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CHOROBY ZAKAZNE I INVVAZYJNE
ZYGMUNT CYGAN

Toksyna botulinowa (jad kiełbasiany, botu-
lina) stanowi pod względem fizyko-chemicznym
specyficzny rodzaj molekuł białka o właściwoś-
ciach jednej z najsilniejszy,ch trucizn (2, 50).
Niezależnie od typu antygenowego wykazuje
ona w stanie oczyszczonym zbltżoną aktyinność
biologiczną, ściśle określoną oporność na eozy-
my trawienne jelit oraz identyczne dzial,anie,
polegaj ące na zaburzeniu prze-wodnictwa impul-
sów w synapsach nerwowo-mięśniowych (53).
Jedność funkcjonalna tych jadów sugeruje
wspólną u nich konfigurację struktury (B). Dzię-
ki ostatnim pracom poznano lepiej fizycznąbu-
dowę oraz niektóre chemiczne uwarunkowania
toksycznóści tego niezwykłego białka (34, 37,
43, 57). Przedstawienie tej problematyki z
uwzględnieniem najnowszego piśmiennictwa
jest celem niniejszego artykułu.

Typy toksyn botulino,wych

Aktualnie wyróżnia się 7 typów antygeno-
wych (A, B, C, D, E, F i G) oraz 2 podtypy (C
alfą i C beta) toksyn botulinowych (6, 22, 23, 27,
53). Podkreślić przy tym nalezy, że w powyż-
szej klasyfikacji nie jest uiętv tzw. szczep ,,B4",

który wytwarza botulinę złożoną z 930lo jadu
typu A i 70/o F (22). Według Jansena (27) bo-
tulina C alfa, oprócz wspólnej i jedynej dla C
beta aktylvołvanej trypsyną komponenty C2,
wykazuje jeszcze czynik Cl, a także składnik D
jako wyłączny czynnik toksyny typu D. Nato-
miast Eklund i Poysky (15) podają, że czynnik
C2 jest stwierdzany zarówno w toksynie
szczepów C jak i D. Pewne zrożnicowanie anty-
genowe wydaje się zaznaczać również pour-iędzy
jadami szczepów typu B tj. proteolitycznego
,,Okra" i nieproteolilycznego ,,QC" (52). Wspom-
nieć tez fi:zeba o serologicznym związku botulin
E i F. Smith i Holdeman (53) uważają, że duże
koncentracje antytoksyny E neutralizują małe
dawki toksyny F.

Synteza powyzszych jadów nie jest kierowa-
na przez genom zarazka, lecz wiąże się z zaka-
zeniem komórki specyficznym bakteriofagiem
(16, 17). Zdaniern Eklunda i Poysky'ego (15) je-
dynie wytwarzanie składnika C2 ma zależeć od,
genów ba,kterii. Ostatnio stwierdzono 1izogenną
konwersję fagową botulin C i D (16, 25, 40), a
takze ich hemaglutynin (39). Ponadto ustalono,
ze hemaglutyniny typów A i B wykazują pew-
ne antygenowe pokrewieństwa (11, 49),

Wspólczesne poglqdy no strukiurę molekulornq
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Botuliny są syntetyzowane w najwyższej kon-
centracji pod koniec tazy logarytmicznego wzro-
stu zarazka (53). Jednak początkowa ich alrtyw-"
ność jest na ogół niska i dopiero wzrasta u
szczepów proteolitycznych (typy A, B i F) w
wyniku endogennej aktywacji przez wytwarza-
ne proteazy balkteryjne (10, 13, 26), a u szcze-
pów nieproteotritycznych (B, E, F i G) plo zadzia-
łaniu enzyrnów pozatba'kieryjnych (12, 13, 18).

