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ZYGMUNT CYGAN

Wspobtczesne poglady na strukture molekularng

toksyny botulinowej

7 Zakladu Higieny Weterynaryjnej w Lublinie

Toksyna botulinowa (jad kielbasiany, botu- ktéry wytwarza botuline zlozong z 93% jadu

lina) stanowi pod wzgledem fizyko-chemicznym
specyliczny rodzaj molekul bialka o wilasciwos-
ciach jednej z najsilniejszych trucizn (2, 50).
Niezaleznie od typu antygenowego wykazuje
ona w stanie oczyszczonym zblizong aktywnosé
biologiczng, $cisle okres§long oporno$é na enzy-
my trawienne jelit oraz identyczne dzialanie,
pclegajace na zaburzeniu przewodnictwa impul-
sOw w synapsach nerwowo-mieéniowych (53).
Jedno$¢ funkcjonalna tych jadéw sugeruje
wspolng u nich konfiguracje struktury (8). Dzie-
ki ostatnim pracom poznano lepiej fizyczng bu-
dowe oraz niektére chemiczne uwarunkowania
toksycznosci tego niezwyklego biatka (34, 37,
43, 57). Przedstawienie +tej problematyki =z
uwzglednieniem najnowszego pismiennictwa
jest celem niniejszego artykulu.

Typy toksyn botulinowych

Aktualnie wyrédznia sie 7 typow antygeno-
wych (A, B, C, D, E, F i G) oraz 2 podtypy (C
alfa i C beta) toksyn botulinowych (6, 22, 23, 27,
53). Podkresli¢ przy tym nalezy, ze w powyz-
sze] klasyfikacji nie jest ujety tzw. szczep ,,84”,

typu A 1 7% F (22). Wedlug Jansena (27) bo-
tulina C alfa, oprocz wspolnej i jedynej dla C
beta aktywowanej trypsyna komponenty C2,
wykazuje jeszcze czynik Cl, a takze skladnik D
jako wylaczny czynnik toksyny typu D. Nato-
miast Eklund i Poysky (15) podaja, ze czynnik
C2 jest stwierdzany zaréwno w toksynie
szezepow C jak i D. Pewne zroznicowanie anty-
genowe wydaje sie zaznaczaé¢ réwniez pomiedzy
jadami szczepow typu B tj. proteolitycznego
,,Okra” i nieproteolitycznego ,,QC” (52). Wspom-
nie¢ tez trzeba o serologicznym zwigzku botulin
E i F. Smith i Holdeman (53) uwazaja, ze duze
koncentracje antytoksyny E neutralizuja mate
dawki toksyny F.

Synteza powyzszych jadow nie jest kierowa-
na przez genom zarazka, lecz wigze sie z zaka-
zeniem komorki specyficznym bakteriofagiem
(16, 17). Zdaniem Eklunda i Poysky’ego (15) je-
dynie wytwarzanie skladnika C2 ma zalezeé¢ od
genow bakterii. Ostatnio stwierdzono lizogenna
konwersje fagows botulin C i D (16, 25, 40), a
takze ich hemaglutynin (39). Ponadto ustalono,
ze hemaglutyniny typow A i B wykazuja pew-
ne antygenowe pokrewienstwa (11, 49).
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Botuliny sy synletyzowane w najwyzszej kon-
centracji pod koniec fazy logarytmicznego wzro-

stu zarazka (53). Jednak poczatkowa ich aktyw-

no$¢ jest na ogdl niska i dopiero wzrasta u
szczepow proteolitycznych (typy A, B i F) w
wyniku endogennej aktywacji przez wytwarza-
ne proteazy bakteryjne (10, 13, 26), a u szcze-
poéw nieproteolitycznych (B, E, F i G) po zadzia-
laniu enzymoéw pozabakteryjnych (12, 13, 18).

