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Struktura molekularna i mechanizm dziatania

toksyny - tezcowej

Z Zakladu Higieny Weterynaryjnej w Lublinie

Toksyna tezcowa (TT) — stanowiac produkt
metabolizmu laseczek Cl. tetani — odpowiada
za wszystkie objawy tezca opisywane od czasow
Hipokratesa jako triada ,,zranienie — szczeko-
scisk — Smier¢” (85). Wedlug Heyningena
i Mellanby (43) czysty preparat tej neurotoksy-
ny posiada aktywnosé¢ wynoszaca 200 000 000
DLM/mg N, lub 30000000 DLM/mg bialka
i obok jadu botulinowego nalezy do najpotez-
niejszych trucizn znanych czlowiekowi. Pozna-
nie wlasciwosei fizyko-chmicznych TT, a
zwlaszeza jej struktury molekularne;, pomada
zasadnicze znaczenie dla wyjasnienia istoty
dzialania tej niezwyklej proteiny (43). Uzyska-
ne dotychczas wymki pozwalaja sadzi¢, ze rdz-
ne komponenty molekuly tego jadu sa impli-
kowane w proces wiaza‘na, toksycznodé i im-
munogenno$é (7, 35, 38, 38, 39, 54, 55, ou)
Niedawno tez przeprowadmne baaama rzucily

nowe $wiatlo na rozprzestrzenianie sie toksyny

tezcowej w organizmie (7, 21, 30, 70). Wyzej
przedstawionej problematyce — nie omawiane]
w piSmiennictwie krajowym — jest poswieco-

ny niniejszy artykul.
Wytwarzanie toksyny

Bulionowe hodowle Cl. tetani, znajdujace sie
w eksponencjalnej fazie Wzrostu laseczek
1 rozpoczynajacym sie procesie ich autolizy, za-
wieraja toksyne tezcowa zewngtrzkomoérkows
— TTZK (12). Mozna tez stwierdzié¢ tzw. toksy-
ne wewnetrzng w samych laseczkach TTWK
craz w endosporach TTWS (73, 74, 75). Wlas-
eiwosel patogenetyczne i antygenowe tych ja-
o g identyczne, a jedyne roznice polegaja
L\, lko na Vvlek‘aZ(‘] wrazliwosei termicznej TTZK
w porownaniu z TTWEK oraz na slabszej wigzal-
nosci przez antytoksyne TTWS niz TTWK (75).

1



Nr 1

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XXXVII

Zagadnienie kontroli genetycznej procesow
wytwarzania TT jest mafo poznane (12). W tym
wzgledzie niewiele wyjasnia fakt wykazania
bakteriofagow specyficznych dla Cl. tetani (17,
34, 68, 69). Wedlug Hara i wsp. (34) fagi izolo-
wane z toksycznych i atoksycznych hodowli sa
morfologicznie podobne. Wysuniete] hipotezie
o mozliwosci regulacji produkeji TT przez plaz-
midy na razie brakuje wiekszego uzasadnienia.

Sprzezenie procesow aktywacji toksynogene-
zy i sporogenezy, wlasciwe dla niektorycn la-
seczek z rodzaju Clostridium, nie jest cecha
bakterii tezca (61, 64). Bowiem toksynogenne
szczepy Cl. tetani z reguly stabo sporuluja.

Wyrazny wplyw na wytwarzanie toksyny
tezcowej posiadajg warunki prowadzenia ho-
dowli bakteryjnych. Dodatek do podlozy cystei-
ny i kwasu skrobiowego, a takze niektorych
aminokwasow dziala stymulujaco (79, 80). Row-
niez natlenianie kultur prowadzi do zwigksze-
nia zbioréw TT (82). Natomiast nadmiar gluta-
minianéw w pozywce co prawda pobudza roz-
woj Cl. tetani, ale wplywa takie na skrocenie
stacjonarnej fazy wzrostu tych beztlenowcow i
w konsekwencji obniza toksynogenezg (36). Poza
tym produkeji toksyny na ogol nie sprzyjaja
czeste pasaze z uzyciem plynnych podiozy (60).
Podkreslié przy tym nalezy, ze sposrod zaleca-
nych pozywek najwieksza warto$¢ posiadaja
podloza wedlug Muellera i Millera (58) oraz
Lathama i wsp. (48). Uzyskiwane zbiory toksy-
ny wynosily w pozywce Muellera i Millera 130
—150 Lf/ml (1,3—1,5X10% DLM/ml), a w nie-
buforowanym i bez wyeiagu z serca wolowego
podiozu Lathmana od 70 do 90 Lf/ml

