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Produkty redukcji bialka toksoidu tezcowego
TIpoayKTb! peaAyKumy IPOTeMHA CTOJOHAYHBIX TOKCOMIOB

The Products of the Reduction of the Tetanus Toxoid Protein

Biochemiczna natura bialek jest scisle zwigzana ze strukturg tych
substancji. W przypadku toksoidu tezcowego czynione sg préby ustalenia
biologicznych wlasnosci tego antygenu przy wykorzystaniu réznych fizy-
kochemicznych srodkéw. Temu celowi stluzy¢ mogg niektére ustalenia:
skladu aminokwasowego (6, 8), powierzchniowych grup funkcyjnych (7)
oraz masy czasteczkowej (9, 10). Prezentowana praca jest kontynuacjag
powyzszych badan i dotyczy poznania produktéw wyodrebnionych z bial-
ka toksoidu tezcowego po jego redukcji. Zachetg do podjecia tego tematu
byly doniesienia o istnieniu podjednostek, z ktoérych zbudowane jest bial-
ko toksyny tezcowej (14). Zalozono, ze po uwzglednieniu tego i po poroéw-
naniu z rezultatami otrzymanymi w przedstawionej pracy dla biatka to-
ksoidu tezcowego, bedzie mozna przynajmniej w czeSci odpowiedzie¢ na
pytania, w jakim stopniu craz, jakie fragmenty molekuly toksyny ulegaja
modernizacji pod wplywem czynnika odzjadliwiajgcego, prowadzacego do
wytworzenia toksoidu tezcowego.

MATERIALY I METODY

Bialka: cytochrom C — BDH, hemoglobina — BDH i albumina ludzka — BDH,
dekstran blekitny — BDH, zestaw wzorcéw aminokwasowych — National Bioche-
mical Corporation Cleveland Ohio, Sephadex G-100 i G-200 — Pharmacia Uppsala,
Tris — BDH, 2-merkaptoetanol — Loba, kwas jodooctowy — Koch-Light, bibula
do chromatografii — Whatman 3, woreczki celofanowe do dializy — Zaklad Chemii
Fizjologicznej AM w Lublinie. Dalsze odczynniki byly produkecji polskiej i cha-
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rakteryzowaly sie nastepujacym stopniem czysto§ci: chlorek sodu e¢z.d.a., kwas solny
stezony cz.d.a., kwas octowy (lod.) cz.d.a., etanol 95% cz.d.a., n-butanol cz.d.a., wo-
dorotlenek sodu cz.d.a., ninhydryna cz.d.a. i aceton cz.d.a.

Przygotowywano nastepujace roztwory: 0,2 M bufor Tris pH 8; 97 g Tris roz-
puszezano w 1000 ml wody (podwoéjnie przekroplonej), dodawano 2 N kwas solny
do pH 8 i wodg dopeiniano do 4000 ml. Buforowane roztwory: 0,15 M i 0,45 M
NaCl, 0,2 M 2-merkaptoetanol i 0,6 M kwas jodooctowy — sporzadzano odwazki:
NaCl, 2-merkaptoetanolu i kwasu jodooctowego oraz rozpuszczano je w 0,2 M bu-
forze Tris do objeto$ci 100 ml. Uklady chromatograficzne: n-butanol, kwas octowy
(lod.), woda — 4:1:1 V/V — A, pirydyna, woda — 65:35 V/V — B, pirydyna, kwas
octowy (lod.), woda — 50:35:15 V/V — C. Zele przed wprowadzeniem na kolumne
poddawano pecznieniu w soli fizjologicznej — Sephadex G-200 i w buforze Tris-
-Sephadex G-100.

Do otrzymywania preparatu bialtka toksoidu teicowego wykorzystano zageszczo-
ny formolowy przesgcz hodowli Cl. tetani — Warszawska Wytwoérnia Surowic
i Szczepionek oraz oczyszczano wedlug Komorowskiej i wsp. (11). Produkty
redukeji biatka toksoidu tezcowego otrzymywano za poérednictwem 2-merkapto-
etanolu (17). Rozdzialu dokonywano przy pomocy sgczenia molekularnego na ko-
lumnie 2,5X40 cm wypelnionej Sephadexem G-100, wycieki zbierano przy pomocy
automatycznego kolektora, produkcji Rzemie$lniczej Spoédidzielni ,,Mechanik” — Po-
znan i kontrolowano przy pomocy spektrofotometru VSU-2P.