Definicja progenitora i pochodnej toksyny

Lamanna i1 Sakaguchi (36) dla okreslenia po-
wstajacych toksyn macierzystych wprowadzili
pojecie progenitora (,,progenitor toxin”) w
miejsce kwestionowanego przez Dolmana i Ger-
wing (14) terminu protoksyny. Obecnie nazwe
protoksyny stosuje sie najczesciej przy jadach
Cl. perfringens D i E dla zaakcentowania po-
wstajgcych pod wplywem proteaz w pelni ak-
tywnych produktéw z nieczynnych substancji
(tzw. aktywacja jakoSclowa — ,qualitative
activation”), co wystepuje np. w przypadku
toksyny epsilon (60) i jota (45). W ujeciu La-
manny i Sakaguchi (36) progenitor botuliny sta-
nowi mniej toksyczna substancje macierzysta w
rozumieniu jednosdci genetycznej z pochodna
toksynag (,,derivative toxin”) o silnej aktywno$ci
biologicznej. Termin iloSciowe] aktywacji
(,,quantitative activation”) progenitora dotyczy
wywolanego przez trypsyne wzrostu preegzy-
stujacej toksycznosci w czasteczce jadu, jako re-
zultatu enzymatycznego usuniecia substancji
maskujacych toksyczna komponente lub spowo-
dowanych przemian w jej wewnetrznej struktu-
rze (21, 36). Odnosi sie to do botuliny uczynnia-
nej przez proteazy w hodowli laseczek prote-
olitycznych A, B, i F oraz do aktywowanego
trypsyna ,,in wvitro”, a przypuszczalnie 1 ,in
vivoe” jadu nieproteolitycznych szczepéw B, E
i F. Zupelnie inny charakter posiada proces
okreslony przez Lamanne i Sakaguchi (36) jako
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Ryc. 1. Przebieg aktywadji 1 dysocjacji progenitoréw
botuliny wg Lamanny i Sakaguchi (36)
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tzw. wzbudzenie (,,enhancement”). Polega on na
dysocjacji progenitora toksyny (zwykle w wa-
runkach stabo zasadowego pH i przy sile jono-
wej 0,13), prowadzgcej do powstania odrebnych
komponent toksycznych 1 nietoksycznych, —
czemu towarzyszy niewielki wzrost biologiczne]
aktywnosci {47). Powyzsze uwolnione kompo-
nenty neurotoksyny stanowig tzw. pochodna
toksyne (,,derivative toxin”}). Istote odnoénych
procesow  przedsatwiono  schematycznie na
ryc. 1.

Struktura molekularna progenitoréw botuliny

Obecnie przyjmuje sie, ze progenitory jadu
botulinowego przedstawiajg wielkoczasteczkowe
zwiazki biatka o charakterze agregatéow (kom-
plekséw), skladajgcych sie z polaczonych wig-
zaniami niekowalencyjnymi 2—3 komponent tj.
neurotoksycznej, nietoksycznej i hemaglutyniny
(36, 37, 41, 55). Stwierdzone réznice pomiedzy
progenitorami poszczegdlnych typow toksyny
botulinowej najczesciej dotyeza ciezaru moleku-
larnego (CM), wspélczynnika sedymentacji (S)
oraz ilosci i rodzaju komponent.

