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Isolation and Chemical Analysis of the Murein of Rhizobium Cell Walls

Struktura oraz budowa chemiczna scian komérkowych bakterii byla
badana w ostatnich latach bardzo intensywnie (10, 16, 17, 18). Wykazano,
ze Sciany komérkowe bakterii gramoujemnych majg budowe wielowar-
stwowg zlozong z sympleksow lipoproteinowych, lipopolisacharydowych,
bialka i mureiny (4, 6, 11, 21), ktora jest strukturg wspélng dla $cian
komoérkowych wszystkich bakterii. Mureina zbudowana jest z pasm glu-
konowych, podjednostek peptydowych oraz peptydowych mostkéw po-
przecznych. Kowalencyjnie zwigzane komponenty polisacharydowo-pep-
tydowe mureiny tworzg nieropuszczalng, tréojwymiarows, o silnej kon-
strukcji wewnetrznej strukture, niewrazliwg na dzialanie wielu czynni-
kéw chemicznych i charakteryzujacg sie duzg opornoscia mechaniczng.
Dzieki swej sztywnosci mureina nadaje komérce charakterystyczny dla
danego gatunku ksztalt. Ogélny schemat budowy mureiny jest wspolny,
ale nie identyczny u wszystkich bakterii, rowniez jej sklad chemiczny
moze by¢ rézny u poszczegoélnych grup (5).

Celem pracy bylo otrzymanie mureiny z Rhizobium trifolii oraz Rhi-
zobium meliloti, okreslenie jej skladu chemicznego oraz wrazliwosci na
lityczne dziatanie enzymoéw bakteriolitycznych.

MATERIAE I METODY

Bakterie. Do badan uzyto trzy szczepy bakterii brodawkowych: Rhizo-
bium meliloti szczep L5, Rhizobium trifolii szczep gtadki, oznaczcny symbolem
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24 XSM, oraz jego mutania morfologicznego 24 AR, rosngcego w fazie R. Szczep
zmutowany zostat otrzymany pod wplvwem dzialania promieni UV (8).

Pozywki. Dla uzyskania masy bakteryjnej szczep R. trifolii namnazano
na pozywce nr 4 (3). R. meliloti hodowano na pozywce piynnej nr 79 o skladzie:
mannitol 10 g, K;HPO, 0,5 g, MgSO,- TH,0 0,2 g, NaCl 1 g, CaCOg 30 mg, wyciag
drozdzowy Difco 1 g, H;O do 1000 ml, pH 74.

Otrzymywanie masy bakteryjnej. Pozywke zaszczepiano 24-godzin-
na hodowlg bakterii w stosunku 20:1 i inkubowano stale napowietrzajgc w temp.
28° przez 24 do 36 godz. Czystos¢ hodowli sprawdzano w mikroskopie kontrastowo-
-fazowym oraz przez posiewy na stale podloze Thorntona. Osad bakteryjny uzyska-
ny przez odwirowanie 50 1 hodowli kazdego szczepu przemywano dwukrotnie wo-
da redestylowang i przechowywano w temp. — 20°.

OTRZYMYWANIE MUREINY ZE SCIAN KOMORKOWYCH RHIZOBIUM

Izolacje elementu szkieletowego mureiny ze Scian komoérkowych bakterii bro-
dawkowych prowadzono dwoma metodami: a) metodg opisang przez Mandel-
stama (9), stosowang réwniez przez Wanga i Landgrena (20) oraz b) meto-
dgq opracowang przez Weidela i wspolprac. (21) w modyfikacji wtasnej.