Mase czgsteczkowg badanych substratéw wyznaczano wobec wzorcowych bialek,
uwzgledniajac przy ostatecznej ocenie: objeto§é elucji i rachunek wyréwnawczy (12).
Sktad aminokwasowy bialkowych produktéw redukeji okre§lano w nastepujacy spo-
s6b. Prébki badanych substancji poddawano zasadowej (2) lub kwa$nej hydrolizie
(3). Mieszanine aminokwaséw nanoszono obok wzorcé6w na bibule Whatman 3
(37X46 cm) i rozwijano technikg wstepujaca w komorach szklanych 20X22X49 cm.
Nie rozdzielone powyzszym sposobem aminokwasy rechromatografowano, wykorzy-
stujac ten sam gatunek bibuly 28X28 cm oraz szklany eksykator o §rednicy 32 cm (4).

BADANIA WLASNE

Redukcja bialka toksoidu tezcowego

25 mg bialka toksoidu tezcowego rozpuszczano w 2,5 ml 0,2 M buforu
Tris. Nastepnie dodawano 1,25 ml 0,2 M 2-merkaptoetanolu w powyZszym
buforze. Mieszanine doprowadzono do 30°C i pozostawiano na 60 min.
Reakcje przerywano wstawiajgc probdéwke z zawartoscig do lazni lodowej
na 15 min. Po oziebieniu dodawano 1,25 ml 0,6 M kwasu jodooctowego
w buforze Tris i przy pomocy 1 M NaOH doprowadzano mieszanine do
pH 8, a nastepnie ozigbiano do 4°C i pozostawiano na 60 min. Skladniki
niskoczasteczkowe usuwano za pomocs dializy wobec 0,15 M NaCl w bu-
forze Tris, a nastepnie powtarzano te operacje, stosujgc 0,45 M NaCl w tym
samym buforze. Po wykonaniu dializy, ktéra w obu przypadkach prowa-
dzona byla przez 12 godz., przenoszono zawartos¢ woreczka do szklanych
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probowek, w ktérych doprowadzano ciecz do objetosci 1 ml w 30°C pod
proznia.

Rozdzial produktow bialka toksoidu tezcowego

1 ml roztworu zawierajacego produkty redukcji bialka toksoidu tezco-
wego nanoszono na szezyt kolumny wypelnionej Sephadexemn G-100. Do
eluowania uzywano 0,2 M bufor Tris. Wyrieki wyplywajace ze $rednig
szybkoscig 0,56 ml/min zbierano w probdwkach umieszczonych w kolek-
torze i fotometrowano przy 280 nm. Otrzymane wyniki przedstawiono
graficznie na rye. 1, uwzgledniajgc na osi odcietych objetos¢ wycieku
w ml — V/ml, a na osi rzednych absorbancje — AX100.
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Ryc. 1. Produkty redukcji biatka toksoidu tezcowego rozdzielone na kolumnie wy-
pelnionej Sephadexem G-100
The products of the reduction of the tetanus toxoid protein separated on the
column filled with the Sephadex G-100

Masy czasteczkowe produktow redukcji biatka
toksoidu tezcowego

10 mg wzorcowych biatek: cytochromu C, hemoglobiny i albuminy
ludzkiej taczono w jedna caloé¢ i rozpuszczano w 1 ml buforu Tris. Otrzy-
many roztwoér nanoszono na szczyt kolumny. Objetos¢ elucji poszczegbl-
nych standardéw okreslano przy zachowaniu warunkéw stosowanych przy
rozdziale produktéw redukcji bialka toksoidu tezcowego. Przyjmujac ma-
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sy czasteczkowe: cytochromu C — 11600, hemoglobiny — 67000, albuminy
ludzkiej — 69000 daltonéw (5), a odpowiednie objetosci elucji: 600, 80,
50 ml oraz uwzgledniajac, ze logarytm masy czgsteczkowej x jest funkejg
objetosci elucji y, wyznaczono wspomniang zalezno§é przy pomocy ra-
chunku wyréwnawczego — wzér 1.

y=23358,270—680,712 - 1)

Mase czasteczkowg produktéw redukcji bialka toksoidu tezcowego obli-
czano przy pomocy przedstawionego réwnania. Postepowanie polegato na
wstawieniu do powyzszego wyrazenia kolejnych objetosci elucji otrzy-
manych przy rozdziale produktéw redukcji: 1, 2, 3 (ryc. 1) i wyznacze-
niu log M — x oraz masy czagsteczkowej — M. Ostatecznie uwzgledniajac
wszystkie otrzymane wyniki opracowano ich zestawienie (tab. 1).