Wedlug badaczy japonskich Kozaki i wsp. (34)
oraz Sugii i Sakaguchi (56) progenitor botuliny
A nie jest jednolity i w hodowli zarazka pojawia
sie z 3 formach (frakcjach) jako molekuly duze
LL (,large — large”) i L (,,large”) oraz $rednie
M (,,medium”). Zostaly one szczegdlowo przeba-
dane w oczyszczonej toksynie proteolitycznego
szczepu ,,Halla” przy zastosowaniu zelfiltracji
przez Sefadeks G — 200 o pH 3 i nast¢pnie przy
ultrawirowaniu w 5—20% gradiencie sacharozy
z dodatkiem 1 M NaCl. Toksyna A — LL =ze
wspolezynnikiem sedymentacji 19 S posiadata
toksyeznosé 2,5—3,0X108 LD50/mg N, podczas
gdy A — L o 16 S cechowala wyzsza aktywnos¢
5,0—5,5X 108 LD50/mg N (56, 57). Frakcja naj-
lzejsza A — M o 12 S i Dbiologicznej mocy
4 5—55x108 LD50/mg N byla jednolita w wa-
runkach elektroforezy i ultrawirowania przy pI
8 (568). Zdaniem Kozaki i wsp. (34) toksycznosé
frakeji M szczepu ,,Halla” jest nieco wyzsza i
wynosi 5,0—6,0 X 108 LD50/mg N. Przypusz-
czalny model progenitorow toksyny botulinowe]
A jest podany na ryc. 2. Wynika z niej, ze tok-
syny A — LL i A — L skladaja sie z 3 kom-
ponent tj. neurotoksycznej oraz 2 nietoksycz-
nych skladnikéw, z ktérych jeden wykazuje
wlasciwosci hemaglutyniny (5, 35, 58), a drugi
jest pozbawiony tej aktywnosci (56, 58). Wedlug
DasGupta i Boroffa (7) odnosne hemaglutyniny
wystepuja w 3 formach agregacji tj. o CM
290 000, 500 000 i 900 000 daltondéw. Natomiast
czasteczki progenitora A — M zawierajg 2 jed-
nakowe]j wielkoéci molekularnej komponenty, a
mianowicie neurotoksyczng i nietoksyczng. Ta
ostatnia w dawce badawczej 184 ug/ml nie wy-
kazywala wlasciwosei hemaglutynacyjnych (34).

Inni badacze uzyskali zblizone wyniki badan
nad strukturag molekularng progenitoréw toksy-
ny A. Schantz i Spero (51) dowiedli obecnosci
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jadu o czasteczkach 19 S w kilkudniowych ho-
dowlach Cl. botulinum A. Réwniez Hauschild i
Hilsheimer (24) stwierdzili botuliny o moleku-
tach 200 000 i 500 000 daltonéw w plynach kul-
tur i w ekstraktach powyzszych laseczek. Jak
przypuszczajg Sugii i Sakaguchi (55) pierwsza
z nich mogla odpowiada¢ formie molekularnej
M, a druga L.

Poglady na tworzenie sie form M i L botulin
nie sg zgodne. Wedlug Sugii i Sakaguchi (56)
najpierw pojawiajg sie czasteczki 12 S (M), ktore
po usunieciu pewnych niskomolekularnych sub-
stancji, sg przeksztalcane w molekuly 16 S (L).
Natomiast molekuly 19 S majg by¢ dimerem
czasteczek 16 S (55). Stad tez Sugii i Sakaguchi
(55) nazwe progenitora dla toksyny A ograni-
czajg tylko do jej formy M. Natomiast Kozaki
i wsp. (33) w swoich rozwazaniach odrzucaja
mozliwos§¢ procesu agregacji i dezagregacji tok-
syn L i M. W ich ujeciu jady L i M przedstawia-
ja produkty syntezy bakteryjnej nie podlegaja-
ce wtornym przemianom.

Podobnie progenitory toksyny botulinowej
typu B sg wytwarzane w 2 formach molekular-
nych tj. L o wspdleczynniku sedymentacji 16 S i
aktywnosci 2,5—3,0X108 LD50/mg N oraz M z
11,5 S i toksycznoscig 5,5—6,5X108 LD50/mg
N (34, 46). Sakaguchi i wsp. (46) okreslili cigzar
molekularny jadu B — L na 500000, a B — M
na 350 000. Podkresli¢ nalezy, ze podobne cza-
steczki toksyczne wykazano zaréwno w hodowli
proteolitycznego szczepu ,,Okra” jak i niepro-
teolitycznego ,,QC” (33). W sklad botulin B — L
i B — M wechodzi komponenta neurotoksyczna
o identycznym ciezarze molekularnym (CM) oraz
sktadnik nietoksyczny o réznym CM (ryc. 2).
Zdaniem Kozaki i wsp. (33) nietoksyczna kom-
ponenta B — szczepu proteolitycznego ,,Okra”
moze zawiera¢ 2 podjednostki, z ktérych jedna
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Ryc. 2. Struktura molekularna progenitoré6w botulin
wg Kozaki i wsp. (34)
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posiada podobienstwo antygenowe ze skladni-
kiem nietoksycznym progenitora B — M, a dru-
ga-jest odmienna i wykazuje wlasciwosci he-
maglutyniny. Powyzsze skladniki nietoksyczne
sg pomiedzy soba bardzo silnie powigzane i jak
dotychczas nie udalo sie ich rozdzielié. Ich sto-
sunek ilo$ciowy do skladnika toksycznego zale-
zy od wielkoSci czasteczek botuliny i w przy-
padku formy M wynosi 1:1, a L od 4:1 do 7:1
(34).