Mechanizm uwalniania toksyny tezcowej (T'T)
z komorek bakteryjnych nie jest dostatecznie
poznany. Wigze sie on z nacieciem (,;nicking”)
molekuly toksyny wydzielanej do plynow ho-
dowli (tzw. toksyna zewngtrzkomoérkowa
TTZK). Odpowiedzialne za ten proces proteazy
zostaly wykazane w $cianie laseczek Cl. tetani
(78). Natomiast czasteczki toksyny wewnatrz-
komoérkowej TTWK nie sa naciete.

Wiasciwosci fizyko-chemiczne

Toksyna tezcowa jest prostym bialkiem o cig-
zarze molekularnym 150 000 (15, 52, 72). Za-
wiera ona 15,77% N, 1.04% S i 0,065% P (43).
W stanie oczyszczonym jest catkowicie pozba-
wiona frakeji lipidowych i weglowodanowych
(43, 65). Punkt izoelektryczny TT znajduje sie
‘przy pH 5,0—5,2. Unieczynnia sie ona juz w
pH 6,0 ale w obecnosci glicyny zachowuje ak-
tywno$¢ nawet przy zakwaszeniu do pI 5,0 (65).

Badanie skladu amoniokwasowego toksyny
tezcowej nie dalo jednoznacznych wynikéw (14,
24, 29). Bizzini i wsp. (14) wykazali w TT az 13
réznych aminokwasow. Sposréd nich Dawson
i Mauritzen (24) nie stwierdzili wystepowania
jedynie tryptofanu, a Dunn i wsp. (29) réwniez
alaniny, cystyny, seryny i tyrozyny.
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Rozbieznosé pogladéw zaznacza sie takze co
do roli i skladu aminokwaséw w ugrupowa-
niach terminalnych czasteczek TT. Craven i
Dawson (18) neguja obecnosé funkcjonalnych
aminokwaséw w TTZK i TTWXK. Natomiast
Bizzini i wsp. (13) oraz Holmes i Ryan (45) za
konicowe aminokwasy uwazaja leucyne i glicy-
ne. Ostatnio Helting i wsp. (35) wysuneli hipo-
teze, ze grupe terminalng lancucha lekkiego
(,,Jight” — L) tworzy prolina, a ciezkiego (,,hea-
vy’ — H) leucyna.

. Podstawy struktury molekularnej

Poglady na temat struktury molekularnej
toksyny tezcowej nie sg calkowicie zgodne (15,
18, 43, 59). W 1948 r. Pillemer i wsp. (66) oraz
Pillemer i Moore (65) wykazali fizyczng nie-
homogenno$é czystych preparatéw TT zawiera-
jacych czasteczki 4,56 S oraz 7 S. Jednocze$nie
stwierdzono, ze przy zachowaniu swoistosci an-
tygenowej czasteczki 7 S byly pozbawione tok-
sycznoscl, Pozniej Largier 1 Joubert (47) donie-
§li o biologiczne] aktywnosci molekut 3,9 S.
Zasugerowano przy tym mozliwoé¢ spontanicz-
nej polimeryzacji czasteczek toksyny. Na tej
podstawie Heyningen i Mellanby (43) wyrazili
przypuszczenie, ze TT moze wystepowac w 2
formach tj. czynnej (monomer o CM 68 000) i
nieczynnej (dimer z CM 140 000). Zdaniem
Raynaud i wsp. (71) procesowi depolimeryzacji
towarzyszy rozbicie mostkéw S-S. Jednak po-
wyzszej koncepeji nie popieraly badania Daw-
sona i Maurtizena (24) wskazujace na toksycz-
noéé¢ preparatow TT o stalej sedymentacji 6,1—
6,7 S.