Definicja progenitora i pochodnej ioksyny

Lamanna i SakagucnLi (36) dla okreśIenia po-
w-stających toksyn macierzystych wprowadzili
pojęcie progenitora (,,progenitor toxin") v/
miejsce kwestiono,uvanego przez Dol,mana i Ger-
wing (14) terminu protoksyny. Obecnie nazwę
protoksyny stosuje się najczęściej przy jadach
CL. perJrżngens D i E dla zaakcentowania po-
wstających pod wpływem proteaz w pełni ak-
tywnych produktów z nleczynTlych substancji
(tzw, aktywacja jakościowa ,,qualitative
activation"), co występuje np. w przypadku
toksyny epsilon (60) i jota (45). W ujęciu La-
manny i Sakaguchi (36) progenitor botuliny sta-
nowi mniej toksyczną substancję macierzystą rv
rozumieniu jedności genetycznej z pochodną
toksyną (,,derivative toxin") o silnej aktywności
biologicznej. Termin ilościowej aktywacji
(,,quantitative activation") progenitora dotyczy
wywołanego przez trypsynę wzrostu preegzy-
stującej toksycznościw cząsteczce jadu, jako re-
zultatu enzymatycznego usunięcia substancji
maskujących toksyczną komponentę lub spowo-
dowanych przemian w jej wewnętrznej struktu-
tze (21,36). Odnosi się to do boiurliny u.czynnia-
nej przez proteazy w hodowli ]aseczek prote-
olitycznych A, B, i F oraz do aktywowanego
trypsyną ,,in DźtTo", a przypuszczalnie t ,,irl
uiuo" jadu nieproteolitycznych szczepów B, E
i F. Zu_pełnie inny charakter posiada proces
określony przez Larnannę i Sakaguchi (36) jako

tzw. wzbudzenie (,,enhancement"). Polega on na
dysocjacji progenitora toksyny (zwykłe w wa-
runkach słabo zasadowego pH i przy sile jono-
wej 0,13), prowadzącej do powstania odrębnych
komponent toksycznych i nietoksycznych, -czemu towarzyszy niewielki wzrost biologicznej
aktywności (47). trowyzsze u-uvolnione kompo-
nenty neurotoksyny stano-wią tzw. pochodną
toksynę (,,derivative toxin"). Istotę odnośnych
procesów przedsatwiono schematycznie na
ryc. 1.

Struktura molekularna progenitorów botuliny

Obecnie przyjmuje się, ze progenitory jadu
botulino-wego przedstawiają wielkocząsteczkowe
zwtązki białka o charakterze agregatów (kom-
pleksów), składających się z połączonych wią-
zaniami niekowalencyjnymi 2-3 komponent tj.
neurotoksycznej, nietoksycztrej i hemagiutyniny
(36, 37, 41, 55). Strpierdzone róznice pomiędzy
progenitorami poszczególnych typów toksyny
botulinorvej najczęściej dotyczą ciężaru moleku-
Iarnego (CM), współczynnika sedymentacji (S)
oraz ilości i rodzaju komponent.

Według hadaczy japońskich I{ozaki i wsp. (34)
oraz Sugii i Sakaguchi (56) progenitor botuliny
A nie jest jednolity i rv hodowli zarazka pojawia
się z 3 formach (frakcjach) jako molekuły duze
LL (,,large 

- large") i L (,,1arge") oraz średnie
M (,,medium"). Zostały one szczegóLowo przeba-
dane w oczyszczorlej ioksynie proteolitycznego
szczepu,,HaI),a" przy zastosowaniu żelfiltracji
przez Sefadeks G - 200 o pH 3 i następnie pi,zy
ultrawirowaniu w 5-20all gradiencie sacharozy
z dodatkiem 1 M NaCI. Toksyna A - LL ze
współczynnikiem sedymentacji 19 S posiadała
toksyczność 2,5-3,0X108 LD5O/mg N, podczas
gdy A - L o 16 S cechowaławyższa aktywność
5,0-5,5X 108 LD5O/mg N (56, 57). Frakcja naj-
Iżejsza A - Ivt o 12 S i biologicznej mocy
4,5-5,5X108 LD5O/mg N była jednolita w wa-
runkach ełektrof orezy i ultrawirowania przy pH
8 (56). Zdaniem Kozaki i wsp. (34) toksyczność
frakcji M szczepu ,,Halla" jest nieco wyższa i
wynosi 5,0-6,0 X 108 LD5O/mg N. Przypusz-
czalny model progenitorów toksyny botulinowej
A jest podany na ryc. 2. Wy,nika z niej, że tok,
syny A -LL i A - L składają się z 3 kom-
ponent tj. neurotoksycznej oraz 2 nietoksycz-
nych składników, z których jeden wykazuje
właściwości hemaglutyniny (5, 35, 5B), a drugi
jest pozbawiony tej aktywności (56, 5B). Według
DasGupta i Boroffa (7) odnośne hemagltrtyniny
występują rł, 3 formach agregacji tj. o CM
290 000, 500 000 i 900 000 daltonów. Natomiast
cząsteczki progenitora A - M zawierają 2 jed-
nakowej wielkości molekularnej komponenty, a
mianowicie neurotoksyczną i nietoksyczną. Ta
ostatnia w dawce badawczej 184 ug/ml nie wy-
kazyw ała właściwości hemaglutynacyjnych (3 4).