Komponenty hemaglutynacyjne botulin typu

A i B wykazuja wzajemne pokrewienstwa an-

tygenowe. Miejscem ich dzialania sy pewne u-
grupowania cukrowe na powierzchni erytrocy-
tow. Balding i wsp. (1) oraz DasGupta i Sugi-
yama (11) przyjmujac za podstawe identyfika-
cji tych grup stopien zahamowania hemaglu-
tynacji przez odpowiadajace im cukry — przy-
pisujg wazna w tym wzgledzie role D-galak-
tozie oraz niektérym jej pochodnym.

Sposréd jadow botulinowych posiadajacych
najwieksze znaczenie w patologii zwierzat prze-
badano jeszcze najpelniej budowe progenitora
D (37). Natomiast jedyna praca Syuto i Kubo
(39) nad konfiguracjg czasteczki toksyny C byla
tematycznie zawgzona do komponenty toksycz-
nej. Dlatego przechodzac od razu do przedsta-
wienia struktury molekuly D nalezy na wstepie
podkredlié, Ze zasadniczo nie rézni sie ona od
czasteczek omowionych juz wyzej jadéw. Ostat-
nio Miyazaki i wsp. (37) dowiedli, ze oczyszczo-
ny progenitor botuliny D szczepu ,,CB16” o wla-
sciwodciach  hemaglutynacyjnych, wystepuje
pod postacig toksyn L i M, a szczepu ,,1873”,
pozbawionego dziatania hemaglutynacyjnego, —
jedynie w formie M. Aktywnosé frakeji D — L
wynosita 2,4X10%8 LD50/mg N, a D — M 5X108
LD50/mg N. Elektroforeza jadu L w zelu polia-
krylamidowym przy pH 4 ujawnila 3 — 4 linie,
a w przypadku toksyny M — 2 linie. W zwigzku
z tym wysunieto poglad, ze w sklad molekul D
— L wchodza 3 komponenty tj. neurotoksyczna,
nietoksyczna oraz hemaglutynacyjna, podeczas
gdy czasteczki D — M sa pozbawione hema-
clutyniny.

Botuliny typu E sg to antygeny toksyczne,
glownie szczepéw nieproteolitycznych, a wyjat-
kowo takze ich mutantéw proteolitycznych (38).
Wystepujacy w hodowlach tych szczepdéw wy-
sokoczgsteczkowy progenitor, o wzglednie nis-
kiej aktywno$ci, wynoszgcej wedlug Kitamury
i wsp. (30) 9X104 LD50/mg N, podlega uczyn-
nieniu trypsyng z powstaniem aktywowanego
progenitora o mocy 4,7—8,0X107 LD50/mg N
(ryc. 2). Odnos$ne wartosci toksyczne dla szczepu
» VH” wyniosly zgodnie z Sakaguchi i wsp. (48)
5,1X10%° LD50/mg N oraz 8,3X107 LD50/mg N.
Podobnie Sakaguchi i Sakaguchi (47) w przy-
padku niemieckiego szczepu ,,35396”’ stwierdzili,
ze toksyczno$é¢ pierwotnego progenitora po za-
dzialaniu krystaliczng trypsyng w dawce 0,2
mg/ml — wzrastala przeszlto 100 krotnie tj. z
2,9X10° LD50/mg N do 3,3X107 LD50/mg N.
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Wedlug Sakaguchi i Sakaguchi (47) progeni-
tor E, niezaleznie od formy aktywnos$ci zawiera