Tab. 1. Zestawienie produktéw redukcji biatka toksoidu tezcowego: 1, 2, 3 — P,
z objetoSciag elucji w ml — y, masg czgsteczkowg w daltonach — M ilog M — x
The comparison of the products of the reduction of the tetanus toxoid protein: 1, 2,
3 — P with the volume eluation in ml — y, molecular weight in daltons — M and

log M —x
P y x M
1 255 4,559 36210
2 350 4,419 26 260
3 515 4,177 15 030

Sktad aminokwasowy produktéw redukcji biatka
toksoidu tezcowego

Rozdzielone produkty redukcji biatka toksoidu tezcowego wprowadza-
no do oddzielnych parowniczek, w ktérych pod promiennikami usuwano
skladniki lotne. Pozostalo§¢ przenoszono do szklanych ampulek przygoto-
wanych w takiej ilosci, aby mozna bylo réwnolegle prowadzi¢ hydrolize
kwasng i alkalicznrg w obecnosci: 1 ml 6 M HCI lub 1 ml 5 M NaOH. Po
zatopieniu ampulek pod préznig, zawartosé ogrzewano w 105°C przez
24 godz. Otrzymang mieszaning wolnych aminokwaséw umieszczano
w parowniczkach, usuwajac kwas solny sposobem podanym wyzej. Na-
stepnie wprowadzano bezwodny etanol. Cze$¢ nierozpuszczalng odrzucano.
Po usunieciu etanolu z roztworu otrzymywano sucha mase, zawierajaca
wolne aminokwasy. Rozpuszczano jg w trzech kroplach wody i nanoszono
obok standardéw na bibule Whatman 3. Rozwijano dwukrotnie w ukla-
dzie — A w kazdym przypadku 48 godz. Za pomocg 0,2% acetonowego
roztworu ninhydryny uwidaczniano polozenie aminokwaséw na chroma-
togramie. W przypadku: asparaginy, seryny, glicyny oraz kwasu gluta-
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minowego, treoniny oraz izoleucyny i leucyny dokonywano dodatkowej
identyfikacji. W zwigzku z tym po wstepnym ustaleniu miejsca wystepo-
wania wymienionych aminokwaséw wycinano je wraz z nosnikiem bi-
bulowym, ktéry wykorzystywano jako ,knot” w chromatografi krgzko-
wej. Dla dwu pierwszych zespolow aminokwaséw stosowano uklad B,
w trzecim — uklad C. Po wywolaniu dokonywano odczytéw. Ostatecznie
ustalono sklad aminokwasowy produktéw redukeji biatka toksoidu tezco-
wego (tab. 2) na podstawie chromatografii wykonanej technikyg wstepu-
jaca oraz krazkowg (rechromatografia), zar6wno w odniesieniu do kwas-
nych, jak i zasadowych hydrolizatow.

DYSKUSJA I WNIOSKI

Biatko toksyny tezcowej ma mase czasteczkowg w granicach 160 000
daltonéw i moze by¢ rozbite na dwa fragmenty o masie 53 000 i 107 000
daltonéw (14). Przyjmujac, ze toksoid tezcowy tworzy sie z toksyny po
uprzednim wprowadzeniu formaldehydu. Wysuwane sg r6zne hipotezy
co do trybu dzialania tego czynnika. Jedne z nich sugeruja, Zze w pro-
cesie tym zachodzg zmiany w niektérych centrach aktywnoscei (1, 16), inne
dotyczg zmian konformacyjnych (13, 15). Na tle tych rozbieznosci uza-
sadnione stalo sie podjecie proby wyjasnienia tej kwestii na nieco odmien-
nej plaszczyinie niz dotychczas. Spréobowano zanalizowaé, jakie réznice
mogg wystepowa¢ miedzy wspomnianymi antygenami w Swietle poréw-
nanja produktéw ich redukeji. Wezesniejsze badania wykazaly, ze toksoid
tezcowy ma mase czasteczkowg 74 000 (9, 10), a wiec przeszlo dwukrotnie
nizszg niz toksyna. Mozna postulowaé, ze w procesie detoksyfikacji toksy-
ny dochodzi do oderwania niektérych strukturalnych elementéw. Pragnac
to potwierdzi¢, wykonano redukcje bialka toksoidu tezcowego, z ktérej
wyniklo, ze tworza sie przy tym trzy produkty okreslone roboczo: 1, 2
i 3 o masie czasteczkowej: 15 030, 26 260 i 36 210 daltonéw. Daje to w ze-
stawienju z toksyng dodatkowy fragment. W ten sposdb mozna zalozyé,
ze proces detoksyfikacji winien lgczyé sie z dodatkowym tworzeniem
tego fragmentu. Powstaje pytanie, jak to przedstawia sie w aspekcie po-
roOwnawczym obu antygendw. Z przyjecia, iz mniejszy fragment toksy-
ny ma mase czasteczkowg 53 000 daltondéw, wynika, ze w tym procesie
dochodzi do rozlozenia go na wykrywalne w toksoidzie produkty, okres-
lone jako: 11i 3, bowiem ich lgczna masa odpowiada masie tego fragmentu
toksyny. Natomiast produkt 2 tworzy sie z wiekszego fragmentu, ktérego
znaczna cze$¢ zostaje odrzucona w procesie detoksyfikacji.