Metoda ,b”

10 g suchej masy bakterii zawieszano w 200 ml H;O redestylowanej i wlewa-
no ostrym strumieniem do 4% wrzgcego roztworu soli sodowej siarczanu dodecylu
(SDS). W wyniku dezintegracji bakterii pod wplywem SDS zawiesina stawala sie
galaretowata, trudna do odwirowania. Dodanie do ostudzonego dezintegratu 1 mg
dezoksyrybonukleazy redukowalo prawie calkowicie lepko$¢ dezintegratu juz po
2 godz. inkubacji w temp. 37°. Dezintegrat odwirowywano przy 18000Xg przez
1 godz. Ciemnobrazowy plyn znad osadu odrzucano a osad zawieszano w 500 ml
H,;0, dodawano SDS do stezenia koricowego 2% i gotowano na taZni wodnej przez
1 godz. Nastepnie zawiesine wirowano przy 18000 x g przez 30 min., lekko zétty
supernatant zlewano, a osad zawieszano w 1% SDS i wytrzgsano przez 1 godz. w
temperaturze pokojowej. Po ostatnim traktowaniu solg sodowg siarczanu dode-
cylu resztki komérek bakteryjnych zawierajace gléwnie elementy §ciany komoérko-
wej odwirowywano przy 18000 x g i przemywano 500 ml H;O redestylowanej.
Czynno§é te powtarzano 16 razy. Uzyskany kremowy osad zawieszano w 300 ml
0,035 M buforze Tris-HCl o pH 17,8 i wytrzgsano na mieszadle magnetycznym. Po
odwirowaniu osad ponownie zawieszano w tej samej ilo§ci buforu Tris-HCI i in-
kubowano przez 10 godz. w temp. 60° w obecno$ci 5 mg pronazy. Po trawieniu
pronazg S$ciany komérkowe przemywano wodg i 0,1 M buforem fosforanowym
o pH 17,2, a nastepnie trawiono trypsyng w obecno$ci 500 j penicyliny i 500 pg
streptomycyny na ml, w temp. 37° przez 12 godz. Uzyskany po odwirowaniu osad
ekstrahowano przez 24 godz. mieszaning chloroformu z metanolem (1:1) w celu usu-
niecia polimeru kwasu f-hydroksymastowego (22). Ekstrakcje mieszaning chloro-
formu z metanolem powtarzano 2-krotnie. Osad przemywano 6-krotnie roztworem
EDTA w stezeniu 5X10-¢M oraz kilka razy wodg redestylowang. Otrzymang
mureine przemywano acetonem i suszono.
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Analiza skladu chemicznego otrzymanych murein

10 mg mureiny zawieszano w 5 ml 6 n HCl i hydrolizowano w zatopionych
amputkach w 100° przez 20 godz. Hydrolizaty sgczono przez bibule Whatmana nr 1,
odparowywano w prézni w obecno$ci NaOH i H,SO,, a nastepnie rozpuszczano
w 1 ml H;O. Skiad jako$ciowy uzyskanych hydrolizatéw mureiny badano chroma-
tograficznie. Jako nosnika uzyto bibuly Whatmana nr 1 oraz plytek pokrytych zZe-
lem krzemionkowym G (Kieselgel G, Stahl, Merck). Na chromatogramy nanoszono
5 lub 10 pl hydrolizatu mureiny. Chromatogramy rozwijano metoda zstepujacg
jedno- lub dwukierunkowg w nastepujacych ukladach rozpuszczalnikéw:

a) n-butanol — kwas octowy — woda (4:1:5); chromatogramy rozwijano w fa-
zie organicznej (po uprzednim nasyceniu bibuly przez kilka godzin parami fazy
wodnej);

b) pirydyna — woda (4:1);

¢) n-butanol — pirydyna — kwas octowy — woda (6:4:0,3:3).

Aminokwasy i aminocukry wykrywano na chromatogramach 0,3% roztworem
ninhydryny w acetonie. Cukry redukujace wykrywano roztworem azotanu srebra
wg Traveylena, a aminocukry po uprzedniej acetylacji metoda Elson-Morgana w
modyfikacji Smitha (3).