jednakowej wielkosci czasteczki. Charakteryzu- -

ja sie one wspodlczynnikiem sedymentacji 11,6 S
(29) oraz ciezarem molekularnym 350 000 dal-
tonow (30). W tym wzgledzie odmienny jest po-
glad Gerving i wsp. (19) wskazujacy, ze w trak-
cie trypsynowania dochodzi do fragmentacji du-
zych molekul toksyny.

Toksyna botulinowa F, uzyskana z hodowli
proteolitycznego szczepu ,,Langeland” wystepu-
je wylacznie w formie aktywowanej i jest poz-
bawiona wladciwosci hemaglutynacyjnych (41).
Jak podaja Ohishi i Sakaguchi (41, 42) posiada
ona wspolczynnik sedymentacji 10,3 S oraz cie-
zar molekularny 235 000. Nalezy wiec do pro-
genitoréw posiadajgcych najmniejsze czastecz-
ki. Natomiast pod wzgledem toksycznosci wy-
noszace] 1,2X108 LD50/mg N nie odbiega od
aktywnosci progenitoréow innych typow (41).
Progenitor F w odczynie zelprecypitacji tworzy
2 odrebne linie, ktére odpowiadaja komponencie
neurotoksycznej i nietoksycznej (ryc. 2).

Reasumujgc powyzej przedstawione zagadnie-
nie nalezy stwierdzi¢, ze struktura molekularna
poszezegolnych progenitorow wykazuje wiele
wspolnych cech. Réwniez ich toksycznos$¢ po o-
statecznej aktywacji jest bardzo zblizona.

Struktura lkomponenty neurotoksycznej

Oczyszezone toksyny botulinowe ponizej pun-
ktu izoelektrycznego 5,6 i w pH 4 zachowuja sie
jako jednolite bialka (28, 50). Natomiast przy
kwasowosci ponad pH 7,3 i sile jonowej wyzsze]
niz 0,13 (62) podlegaja procesowi dysocjacji z
oddzieleniem sie roznych skladnikow, w tym
rowniez komponenty neurotoksycznej stano-
wigecej tzw. pochodng toksyne (,,derivative tox-
in”). Moze by¢ ona wykazana metodg ultrawi-
rowania w pH 7,3 (50, 61), chromatograficznie
na DEAE celulozie (7, 24) oraz elektroforetycz-
nie w zelu poliakrylamidowym (37). Podkresli¢
nalezy, ze sila wigzan miedzykomponentowych
w czgsteczkach roznych botulin jest niejednako-
wa. Dotychczas np. nie udalo sie rozdzielié¢ zto-
zonej komponenty nietoksycznej w czgsteczkach
toksyn A — L i B — L (34).

Komponenty toksyczne roéznych botulin po-
siadajg podobny ciezar molekularny, ktéry wy-
nosi dla szczepu ,,Halla” typu A 145 000 (7, 55),
szczepow ,,Lamanna” i ,,Okra” B 167 000—
170 000 (2, 32), ,,Sztokholm” C 141000 (59),
18737 D 170 000 (37), ,,Alaska” E 147 000 (8)
oraz ,,Langeland” F 155000 (63, 64). Roéwniez
wspolezynnik sedymentacji tej komponenty,
niezaleznie od typu jadu, posiada jednakows
wartos¢ 7 S (34, 55). Jedynie w przypadku
szczepu typu F wspdlezynnik ten zostal okres-
lony na 5,9 S (42) oraz 6,4 S (46).