Sporym zagadnieniem jest kwestia liczby
podjednostek strukturalnych w molekule TT.
Bizzini i wsp. (15) zalozyli wystepowanie 2 iden-
tycznych polipeptydéw (CM 75 000) zlozonych
z 2 odrebnych lancuchéw (CM 50 000 i 25 000)
zwigzanych mostkami S-S. Natomiast Craven
i Dawson (18) przyjeli dla toksyny zewnatrz-
komoérkowej (TTZK) obecnosé 1 polipeptydu
dwulancuchowego, podczas gdy toksynie wew-
natrzkomoérkowej (TTWK) przypisali strukture
jednotancuchowg (CM 150 000). Powyzsze wy-
niki potwierdzili Matsuda i Yoneda (53, 54, 55),

torzy wskazali, ze TTWK po lagodnej trypsy-
nizacji przechodzi w forme molekul rozczepio-
nych z lancuchem ciezkim H i lekkim L.

Helting i Zwisler (37) w rezultacie zadziala-
nia papaing na toksyne tezcowa zewnagtrzkomor-
kowa (TTZK) wyodrebnili z niej 2 polipepty-
dy tj. tzw. fragment C (frag C) z CM 47 000 i
fragment B (frag B) o CM 95 000. Frag C, przed-
stawiajagc mniejsza komponente czgsteczki TT,
zachowywal zdolno$é stymulacji przeciwcial
antytoksycznych (mostek S—S pozostawal we
frag B). Przy zastosowaniu elektroforezy w Zelu
z SDS 1 immunodyfuzji, fragment C wyraznie
odréznial sie od tancucha L, zachowujac zwig-
zek z lancuchem H. W zwigzku z tym Helting
i Zwisler (37) przyjeli, ze fragment B obejmuje
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komplementarng cze§é lancucha H (pozostaly
po oddzieleniu frag C) zwigzang z lancuchem
L przez wiazanie S—S (ryc. 1).

U0 0%0°| £ardcuch ciezki (&)

7
S
/

s

laricuch lekki (L)

' Papaina
iy
s + Fragment C
E‘El
Fragment B

Ryc. 1. Schemat struktury molekularnej toksyny tez-
cowej wedug Heltinga i Zwislera (37)

Matsuda i Yoneda (54, 55) stwierdzili, Ze przy
lagodnej trypsynizacji (trypsyny 1 mcg/ml w
25°C przez 1 godz) toksyny wewngtrzkomor-
kowej (TTWK) powstaja 2 fragmenty, a mia-
nowicie o (CM 53 000) i § (CM 107 000) zacho-
wujace zwiazek antygenowy z toksyna natyw-
ng. Frag B (oddzielony od trypsyno-wrazliwego
frag o) przy dalszej trypsynizacji (w obecnosci
2 M mocznika) rozpada sie na 2 rézne antyge-
nowo podfragmenty, tj. p-1 (odpowiadajacy
frakcji C Heltinga i Zwislera) oraz f-2. Poza
tym Matsuda i Yoneda (55) zakladaja obecno$é
komponenty ,strukturalnie zaleznej” (,,confor-
mation dependent”) cechujaca calsg molekule TT
(ryc. 2). Wigzania peptydowe — wrazliwe na
enzymy — wystepuja pomiedzy komponentami

ment
é-a»g 70 mé?

- -'?’mgmené £
< (e 53000)

Ryc. 2. Schemat struktury molekularnej toksyny tez-
cowe]j zgodnie z Matsudg i Yonedsg (55)
Objadnienia: Tr = miejsce naciecia (,,nicking”) molekuty;
TR = punkt trawienia frag § przez trypsyne w obecnosci 2 M
mocz.nika; PA = miejsce rozbicia wiazan peptydowych przez
papaineg; Linia przerywana = wiszanie niekowaleneyjne; Linia
kropkowana = determinanta ,strukturalnie zslezna’.

o, -2 i B-1. Natomiast mostki dwusiarczkowe
S—S, niszczone przez detergenty (np. SDS), sa

. zlokalizowane pomiedzy o i $-2 oraz we frag-

mencie f-1.