Analiza enzymatyczna mureiny

Uzyskane preparaty mureiny trawiono lizozymem (Reanal, Budapest 10 000 j/ml)
oraz muraminidaza wyosobniong z Acanthamoeba castellanii (2). 10 mg mureiny
zawieszano w 2 ml 0,02 M buforu octanowo-amonowego o pH 6,4 przy dzialaniu
lizozymu i pH 5,0 enzymu z ameb i dodawano 0,5 ml roztworu odpowiedniego en-
zymu (w stezeniu konicowym 20 pg enzymu/ml). Inkubacje prowadzono przez 20 godz.
w temp. 40°. Po réznych czasach inkubacji pobierano prébki w iloSci 5, 10 i 20 ul
w celu okreSlenia iloSci uwolnionych grup redukujgcych oraz acetyloaminocukréw.
Grupy redukujgce wykrywano metoda Nelsona (12), a acetyloaminocukry metoda
Elson-Morgana wg Reissinga i wsp6iprac. (15). Wzorcem na cukry redukujace i ace-
tyloaminocukry byla N-acetyloglukozamina (Koch-Light Lab. LTD).

WYNIKI I DYSKUSJA

Zastosowane metody izolowania mureiny pozwolily na oddzielenie
elementu szkieletowego Scian komorkowych bakterii brodawkowych od
materialu cytoplazmatycznego jak tez i od pozostalych makromolekut
wchodzacych w sklad sciany komorkowej Rhizobium. Szczegbdlnie dobre
wyniki uzyskano stosujac metode Weidela (7, 21) w modyfikacji wlasnej.
Dzialajagc na gorgco solg sodowg siarczanu dodecylu, usunieto ze Scian
komorkowych warstwe lipopolisacharydows oraz zniszczono blone cyto-
plazmatyczng, co w konsekwencji spowodowalo wyptyniecie skladnikéw
wewnatrzkomérkowych. Obecne w dezintegratach bakterii kwasy nu-
kleinowe powodowaly duzg lepkos¢ preparatéw i uniemozliwialy od-
dzielenie $cian od rozpuszczalnych skladnikéw komorkowych. Depoli-
meryzacje kwasu dezoksyrybonukleinowego uzyskano dzialajagc na pre-
paraty DNA-z3. Sciany komoérkowe otrzymane przez dzialanie solg so-

8 Annales, sectio C, vol. XXVII
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dowg siarczanu dodecylu i dezoksyrybonukleaza zawieraly jeszcze znacz-
ne ilosci biatka (ryc. 1). Obecnosé biatka w preparatach Scian komorko-
wych wykrywano metodg spektrofotometryczng, mierzgc przebieg absor-
pcji promieni $wietlnych w zakresie 230—320 mt. Preparaty mureiny
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Ryc. 1. Spektrum absorpcji promieni ultrafioletowych; 1 — $ciana komérkowa po
dziataniu SDS, 2 — mureina
Ultraviolet absorption spectrum; 1 — cell wall after SDS treatment 2 — murein

calkowicie oczyszczone z bialka otrzymano przez trawienie ich enzyma-
mi proteolitycznymi (ryc. 1). Polimery kwasu B-hydroksymastowego, wy-
stepujgce w duzych ilosciach w komorkach Rhizobium, widoczne byly
w mikroskopie kontrastowo-fazowym jako ziarnistosci silnie zalamujgce
Swiatlo. Ziarnistosci te znikaly po ekstrakcji preparatow mieszaning
chloroformu z metanolem. Z 10 g suchej masy bakterii po ostatnim eta-
pie oczyszczania otrzymano od 120 do 180 mg mureiny. Analiza chro-
matograficzna kwasnych hydrolizatow wykazala, ze otrzymane prepa-
raty mureiny Rhizobium zbudowane sg z dwéch aminocukréw — gluko-
zaminy i kwasu muraminowego oraz z trzech aminokwaséw — alaniny,
kwasu glutaminowego i kwasu 2,6 dwuaminopimelinowego. Podobne
skladniki zostaly wykryte w elementach szkieletowych Scian komoérko-
wych innych bakterii gramoujemnych (7, 19, 20, 21).