Tnni badacze uzyskali zbliżone wyniki badań
nad strukturą molekularną progenitorów toksy-
ny A. Schantz i Spero (51) dowiedli obecności
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RYc. ,1. Frzehieg alłtywaoji i ,dysoojac,ji progenitorów
bottuliny wg T-aLmanny i Salkaguchi (3|6)

578



Nr 10 MEDYCYNA WETERYNARYJNA Rok XXXIV

jadu o cząsteczkach 19 S w kilkudniowy,ch ho-
dowlach Cl. botulinum A. Również Hauschild i
}Iilsheimer (24) stwierdzili botuliny o moleku-
łach 200 000 i 500 000 daltonów w płynach kul-
tur i w ekstraktach powyższych laseczek. Jak
przypuszczają Sugii i Sakaguchi (55) pierwsza
z nich mogła odpowiadać formie molekularnej
M, a druga L.

Poglądy na tworzenie się form M i L botu]in
nie są zgodne. Według Sugii i Sakaguchi (56)
najpierw pojawiają się cząsteczki 12 S (M), które
po usunięciu pewnych niskomolekularnych sub-
stancji, są przekształcane w molekuły 16 S (L).
Natomiast molekuły 19 S mają byc dimerem
cząsteczek 16 S (55). Stąd też Sugii i Sakaguchi
(55) nazwę progenitora dla toksyny A ograni-
czają tylko do jej formy M. Natomiast Kozaki
i wsp. (33) w swoich rozważaniach odrzucają
mozliwość procesu agregacji i dezagregacji tok-
syn L i M. W ich ujęciu jady L i M przedstawia-
ją produkty syntezy bakteryjnej nie podlegają-
cę wtórnym przemianom.

Podobnie progenitory toksyny botulinowej
typu B są wytwarzane w 2 formach molekular-
nych tj. L o współczynniku sedymentacji 16 S i
aktywności 2,5-3,0X108 LD5O/mg N oraz M z
11,5 S i toksycznością 5,5-6,5X108 LD5O/mg
N (34, 46). Sakaguchi i wsp. (46) określili ciężar
molekularny jadu B - L na 500 000, a B - M
na 350 000. Podkreślić nalezy, że podobne czą-
steczki toksyczne wykazano zarówno w hodowli
proteolitycznego szczepu ,,Okra" jak i niepro-
teolitycznego ,,QC" (33). W skład botulin B - L
i B - M wchodzi komponenta neurotoksyczna
o identycznym ciężarze molekularnym (CM) oraz
składnik nietoksyczny o różnym CM (ryc. 2).
Zdaniem Kozaki i wsp. (33) nietoksyczna kom-
ponenta P - 37ę7ępu proteolitycznego ,,Okra"
może zawierać 2 podjednostki, z których jedna
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posiada podobieństwo antygenowe ze składni-
kiem nietoksycznym progenitora B - M, a dru-
ga, jest odmienna i wykazuje właściwości he-
maglutyniny. Powyższe składniki nietoksyczne
są pomiędzy sobą bardzo silnie powiązane i jak
dcltychczas nie udało się ich rozdzielić. Ich sto-
sunek ilościowy do składnika toksycznego zale-
ży od wielkości cząsteczek 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 wykazują wzajemne pokrewieństwa an-

tygenowe. Miejscem ich działania są pewne u-
grupowania cukrowe na powierzchni erytrocy-
tów. Balding i wsp. (l) oraz DasGupta i Sugi-
yama (11) przyjmując za podstawę identyfika-
cji tych grup stopień zahamowania henraglu-
tynacji przez odpowiadające im cukry - przy-
pisują ważną w tym względzie rolę D-galak-
tozie oraz niektórym jej pochodnym.