Wiazanie TT

Wtasciwo§é wigzania przez tkanke nerwows
toksyny tezcowej jest znana od dawna jako
tzw. ,fenomen Wassermanna-Takaki”. Dzi§ juz
wiadomo dokladnie, Zze w neuronie toksyne
wigza tzw. gangliozydy tj. mukolipido — cera-
midyl — oligosacharydy zawierajace rodniki
gléwnie kwasu neuraminowego, stearynowego
i sfingozyny (9, 40, 44). Okazalo sie przy tym,
ze efektywno$é gangliozydéw (ggl) jest uwa-
runkowana polozeniem rodnikéw kwasu neura-
minowego (KN). Wedlug Heyningena (41) ggl
zZ 2 przylegajgcymi rodnikami KN przylaczaja
6-krotnie wieksza ilo§¢ toksyny niz gangliozydy
o tej samej liczbie rodnikéw KN inaczej polo-
zonych. Przy ciezarze molekularnym ggl GIII
1800 i TT 66 000 — srednio 2 molekuly ganglio-
zydu wigza 1 czasteczke toksyny (85).

Proces wiazania TT zdaje sie tez zalezeé od
miejsca lokalizacji gangliozydéw w neuronie.
Dimpfel i wsp. (27) wykazali, ze najbardziej
aktywne ggl GDIb i GT1 wystepuja w zew-
netrznej strukturze komérki. Stad tez powstalta
sugestia, ze TT moze oddzialywaé¢ jako powie-
rzchniowy marker (27). Komponente chwytng
przypuszczalnie stanowi fragment C, zlokali-
zowany w lancuchu H czgsteczki toksyny (11,
39, 42).

W ostatnich latach zasugerowano obecnosé
receptoré6w na gangliozydach GD1b i GT1 (33,
49). Komoérki tarczycy, posiadajgce defekt ge-
netyczny zwiazany z brakiem GD1b i GTI1,
wykazywaly gwaltowny spadek aktywnoéci
wigzania jednocze$nie hormonu tyreotropowe-
go i toksyny tezcowej (33). Powstalo wiec przy-

‘puszczenie, ze powyzsze ggl sa podobne w tkan-

ce nerwowej i tarczycy.

Zimmermann (88) oraz Zimmermann i Piffa-
retti (87) opisali jako receptory pewne struktu-
ry wrazliwe na neuraminidaze (1 klasa recepto-
row) oraz neuraminidaze i § galaktozydaze (2
klasa), a takze pozbawione takiej wrazliwosci
(3 klasa). Receptory klasy 1 i 2 (tzw. swoiste)
sg charakteryzowane jako zalezne od ggl i od-
powiedzialne za wigzanie ,nieefektywne” (wo-
bec braku objawdéw choroby), podczas gdy rece-
ptory 3-ej klasy (nieswoiste) — niezalezne od
ggl — warunkujg efekt biologiczny (wystapie-
nie schorzenia). Okazalo sie przy tym, ze zwy-
kle 53% TT laczy sie specyficznie. Na uwage
zastuguje, ze powyzszemu procesowi nie towa-
rzysza zadne zmiany w komorce (40).