Badania skladu aminokwasowego produktéw redukeji toksoidu tezco-
wego wykazaly istnienie pewnych réznic (tab. 2). Natomiast wystepo-
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wanie w kazdym z nich reszt cysteinowych mogloby dowodzié, ze sg one
polaczone mostkami dwusiarczkowymi. Wczeéniejsze badania dotyczace
0g6lnej zawartosci aminokwaséw w toksoidzie pozwalajg przyjaé zgodnosé
tych rezultatéw, poniewaz ogdlny sklad aminokwasowy w obu przypad-
kach jest ten sam (6, 8).

Tab. 2. Sklad aminokwasowy produktéw redukeji biatka toksoidu teicowego: 1, 2, 3
The aminoacids composition of the products of the reduction of the tetanus toxoid
protein: 1, 2, 3 '

Amino-

Lp. kwas 1 2 3
1 Cys + + +
2. Lys + + -
3. Asn + + +
4, His - - +
5. Arg — - +
6. Asp + - +
7. Gly + + -
8. Ser + + -
9. Glu + + +
10. Thr + -+ -
11. Ala + + -
12. Pro + + +
13. Tyr - - —
14. Trp + + +
15. Met + + —
16. Val + + +
117. Phe -+ + +
18. Ile + + —
19. Leu + + -

+ Obecny.

— Nieobecny.

Podsumowujgc mozna zalozy¢, ze przedstawione badania uzupelniajg
dotychczasowe poglady zwigzane z procesem detoksyfikacji i wskazujs,
ze lgczg sie one z rozbiciem mniejszego fragmentu toksyny tezcowej na
produkt: 1 i 3 oraz wiekszego — na produkt 2, z ktoérych nastepnie
tworzy sie molekula toksoidu tezcowego. O prawdziwosci tego zalozenia
Swiadczy fakt, ze laczna masa czgsteczkowa produktow: 1, 2 i 3 daje mase
czasteczkowy toksoidu réwng w przyblizeniu 74 000 daltondéw. Dodatko-
wym potwierdzeniem jest sklad aminokwasowy biatka toksoidu, ktéry
jest identyczny w cdniesieniu do wszystkich lacznie wzietych produktow
redukeiji.
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PE3IOME

IToka3aHO, 4TO NpPOTEMH CTONGHAYHBIX TOKCOMAOB B MNPUCYTCTBMM BOCCTAHOBM-
TedbHbBIX (PAaKTOPOB pacnagaeTcs, ofpa3ya TPM IPOAYKTHI peaykumu. OnpeneneHo
MOJIEKYJIAPHBIE MacCbl M aMMHOKMCJOTHBI cocTtaB. CaejlaHO IMONBITKY BbIACHUTDH
nponece AeTOKCUMKanuu CcTOJOHAYHOTO TOKCHMHA, NPOMCXOAAUIETO IION BIMAHUEM
MyPaBbMHOTO ajlblaeruia.

SUMMARY

It has been found that the tetanus toxoid proteins is decomposed in the presence
of reducing factors and gives three products of the reduction. Molecular weight
is described as well as the aminoacids composition. An atempt to explain the
process of the detoxication of tetanus toxin taking place under the influence
of formic aldehyde has been made,