Spośród jadów botulinowych posiadających
największe znaczenie w patologii zwierząt prze-
badano jeszcze najpełniej budowę progenitora
D (37). Natomiast jedyna praca Syuto i Kubo
(59) nad konfiguracją cząsteczki toksyny C była
tematycznie zawężona do komponenty toksycz-
nej, Dlatego przechodząc od razu do przedsta-
wienia struktury molekuły D należy na wstępie
podkreślić, że zasadniczo nie rózni się ona od
cząsteczek omówionych już wyżej jadów. Ostat-
nio Miyazaki i wsp. (37) dowiedl| że oczyszczo-
ny progenitor botuliny D szczepu ,,CB16" o wła-
ściwościach hemaglutynacyjnych, występuje
pod postacią toksyn L i M, a szczepu ,,7873",
pozbawionego działania hemaglutynacyjnego, -jedynie w forrnie M. Aktywność frakcji D - L
wynosiła 2,4Xl08 LDSO/mg N, a D-M 5X108
LD5O/mg N. Elektroforeza jadu L w żelu polia-
krylamidowym przy pH 4 ujawniła 3 - 4Iinie,
a w przypadku toksyny M - 2 linie. W związku
z tyrn wysunięto pogląd, że w skład molekuł D

- L wchodzą 3 komponenty tj. neurotoksyczna,
nietoksyczna otaz hemaglutynacyjna, podczas
gdy cząsteczki D - M są pozbawione hema-
qIutyniny.

Botuliny typu E są to antygeny toksyczne,
głównie szczepów nieproteolitycznych, a wyjąt-
kowo także ich mutantów proteolitycznych (3B).
Występujący w hodowlach tych szczepów wy-
sokocząst,eczkowy progenitor, o względnie nis-
kiej aktywności, wynoszącej według Kitamury
i wsp. (30) gxlOa LD5O/mg N, podlega uczyn-
nieniu trypsyną z powstaniem aktywowanego
progenitora o mocy 4,7-8,0 X 107 LD5O/mg N
(ryc, 2). Odnośne wartości toksyczne dla szczepu
,,VH" wyniosły zgodnie z Sakaguchi i wsp. (4B)
5,1X105 LD5O/mg N oraz B,3X107 LD5O/mg N.
Podobnie Sakaguchi i Sakaguchi (47) w przy-
padku niemieckiego szczepu,,35396" stwierdzili,
że toksyczność pierwotnego progenitora po za-
działaniu krystaliczną trypsyną w dawce 0,2
mg/ml - 

q771ą5fąła przeszło 100 krotnie tj. z
2,9X105 LD5O/mg N do 3,3XlOz LD5O/mg N.
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Ryc. 2. Struktura molekularna progenitorów botulin
rvg Kozaki i wsp. (34)
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Weciług Sakaguchi i Sakaguchi (47) progerri-
tor E, niezaleznie od formy aktywności zawiera
jednakowej wielkości cząsteczki. Charakteryzu- .

ją się one współczynnikiem sedymentacji 11,6 S
(29) oraz cięzarem molekularnym 350 000 dal-
tonów (30). W tym względzie oCmienny jest po-
gląd Gerving i wsp. (19) wskazu jący, że w trak-
cie trypsynowania dochodzi do fragmentacji du-
zych molekuł toks;rny.

Toksyna botulinowa F, uzyskana z hodowli
proteolitycznego szczepu,,Langeland" występu-
1e wyŁącznie w formie aktywowanej i jest poz-
bawiona właściwości hemaglutynacyjnych (41).
Jak podają Ohishi i Sakaguchi (4l, 42) pcsiada
ona współczynnik seCymentacji 10,3 S oraz cię-
żar molekularny 235 000. Nalezy więc do pro-
gerritorów posiadających najmniejsze cząstecz-
ki. Natomiast pod względem toksyczności wy-
noszącej 1,2X108 LD5O/mg N nie odbiega od
aktyrvności progenitorów innych typów (41).
Progenitor F w odczynie żelprecypitacji tworzy
2 odrębne linie, które odpowiadają komponencie
neurotoksycznej i nietoksycznej (ryc. 2).

Reasumując pow5rzej przedstawione zagadnie-
nie nalezy stwierdzić, ze strukttrra molekularna
poszczególnych progenitorółv wykazuje wiele
wspólnych cech, Również ich toksyczncść po o-
statecznej aktywacji jesI bardzo zblriżona.