W chromatogramach jednokierunkowych, rozwijanych w ukladzie
butanol — kwas octowy — woda, wykryto po wywolaniu ninhydryna pieé¢
plam odpowiadajgcych wzorcom: alaniny, kwasu glutaminowego, kwasu
muraminowego, glukozaminy, kwasu 2,6-dwuaminopimelinowego oraz
bardzo slabg plame szosta, ktérej R, pokrywal sie z lizyng (tab. 1).
Rownoczesna obecnos¢é w hydrolizatach mureiny Rhizobium dwoch za-
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Tab. 1 Skladniki mureiny Rhizobium reagujgce z ninhydryna
Ninhydrin positive constituents of Rhizobium

Intensywno$é
Aminokwasy i aminocukry R zabarwienia
Aminoacids and aminosugars f Intensity

of the colour

Kwas muraminowy (KM) 0,30 ++
Muramic acid

Alanina (Ala) 0,29 Rt
Alanine

Kwas glutaminowy (Glu) 0,24 SParan
Glutamic acid

Glukozamina (GA) 0,16 alaals
Glucosamine

Kwas dwuaminopimelinowy (DAP) 0,08 SFarar
Diaminopimelic acid

Lizyna (Liz) 0,10 ar
Lysine

Tab. 2. Liza mureiny Rhizobium trifolii pod wplywem lizozymu i enzymu
z Acanthamoeba castellanii
Lysis of Rhizobium trifolii murein by lysozyme and Acanthamoeba castellanii enzyme

- R. trifolii (metoda ,a") R. trifolii (metoda ,,b")
zas
inkubacji Enzym Enzym
(godz.) Lizozym z A. castellanii Lizozym z A. castellanii
Time of Lysozyme A. castellanii Lysozyme A. castellanit
incubation enzyme enzyme
(hr) 1 2 1 .) 1 2 1 2
0 0 0 0 0 0 0 0 0
1/2 140 60 190 130 210 90 180 130
1 260 110 320 290 350 160 290 270
2 430 200 570 480 580 330 520 450
4 680 260 840 680 800 420 700 630

Objaénienia: 1 — ug grup redukujacych, 2 — pg acetyloaminocukrow.
Explanation: 1 — g of reducing sugars, 2—ug of acetyloaminosugars.
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sadowych aminokwaséw (lizyny i kwasu 2,6 dwuaminopimelinowego) wy-
stepujacych w zbadanych dotad mureinach wymiennie, nie zostala w tej
pracy catkowicie wyjasniona. Malo prawdopodobne jest, zeby oba te ami-
nokwasy wystepowaly jednoczesnie w podjednostkach peptydowych
mureiny. Obecna na chromatogramach plama lizyny mogta powsta¢ w
wyniku dekarboksylacji kwasu dwuaminopimelinowego w trakcie hydro-
lizy mureiny kwasem solnym, podobnie jak zostalo to stwierdzone w
przypadku mureiny z Escherichia coli (14). Mate ilosci lizyny obecne
w kwasnych hydrolizatach mureiny mogly pochodzi¢ tez z sympleksu
lipoproteinowego kowalentnie zwigzanego z mureing (1). Wystepowanie
symplekséow mureino-lipoproteinowych w Scianach komoérkowych Rhi-
zobium oraz sposob ich rozrywania przez enzymy proteolityczne s obec-
nie badane.

Na chromatogramach jednokierunkowych wywolanych azotanem sre-
bra, odczynnikiem Ehrlicha lub ftalanem aniliny uzyskano dwie inten-
sywnie wybarwione plamy (ryc. 2) odpowiadajace glukozaminie i kwa-
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Ryc. 2. Jednokierunkowy chromatogram hydrolizatu mureiny Rhizobium rozwija-
ny w uktadzie ,,a” i wywolany roztworem azotanu srebra wg Travelena
One-dimensional chromatogram of Rhizobium murein hydrolisate developed in a
solvent containing n-butanol-acetic acid-water (4:1:5). The spots were detected for
reducing sugars

sowi muraminowemu. Na chromatogramach jednokierunkowych w ukla-
dzie butanol — kwas octowy — woda, kwas muraminowy i alanina migro-
waly prawie z tg samg szybkosciag. W celu rozdzielenia alaniny i kwasu
muraminowego wykonano dodatkowe chromatogramy dwukierunkowe
oraz cienkowarstwowe na zelu krzemionkowym. Uzyskane wymiki (ryc.