Aktywnos¢ biologiczna niskomolekularnych
toksyn pochodnych wydaje sie by¢ 2—3 kroinie
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wyzsza od toksycznosci wysokoczasteczkowych
progenitorow., Wedlug Sakaguchi 1 Sakaguchi
(47) w przypadku np. botuliny E moc toksyny
pochodnej wynosita 10,5X107 LD50/mg N, a
macierzystego progenitora 3,3>X107 LD50/mg N.

Komponenta neurotoksyczna w aktywowa-
nych endogennie hodowlach proteolitycznych
szczepow A, B 1 F wystepuje w tzw. formie pek-
nietej, lub nacietej (,,nicking”) tj. dwulancucho-
wej (2, 9). Natomiast skladnik ten u nieproteoli-
tycznych szezepow typu B, C, D, Ei F jest jed-
nolancuchowy i dopiero w nastepstwie aktywa-
cji trypsyng przechodzi w posta¢ dwulancucho-
wa (37). Jako podjednostki strukturalne w pek-
niete] neurotoksynie wyroznia sie tzw. lanicuchy
ciezkie H (,,heavy”) oraz lekkie L (, light”), kto-
re sa powigzane mostkami dwusiarczkowymi S
— S rodnikéw cysteiny (8). Calkowite rozbicie
mostkow dwusiarczkowych uzyskuje sie przy
zastosowaniu elektroforezy w zelu poliakryla-
midowym z siarczanem dwudecylowo-sodowym
(SDS) w obecnosci specyficznego reduktora tych
wiazan, a mianowicie ditiotreitolu (DTT).
Wspomnieé nalezy, ze powyzszy proces przebie-
ga z utratg 99% toksycznosci (57).

Ciezar molekularny lancuchéw H i L w po-
szezegblnyeh typach neurotoksyn jest podobny
i kolejno wynesi: w przypadku typu A 97 000 i
53 000 (8), B 104000 i 59000 (2), C 98000 i
53000 (59), D 110 000 1 60 000 (37), E 102 000 i
50 000 (8) oraz F 105000 i 56 000 (64). Zdaniem
DasGupty i Sugiyamy (8) oraz Syuto i Kubo
(59) stanowi to pewien dowéd za wspdlng struk-
tura molekularng w roznych typach botulin.

Strukturalne podstawy aktywnoséci toksyn
botulinowych

Toksyne botulinowsg wyréznia spoéréd innych
jadow bakteryjnych niezwykla moc biologiczna
oraz odpornosé na dzialanie pH i enzymow tra-
wiennych przewodu pokarmowego. Dotychcza-
sowe proby okredlenia podstaw strukturalnych
dla tych wlasciwosei nie daly jednoznacznych
wynikow, Boroff i DasGupta (4) wigzali fotoo-
ksydacyjna inaktywacj¢ jadu ze spadkiem w
niej liczby czgsteczek tryptofanu i metioniny.
Rowniez Beers i Reich (2) podobng role w ak-
tywnosci przypisywali aminokwasom hydrofo-
bowym tj. tryptofanowi i izoleucynie. Natomiast
Gerving i wsp. (20) wyrazili poglad, ze aktyw-
ne centrum neurotoksyny typéow A, B i E za-
wiera cysteing, a nie tryptofan. Powyzszg opi-
nie zdaja sie weryfikowaé ostatnie badania pod-
noszace role grup SH oraz mostkéw S — S po-
miedzy rodnikami cysteiny (58). Knox 1 wsp.
(31) przypisuja dzialanie stabilizacyjne mostko-
wi S — S wystepujacemu w czgsteczee toksyny,
poza jej aktywnym centrum. Podobnie Sugiya-
ma i wsp. (57) wigzg aktywnoé¢ botuliny z in-
tegralnoscia przynajmniej 1 mostka S — S po-
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miedzy lancuchem H i L w peknigtej kompo-
nencie neurotoksycznej. Natomiast w przypad-
ku jednolancuchowej toksyny (,intact toxin”)
krytyczne wigzanie S — S ma posiadac¢ lokali-
zacje wewnatrzlancuchowa.

