$rod-
kiem powszechnie stosowanym w celu poprawienia urody. llo$¢ patentow, w kto-
rych opisuje sie nowe zastosowania neurotoksyny w celach terapeutycznych dowo-
dzi, ze coraz czesciej wypiera ona konwencjonalne metody leczenia.

W prezentowanej pracy skupiono sie na strukturze, mechanizmie dziatania i za-
stosowaniu toksyny botulinowej. Pominieto natomiast tematyke zwigzang z pro-
dukcjg, informacje na ten temat sg opisane szczegétowo w patentach (40,41).

Obecnie toksyna botulinowa uzyskiwana jest z hodowli bakterii Clostridium botulinum,
nastepnie kompleks neurotoksyny jest oczyszczany poprzez szereg precypitacji az
do uzyskania krystalicznego, aktywnego kompleksu. Jednak ostatnie doniesienia na-
ukowe, Swiadczg o tym, ze uzyskano juz rekombinowana genetycznie botuline.
W patencie (42) z roku 2006 opisano konstrukcje wektoréw, majgcych na celu uzy-
skanie jak najwyzszej ekspresji genu kodujgcego toksyne botulinowg typu A, jednak
aby wykorzysta¢ rekombinowang genetycznie botuline w praktyce potrzeba jeszcze
wielu badan, jaki bedzie efekt koncowy, okaze sie na pewno w niedalekiej przy-
sztosci.
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