Rozprzestrzenianie sie TT w organizmie
2posréd wysunietych 2 hipotez rozprzestrze-

niania sie toksyny tezcowej w organizZmie tj.
drogg krwionosna (1, 2, 3, 4, 5) i nerwowg (83)
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dzi§ podtrzymuje sie slusznos¢ raczej tylko tej
ostatniej. Przemawiaja za nig pomyélne proby

wywolywania tezca po wprowadzeniu TT do-

nerwu kulszowego (22)  oraz zapobieganie tym
objawom przez wywolywane zmiany zwyrod-
nieniowe w motorycznym wildknie nerwowym
zakazonego toksyna miegsnia (8, 84). Ostatnio
Price i wsp. (70) oraz Stockel i wsp. (77) wpro-
wadzajac domiesniowo znakowang ('2°J) tok-

syne, przy zmiazdzeniu nerwdéw tego regionu .

stwierdzili, ze TT gromadzi sie w obwodowym
aksonie (ryc. 3). Tym samym ustalono, iz tok-
syna rozprzestrzenia sie $rédaksonalnie, droga
wstecznego transportu z obwodu do rdzenia
kregowego. Dzienny dystans tej rodaksonalnej
transmisji jest oceniany na 75 mm (70). Green
i wsp. (30) wykazali przy tym, ze transport TT
przebiega jako proces selektywny tj. odbywa
sie za posrednictwem wlékien nerwowych o (w
terminologii Erlangera i Gassera).

Bizszy [ dalsry odcinek narwy
Toksyna

2lqcze s
PeINOWO~ ITNQSHONE

sy W

G_/j
zminzdzente

©

Prrekrdf aksony

Ryc. 3. Srodaksonalny transport TT wedlug Price i
wsp. (70)

W warunkach naturalnych, toksyna z migsni
lub tkanki podskérnej dociera najpierw do
brzusznych korzonkéw rdzenia, a nastepnie
osigga brzuszne rogi substancji szarej, co przy
dawce 10—15 DLM TT podanej w m. gastrocne-
mius szezuréw o wadze 200—300 g nastepuje w
8—9 godzin (ryc. 4). Wtedy tez pojawiaja sie
pierwsze skurcze tezcowe miegsni (46).

Toksyra,

migsnie
|

zakorczenic nermone
aksany *©
1
gabqrii brruszng
a&umm’ggia W brzuszaych
rogach odponiedniega
Jegmeinéu rozenia
rdzen kiggony
(narzga dacelomy)

,xy?s_fggamm‘e’ obfamwan

rozpriestrzenianie i "
uf cgolnych ipiea

PrIBE SyNapsy AEUrondn
drziakanie presynaplycne

inhibicia proceson hamonania /
(umwaliianie glicyry lub GABA)

Ryc. 4. Schemat rozprzestrzeniania sig toksyny tezco-
wej
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W przypadku dozylnej iniekcji TT, czas
émierci zwierzecia pozostaje w odwrotnej ko-
relacji z waga jego ciala (83). Sugeruje to, ze
toksyna jest przenoszona z krwi do miesni 1
stad droga nerwéw do centralnego ukladu ner-
wowego (podobnie jak w przypadku transportu
TT bezposrednio z mieséni). Jednak wspolczesny
stan wiedzy calkowicie nie wyklucza drogi he-
matogennej transmisji TT, co sugerowaly daw-
niejsze badania Abela i wsp. (1, 2, 3, 4, 5).

Mechanizm dzialania TT

Toksyna tezycowa wykazuje patogenetyczng
aktywno$é na obwodowy i centralny system
nerwowy (19, 20, 21, 23, 25, 26, 28, 57, 63, 81).
Dzialanie obwodowe przebiega z supresjg pro-
cesu uwalniania acetylocholiny wzbudzone]j
depolaryzacja K* (10) i z presynaptycznym ha-
mowaniem nerwowo-miesniowej transmisji (18,
67, 81). Powyzsze zaburzenia, zwlaszeza przy
niezupelnej neutralizacji TT w rdzeniu krego-
wym (57) oraz w przypadku stosowania jako
dos$wiadczalnego modelu ,,zlotej rybki” — ,,gold-
fish” (26), prowadza do wystapienia chara-
kterystycznych dla ,,miejscowego” tezca wiot-
kich porazeri. Normalnie jednak objawy takie
sa maskowane dominacja objawow ,uogdlnio-
nego tezca spastycznego” jako przejawu od-
dzialywan toksyny na rdzen kregowy.