Poczatkowo Igczono aktywacje botuliny =z
przechodzeniem jej w forme czasteczek peknie-
tych tzw. ,nicking” (8). P6zniej stwierdzono, ze
enzymatyczne naciecie molekuly z reguly nie
powoduje wzrostu jej toksycznosei (37). Sprze-
zenie procesu enzymatycznej aktywacji z poja-
wieniem sie toksyny w formie dwulancuchowe]
obserwowano jedynie przy pl 6. Natomiast w
pH 4,5 calkowite uczynnienie jadu zawsze po-
przedzalo powstawanie peknietych czasteczek

(43).
Ohishi i Sakaguchi (43) przy trypsynowaniu
hodowl i proteolitycznego  szczepu ,,Okra”

stwierdzili 2 toksyczne frakcje o CM 112000 i
57 000. Skladnik 112 000 po dluzszym dzialaniu
tego enzymu ulegal dalsze] fragmentacji uzys-
kujac przy tym maksymalng aktywnos$c¢. Ponad-
to w warunkach slabo zasadowego pH pojawial
sie 3 fragment o CM 142 000 daltonow. Moze to
wskazywaé na obecnos$¢ w czasteczce 3 wigzan
peptydowych o roznej wrazliwosci na trypsyne.

Wystepowanie toksyny botulinowej jako wiel-
koczasteczkowego agregatu bialka zlozonego ze
zroznicowanych funkcjonalnie komponent poz-
wala na nowe i pelniejsze ujecie jej enteralne]
aktywnosci. Ostatnie badania autorow japons-
kich tj. Sakaguchi i Sakaguchi (47), Ohishi i
wsp. (44) oraz Sugii i wsp. (54) dowiodly silniej-
szego dzialania przez przewdd pokarmowy bo-
tulin 19 Si 16 S niz jadéow 12 S i 7 S. Jak
stwierdzono progenitor B — L. (16 S) przewyz-
szal o 7X10? toksycznos¢ progenitora B — M
(12 S) oraz o 1,6 X10* aktywnosc¢ toksyny po-
chodnej (7 S).

Ohishi i wsp. (44) wyrazaja poglad, zZe po-
wy7sze roznice zaleza od specyficznej struktury
nietoksycznych komponent zwigzanych z neu-
rotoksyna lub od wiasciwosci obu tych sktad-
rikow. Jednoczesnie wyzsza aktywno$é proge-
nitora B — L (16 S) niz krystalicznej botuliny
A — L (19 S) moze wskazywaé na znaczenie w
tym wzgledzie jeszcze innych, dotychczas nie
poznanych czynnikéw.

Rowniez wysokoczasteczkowe progenitory sg
bardziej oporne na destrukeyjne dzialanie enzy-
mow trawiennych jelit i kwasu zoladka, niz ni-
skoczasteczkowe toksyny pochodne. Sugii i wsp.
(54) wykazali, Zze pochodna toksyna B (7 S) w
srcdowisku soku zoladkowego szczura ulegala
catkowitej detoksykacji juz po 10 min., podczas
gdy botulina B — M jeszcze po 80 min. zacho-
wywata 10% wyjsciowej aktywnosci. Natomiast
w soku jelitowym szczurdéw czasteczki jadu 7 S
tracity toksycznosé w ciggu 40 min., a molekuly
16 S przy 3 krotnie dluzszej ekspozycji byly
inaktywowane tylkc w 40%.

Zdaniem Sugii i wsp. (54) znaczenie dla sta-
bilnosci botuliny jako toksyny enteralnej posia-

da fakt, ze progenitor, w przeciwienstwie do la-
twego rozpadu .in vitro”, — nie dysocjuje w
soku jelitowym szczura w pH 7, co moze sta-
nowi¢ mechanizm zabezpieczajacy neurotoksy-
ne przed detoksykacjg. Dlatego w dalszym cij-
gu pozostaje do wyjasnienia mechanizm prze-
nikania czasteczek jadu z jelit do krwiobiegu.
Pewne nowe mozliwosci dla poznania tego pro-
cesu moga posiadac badania Schantza i Gaspera
{50), wskazujace na aktywniejszg dyfuzje ciez-
szych molekul nitkowatych niz lzejszych sfe-
rycznych.