Struktura komponenty neurcboksycznej

aczyszczone toksyny botu]inowe pcnizej pu.n-
ktu izoelektrycznego 5,6 i w pH 4 zadlcwują się
jako jednolite białka (2B, 50). Natomiast przy
kwasowości ponad pH 7,3 i sile jonowej wyzszej
niż 0.13 (62) podlegają procesowi dysccjacji z
oddzieleniem się różnych składników, w tym
również komponenty neurotoksycznej stano-
wiącej tzw. pochodną toksynę (,.derivative tox-
in"), Może być ona wykazana metodą ultrawi-
rowania w pH 7,3 (50, 61), chromatograficztlie
na DEAE celulozie (7, 24) oraz e]ektroforetycz-
nie w żelu poliakrylamidowym (37). Podkreślić
należy, że siła wiązan mięCzykcmponen|orvych
w cząsteczkach róznych botulin jest niejeCnako-
wa. Dotychczas np. nie udało się rozdzielić zło-
żonej komponenty nietoksycznej w cząsteczkach
toksynA-LiB-L(34).

Komponenty toksyczne róznych botulin po-
siadają podobny ciężar molekularny, który wy-
nosi dla szczepu ,,HaIIa" typu A 145 000 (7, 55),
szczepów ,,Lamanna" i ,,Okra" B 167 000-
170 000 (2, 32), ,,Sztokholm" C 141 000 (59),

,,1873" D 170 000 (37), ,,Alaska" E l47 000 (8)
oraz ,,Lange]and" F 155 000 (63, 64). Równiez
współczynnik sedymentacji tej komponenty,
niezależnie od typu jadu, posiada jednakową
wartość 7 S (34, 55). Jedynie w przypadku
szczepi typu F współczynnik ten został okreś-
1ony na 5,9 S (42) oraz 6,4 S (46).

Aktywność biologiczna niskomolekularnych
toksyn pochodnych wydaje się być 2-3 krotnie

5B0

v.lyższa ocl toksyczn.ości wysokocząsteczkowych
progenitorów. Według Sakaguchi i Sakaguchi
(a7) w przypadku np. botuliny E moc toksyny
pochcdnej wynosiła 10,5X107 LD5O/mg N, a
macierzystego progenitora 3,3X 107 LDsO/n-rg N.

Komponenta neurotoksyczna w aktywowa-
nych endogennie hodowlach proteolitycznych
szczepów A, B i F występuje w tzw. formie pęk-
niętej, lub naciętej (,,nicking") tj. dwułańcucho-
wej (2, 9). Natomiasb składnik ten u nieproteoli-
tycznyclt szczepórv typu B, C, D, E i F jest jed-
noła.ńcuchowy i dopiero w na,stępstwie a.ktywa-
cji trypsyną przecl-rodzi w postać dwułańcucho-
wą (3'/). Ja"kc podjec].nosl.ki strukturalne rv pęk-
niętej neui:otoksy,rię gzyróznia się tzw. łańcuchy
ciężkie H (,,heavy") oraz lekkie L (,,light"), któ-
re są powiązaĄe mostkami dwusiarczkowymi S

- S rodnikóvl cysteiny (B). Całkowite rozbicie
mostków dwusiarczkowych uzyskuje się przy
zastcsowaniu elektroforezy w zelu poliakryla-
rrridowym z siarczanein dwudecylowo-sodowym
(SDS) w obecności specyficznego reduktora tych
wiązań, a mianowicie diiiotreitoiu (DTT).
Wspomnieć należy, że powyższy proces przebie-
ga z utralą 990/o toksyczności (57).

Ciężar molekularny łańcuchów H i L w po-
szczegÓlnych typach neurotoksyn jest podobny
i kolejno wyncsi: w przypaCku typu A 97 000 i
53 000 (B), B 104 000 i 59 000 (2), C 98 000 i
53 000 (59), D 110 000 i 60 000 (37), E 102 000 i
50 000 (B) oraz F 105 000 i 56 000 (64). Zdaniem
DasGupty i Sugiyamy 19; oraz Syuto i Kubo
(59) stancwi to pełvien dcwóC za wspólną struk-
l.urą molektrlarną r,v r,óznych typach botulin.

Strukturalne podsi.awy aktywności toksyn
botulinov,,yCh.