Przy wplywie TT na centralny ukiad nerwo-
wy dochodzi w rdzeniu do inhibicji neuronéw
hamujacych (tzw. komoérki Renshawa), wytwa-
rzajacych mediatory hamowania tj. przypusz-
czalnie kwas gamma-amino-masiowy (,,gamma-
-amino-butyric acid” — GABA) lub glicyne (19,
20, 21, 63). W konsekwencji tych zaburzen wy-
stepuje niewsirzymywany przeplyw impulsow
pobudzajacych do drgawek i skurczéw miesnio-
wych (ryc. 4).

W kontekécie czeSciowo juz poznanej struk-
tury molekularnej TT zaklada sie, ze lancuch
L jest odpowiedzialny za glowny efekt patoge-
netyeczny (42). Natomiast tzw. fragmentowi B
tj. kompleksowi lancucha L z czescia lancucha
H (komplementarng do frakcji C) przypisuje
sie role w stymulacji objawéw sercowo-naczy-
niowych pojawiajagcych sie we wstepnej fazie
tezca (16, 62). Poza tym postuluje sig, ze pro-
ces enzymatycznego ,naciecia” molekuly tok-
syny jest niezbedny dla ,ujawnienia” lancu-
chéw H i L — determinujacych wigzanie i bio-
logiczna aktywnos$é toksyny. Stusznos¢ tej hi-
potezy — w $wietle stwierdzenia w organizmie
komponenty toksycznej o CM 40000 — jest
bardzo prawdopodobna (32).
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rui u macior po odsadzeniu prosiat. (Factors affect-
ing postweaning oesfrus in the sow.) Nor. Vet.-Med.
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Wplyw czynnikéw powodujacych wystgpienie rui
u macior po odsadzeniu prosigt przesledzono na 3019
maciorach w 75 stadach w okresie 1977—1978 r.
Stwierdzono, ze u 52,3% macior pierwiastek ruja wy-
stapila w ciggu 7 dni po odsadzeniu, natomiast ruja
W tym samym okresie czasu wystgpitla u 77,4% wielo-
rédek. Badania poubojowe jajnikéw macior wybra-
kowanych z powodu braku rui wykazaly u 46,2% pier-
wiastek i 78,3% wielorédek obecno$é cialek zdltych.
Anestrus zdiagnozowano po uboju u 38,5% pierwiastek
i 13,0% wielorédek. Opdzniajacy wplyw na wystapie-
nie rui po odsadzeniu wywieralo ubozZzsze zywienie.
Obecnosé knura w tym samym pomieszczeniu w kto-
rym znajdowaly sie maciory nie wplywa na czas po-
jawienia sie rui po odsadzeniu prosiat.

G.

LIEFMAN C. E.: Szczepienia czynno-bierne koni prze-
ciwko tezcowi. (Combined active-passive immunisa-
tion of horses against tetanus). Aust. vet. J. 56,
119—122, 1980 (3).

Okreslono stopiern nasilenia odpornoSci u koni po
szczepieniu szezepionkg przeciwtezcowg oraz po szcze-
pieniu czynno-biernym (szczepionks i surowica' odpor-
nosciowa). Badania przeprowadzono na 9 koniach w
wieku 8——12 miesiecy w trzech grupach doswiadczal-
nych. Zwierzetom z grupy I podano w iniekeji pod-
skornej 1500 jm anatoksyny tezcowej, zwierzetom =z
grupy II podano 1500 jm anatoksyny teZcowej i 2 ml
szczepionki, za$§ zwierzetom z grupy III jedynie szcze-
pionke w iloSci 2,0 ml. Po 4 tygodniach zwierzeta
z grupy II i III otrzymaly iniekcje 2 ml szczepionki
przeciwko tezcowej. Natezenie odpornosci okreslono w
odezynie neutralizacji na myszkach. U zwierzat ze
wszystkich trzech grup uzyskano zadowalajaca odpor-
no$é, przy czym powtérna iniekcja szczepionki przy-
czyniala si¢ do silnego wzrostu odpornosci. »