Rozwazajgc zagadnienie pozycji taksonomicz-
nej dla toksyn botulinowych wydaje sie, ze nie
mozna ich klasyfikowa¢ w grupie tzw. syntok-
syn wedlug terminologii Bonventre i wsp. (3)
tj. wysokoczasteczkowych jadéw utworzonych z
wielu identycznych skladnikéw lacznie warun-
kujacych toksycznoéé takich kompleksow. Na-
tomiast struktura molekularna botulin odpowia-
da budowie tzw. prostych toksyn (,,simple tox-
ins”), przedstawiajacych agregaty zlozone z
réoznych komponent, z ktérych tylko 1 skladnik
neurotoksyczny decyduje o ich aktywnosci. W
Swietle dotychczasowej wiedzy mozna tez sa-
dzié, ze w naturalnych warunkach role enteral-
nej toksyny mogga lepiej spelnia¢ wielkoczastecz-
kowe i stabilne progenitory 12 S, 16 S i 19 S,
niz wrazliwe na dzialanie sokow trawiennych
jelit niskoczgsteczkowe toksyny pochodne 7 S.
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Zastosowanie immunoenzymatycznej metody ELISA

w diagnostyce wirusologicznej

Zastosowanie w ostatnich latach enzymdw do
znakowania przeciwcial pozwolilo na wprowa-
dzenie wysoce swoistych i czulych metod ja-
ko$ciowego wykrywania wiruséw (2, 12). Me-
tody te w coraz wiekszym stopniu zaczynaja za-
stepowaé stosowane do niedawna, ale obarczo-
ne szeregiem wad, immunofluorescencje i tech-
niki radioimmunologiczne.

W 1971 r. Engvall i Perlmann (9, 10) oraz nie-
zaleznie Van Weemen i Schuurs (19) wprowa-
dzili immunoenzymatyczng technike, zwang w
skréocie ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay), pozwalajaca na iloSciowe oznaczanie
przeciwcial i antygendéw w materiale biologicz-
nym. Technika ta oparta jest na zasadzie chro-
matografii powinowactwa, w ktérej jeden z roz-
puszczalnych skladnikéw (przeciwcialo lub an-
tygen) adsorbuje sie trwale na stalym podlozu-
-no$niku. W dalszym etapie przylgcza sie do nie-
go obecny w badanym materiale antygen lub
przeciwcialo, a wytworzony kompleks laczy sie
z przeciwcialem znakowanym enzymem. Po do-
daniu odpowiedniego dla enzymu substratu, o-
znacza sie fotometrycznie stopien hydrolizy sub-
stratu przez enzym i na podstawie uzyskanych
wynikéw wnioskuje sie o zawarto$ci przeciwciat
lub antygenu w testowanym materiale.

Do najczesdciej stosowanych w technice ELISA
metod nalezg: poSrednia metoda znakowanych
antyglobulin do oznaczania przeciwcial (ryc. 1)
oraz tzw. metoda ,,podwojonych” przeciwcial do
oznaczania antygenu (ryc. 2). W pierwszej z
nich, do pokrytych antygenem nosnikéw (np.

582

probowek) dodaje sie badana surowice, a po
przeplukaniu — znakowang enzymem antyglo-
buline i odpowiedni substrat. Obecne w probdéw-
ce przeciwciala wiaza sie z antygenem, a nastep-
nie z antyglobuling znakowana enzymem. W

antygen adsorbomany na podlotd  ~
stalym (np. probomki polistyrenowe)

plukanie

dodanie éadanej immunoglobuling

plukanie

dodante antyimmunoglobuling
znakowane enzymem

plukanie

dodanie substratu

oznaczenie spektrofotornetrycine

Ryc. 1. Posrednia metoda znakowanych antyglobulin
do wykrywania przeciwcial