Toksynę botulinołvą wyrożnia spośród innych

tywności przypisywa,.li am fo-
bowym tj. tryptofanowi i iz ast
Ger.ring i wsp. (20) wyraziii pogląd, ze aktyw-
ne centrum neurotoksyny typów A, B i E za-
wiera cysteinę, a nie tryptofan. Powyższą opi-
nię zdają się weryfikować osŁatnie badania pod-
noszące rolę grup SH oraz most}<ów S - S po-
między rodnikami cy i wsp.
(31) przypisują działa mostko-
wi S- S występując toksyny,
poza jej aktywnym c Sugiya-
ma i wsp. (57) wiążą aktywność botuliny z in-
tegralnością przynajmniej 1 mosbka S - S po-
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między łańcuchem H i L w pękniętej kompo-
nencie neurotoksycznej. Natomiast w przypad-
ku jednołańcuchowej toksyny (,,intact toxin")
krytyczne wiązanie S - S ma pcsiadać lokaii-
zacj ę lvewnątrzłańcuchową.

Początkowo łączono akŁywację botuliny z
przechodzeniem jej w formę cząsteczek pęknię-
tych tzw. ,,nicking" (8). Później stwierdzono, ze
enzymatyczne nacięcie molekuły z reguły nie
powoduje wzrostu jej toksyczności (37). Sprzę-
żenie procesu enzymatycznej aktywacji z poja-
wienienr się toksyny w formie dlł,,ułańcuchowej
obserwowano jedynie przy pH 6, Natomiasb vl
pH 4,5 całkowite uczynnienie jaclu zawsze po-
przedzało powstawanie pękniętych cząsteczek
(43).

Ohishi i Sakaguchi (43) przy |rypsynowaniu
hodowl i proteolibycznego szczepu ,,Okra"
stwierdzili 2 toksyczne frakcje o CM 112 000 i
57 000. Składnik 112 000 po Cłuższym działaniu
tego enzymu ulegał dalszej fragnrentacji uzys-
kując przy tym maksymalną akŁywność. Ponad-
to w warunkach słąbo zasadowego pH pojawiał
się 3 fragment o CM 142 000 daltonów. Moze to
wskazywać na obecność w cząsteczce 3 wiązań
peptydorvych o róznej wrazliwości na trypsynę.

Występolvanie toksyny botulinowej jako,wiel-
kocząsteczkowego agregatu białka złożonego ze
zrożnicowanych funkcjonalnie kornponent poz-
u,ala na nowe i pełniejsze ujęcie jej enteralnej
aktywności. Osta|nie badania autorów japońs-
kich tj. Sakaguchi i Sakaguchi (47), Ohishi i
wsp. (44) oraz Sugii i ,arsp. (54) dcwiodły silniej-
szego działania przez przewód pokarmowy bo-
tulin 19 S i 16 S niz jadów 12 S i 7 S. Jak
stwierdzono progenitor B - L (16 S) przewyż-
szał o 7X102 toksyczność prcgenitora B - M
(12 S) oraz o 1,6X104 aktywność toksyny po-
chodnej (7 S).

Ohishi i wsp. (44) wyrazają pogiald, że po-
wyższe różnice zależą od specyficznej struktury
nietoksycznych komponent zll,iązanych z neu-
rotoksyną lub od rvłaścirvości obu tych skład-
r ików. Jednocześnie vłyższa aktywność pfcge-
nitora B - L (16 S) niz krystalicznej botuliny
A - L (19 S) moze wskazywać na znaczenie w
tym względzie jeszcze innych, dotychczas nie
poznanych czynników.

Również wysokocząsteczkowe progenitory są
bardziej oporne na destrukcyjne działanie enzy-
mów trawiennych jelit i kwasu żołąCka, niz ni-
skocząsfeczkowe toksyny pochodne. Sugii i wsp.
(54) wykazall,, że pochodna toksyna B (7 S) w
śrcCowisku soku zołądkowegc szczura ulegała
całkorvitej deŁoksykacji już po 10 min,, po czas
gdy botulina B - M jeszcze po B0 min. zacho-
wywała 10Vo wyjściowej aktywności. Nabomiast
w soku jelitowym szczgró-w cząsteczki jadu 7 S
tracjły toksyczność w ciągu 40 min., a molekuły
16 S przy 3 krotnie dłuższej ekspozycji były
in_aktywowane tylko łv 40%.