Izolacja i chemiczna analiza mureiny Scian komérkowych Rhizobium... 117
3 i 4) potwierdzily, ze skladnikami mureiny Rhizobium s3: alanina, kwas
glutaminowy, kwas dwuaminopimelinowy oraz glukozamina i kwas mu-
raminowy.

W drugiej czesci pracy zbadano wrazliwosé uzyskanych preparatow
mureiny Rhizobium na lityczne dzialanie lizozymu oraz enzymu wyoso-
bnionego z A. castellanii. Wyniki tych doswiadczen (ryc. 5 i tab. 2) wska-
zuja, ze zaroOwno mureina uzyskana z R. trifolii (metodg ,,a” i ,b”), jak
tez mureina R. meliloti s3 wrazliwe na oba czynniki lityczne. Wykaza-
no, ze przyczyng lizy mureiny bylo rozrywanie przez enzymy wigzan
glikozydowych, przy czym ilos¢ uwolnionych acetyloaminocukréow pod
wplywem dzialania enzymu z A. castellanii byla réwna ilosci uwolnio-
nych grup redukujgcych. Zgodnosci takiej nie stwierdzono w przypadku
trawienia substratu lizozymem.
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Ryc. 3. Chromatogram cienkowarstwowy
hydrolizatéw mureiny Rhizobium wywo-
lany 0,3% ninhydyng w acetonie
Thin-layer chromatogram on silica gel G
of Rhizobium murein hydrolisate devel-
oped in a solvent containing n-butanol-
-pyridine-acetic acid-water (6:4:0.3:3). The
spots were detected with 0.3% ninhydrin
in acetone

pirydyna:doda 4.1/

Ryc. 4. Chromatogram dwukierunkowy

hydrolizatu mureiny Rhizobium trifolii.

Plamy wywolane roztworem ninhydryny
w acetonie

Two-dimensional chromatogram of the

murein hydrolisate of Rhizobium trifolii.

The spots were detected with ninhydrin
in acetone
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Ryc. 5. Dzialanie lizozymu na mureine Rhizobium meliloti; 1 — spadek gesto$ci

optycznej zawiesiny mureiny, 2— pug grup redukujacych

Action of lysozyme on Rhizobium meliloti murein; 1—a decrease in the optical
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density of murein, 2 — pug of reducing sugar
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PE3IOME

Mpu NoMoLUM XMMHUECKMX METOAOB M3 cTeHok knetok Rhizobium trifolii
u Rhizobium meliloti Beigenunu mypeuH. Xpomatorpaduuecku aHanu3
KMCNbIX FMAPANM3aTOB MYPEMHA NOKa3an, YTo OH MOCTPOEH W3 2-X aMWHO-
caxapoB: FNIOKO33MHUHA U MYPaMMHOBOMH KUCNOTbI U M3 3-X AMHMHOKWCNOT: ana-
HMHa, rNYTAaHMHOBOM KMCNOTbI M 2,6-AMamMuHONMMENuHOBOM kucnotbl. OaHon
13 [OBABOYHBIX AMMHOKMCNOT, BhicTynalowen B 6onbwom konuuectse, Gbin
nu3nH. MonyuyeHHsle npenapaTtel MypueHa Bbinu 4yBCTBMTENbHbI HA AWMTHuEC-
Koe AeNCTBME NM303MMA M 3H3MMA, BblaeneHHoro ua Acanthamoeba cas-
tellanii.

SUMMARY

The murein of Rhizobium trifolii and Rhizobium meliloti cell walls
was isolated from intact cells after various chemical treatments. The
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results of chemical analysis of acid hydrolized mureins showed two
aminosugars (glucosamine, muramic acid) and three major aminoacids
(alanine, glutamic acid, 2.6-diaminopimelic acid). Lysine was the only
minor aminoacid found in significant quantities. The final murein was
sensitive to the action of the two bacteriolytic enzymes studied, namely
lysozyme and enzyme isolated from Acanthamoeba castellanii.
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