Zdaniem Sugii i v,zsp. (54) znaczenie dla sŁa-
bilności botuliny jako toksyny enteralnej posia-

da fakt, że progenitor, w przeciwieństwie do ła-
twego rozpadu ,,żn użtTo", - nie dysocjuje w
scku jeiito\,vym szczui,a w pH 7, co może sta-
nowić mechanizm zabezpieczaiący neuroŁoksy-
rrę przed detoksykacją. Dlatego w dalszym cią-
gu pozostaje do wyjaśnienia mechanizm prze-
nikania cząsŁeczek jaCu z jelit do krwiobiegu.
Pe,uvne nowe możliwości dla poznania tego pro-
cesu mogą posiadać badania Schantza i Gaspera
(50), wskazujące na aktywniejszą dyfuzję cięż-
szych mclekuł nitkcwe.tych niż 1zejszych sfe-
rycznych.

R ozważając zagadnienie pozy cji taksonomicz-
nej dla toksyn bo|ulinowych wydaje się, ze nie
można ich klasyfikować w grupie tzw. syntok-
syn według te,rminoiogii Bonventre i wsp. (3)
tj. wysokocząsteczkowych jadów utworzonych z
rvie,Lu id.entycznych składników łącznie warun-
ktrjących toksyczność takich kompleksów. Na-
tomiast struktura molekularna botulin odpowia-
da budorvie tzw. prostych toksyn (,,simple tox-
ins"), przedstawiających agregaty złożone z
rożnych komponent, z kŁórych tylko 1 składnik
neurotoksyczny decyduje o ich aktywności. W
świetle dotychczasowej wiedzy można tez są-
dzić, że w naturalnych warunkach rolę enteral-
nej toksyny mogą lepiej spełniać wielkocząstecz-
kowe i stabilne progenitory 12 S, 16 S i 19 S,
niż wrazliwe na działanie soków trawiennych
jelit niskocząsteczkowe toksyny pochodne 7 S.
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probówek) dodaje się badaną surowicę, a po
przepłukaniu - znakowaną enzymem antyglo-
bulinę i odpowiedni substrat. Obecne w probów-
ce przeciwciała wiążą się z antygenem, a następ-
nie z antyglobuliną znakowaną enzymem. W

antgęn adsuóonzny na podĘu -
łaiiln (np, proócinhi polist yreaot*)

ptukanie

dodąnie óadanej ćmmunogtóuliny

p{ukanie

doda nte an tg iltt m u rc 9 l obu kny
znakonaĘ enzgman

p[ukąnE

dodąnie suóstratu

ozndc zon će s p ek ćm foto m ełyc zne

Ryc. 1. Pośrednia metoda znakowanych arrtyglobuiin
§o wykrywania przeciwciał

zostosowonie immunoenzymotycznej metody ELlsA
w diognosiyce wirusologicznej

Zastosowanie w ostatnich latach enzymów do
znakowania przeciwciał pozwoliło na wprowa-
dzenie wysoce swoistych i czułyclt metod ja-
kościowego wykrywania wirusów (2, 12). Me-
tody te w cotaz większym stopniu zaczynają za-
stępować stosowane do niedawna, ale obarczo-
ne szeregiem wad, immunofluorescencję i tech-
niki radioimmunologiczne.

W 1971 r. Engvall i Perlmann (9, 10) oraz nie-
zależnie Van Weemen i Schuurs (19) wprowa-
dzili immunoenzymatyczną technikę, zwaną w
skrócie ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay), pozwalającą na ilościowe oznaczallie
przeciwciał i antygenów w materiale biologicz-
nym, Technika ta oparta jest na zasadzie chro-
matografii powinowactwa, w której jeden z roz-
puszczalnych składników (przeciwciało lub an-
tygen) adsorbuje się trwale na stałym podłozu-
-nośnlku. W dalszym etapie przyłącza się do nie-
go obecny w badanym materiale antygen lub
przeciwciało, a wytworzony kompleks łączy się
z przeciwciałem znakowanym enzymem. Po do-
daniu odpowiedniego dla enzymu substratu, o-
zl:racza się fotometrycznie stopień hydrolizy sub-
stratu przez enzym i na podstawie uzyskanych
wyników wnioskuje się o zawartości przeciwciał
lub antygenu w testowanym materiale.

Do najczęściej stosowanych w technice ELISA
metod należą: pośrednia metoda znakowanych
antyglobulin do oznaczania przeciwciał (ryc. 1)
oraz tzw. metoda ,,podwojonych" przeciwciał do
oznaczania antygenu (ryc. 2). W pierwszej z
nich, do pokrytych antygenem nośników (np.
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