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Badania nad przemiang aminokwasowg plynnej hodowli laseczki tezea
(Clostridium tetani). IV. Analiza jakoSciowa zwiazanych aminokwasow
podloz i przesaczy dziesieciodniowej hodowli laseczki tezca

HceeaenoBannsa aMUHOKMCJIOTHOrO O0OMeHa KUAKOM
JEeCATUIHEBHOM KynbTypbl nagouku croaduska (Clostridium tenati).
IV. KauecTBeHHBINl aHAJAH3 (UKCUPOBAHHBIX AaMWHCKHCJIOT CyOCTpaToB
U (UILTPATOB AECATHIHEBHOI KyJIbTYPbl HAJIOYKU CTOJIOHIKS

An Examination of the Amino Acid Transformation of the Liquid

10-Day-Old Culture of Clostridium tetani. IV. Qualitative Analysis

of Bound Amino Acid Media and Filtrates of the 10-Day-Old
Culture of Clostridium tetani.

Podczas ustalania skladu jakoSciowego wolnych aminokwaséw pozywek Le-
groux-Ramon oraz przesgczy otrzymywanych z hodowli laseczki tezca stwierdzono,
ze w tych ostatnich juz w drugim dniu inkubacji pojawia sie: f-alanina i dwie
nie zidentyfikowane ninhydrynopozytywne substancje (Klimek (4)). W zwigzku
z tym wytonil sie problem, czy wymienione produkty powstaja na drodze proteoli-
tycznego rozkiadu podloza, czy tez na drodze metabolicznych przemian, jakie to-
warzysza procesom zyciowym laseczki tezca. Podjecie obecnego tematu uzasadnia
konieczno$é rozstrzygniecia postawionych wyzej pytan w oparciu o przeprowadzone
badania.

MATERIALY I METODY

Zwigzane aminokwasy podléz Legroux-Ramon oraz przesaczy laseczki teica
(Klimek (3)) okre§lano chromatograficznie (Klim ek (4)) po hydrolizie kwa$nej,
przeprowadzonej w zatopionych ampultkach w obecnosci 6 n HCl przez 36 godzin
w temperaturze 120°C. Wszystkie wzorce aminokwasowe oraz odczynniki stosowane
w pracy pochodzily z Hurtowni Chemicznej w Gliwicach.
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BADANIA WLASNE

a) Hydroliza pod16z Legroux-Ramon oraz przesa-
czy dziesigciodniowych hodowli CI tetani.

1 ml badanej probki zakwaszano 4 ml 6 n HCIl oraz umieszczano
w zatopionej ampulce, ktérg wstawiano pionowo do zlewni ogrzewanej
kuchenkg elektryczng. Temperature 120°C ustalano przy pomocy odle-
glosci wzgledem grzejnika. W omawianym przypadku nie przekraczala
ona 5 cm. Po 36 godzinach ampulke otwierano i usuwano substancje
huminowe przez odwirowanie. Po odpedzeniu HCl w eksykatorze proz-
niowym suchg pozostalos¢ rozpuszczano w 0,5 ml wody podwodjnie de-
destylowanej.

b) Chromatograficzna analiza jakosSciowa zwigza-
nych aminokwaséw podtoéz Legroux-Ramon oraz
przesgczy dziesieciodniowych hodowli ClL tetani.

Wodny roztwor zwigzanych aminokwaséw, otrzymanych po hydrolizie
kwasnej nakraplano na bibule chromatograficzng, po czym identyfiko-
wano je zgodnie z opisem podanym w pracy Klimka (4). Sktad ja-
kos$ciowy zwigzanych aminokwasé6w w podlozach Legroux-Ramon oraz
przesaczach dziesieciodniowych hodowli laseczki tezca przedstawia tab. 1
i tab. 2. W drugiej kolumnie tych tabel podano nazwy aminokwaséw,
przy czym przez X, i X; oznaczano dwie nie zidentyfikowane ninhydry-
nopozytywne plamy. W trzeciej kolumnie umieszczono numery serii
(cyfry arabskie okreslaja podloza uzyte do masowych hodowli, cyfry
rzymskie podloza stosowane do posiewéw kontrolnych w skali laborato-

ryjnej).
OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Zestawiajac sklad aminokwasowy podldz Legroux-Ramon przed hy-
drolizg (tab. 1 — K lim ek (4)) oraz po hydrolizie (tab. 1), stwierdza sie
dodatkowo w tych ostatnich: cystyne i hydroksyproline. Réwnoczesnie
zauwaza sie w analizowanych pozywkach brak p-alaniny oraz dwu nie
zidentyfikowanych ninhydrynopozytywnych zwigzkéw. Podobne zesta-
wienia przeprowadzone dla dziesieciodniowych przesaczy hodowli la-
seczki tezca przed hydrolizg (tab. 2 — Klimek (4)) oraz po hydrolizie
(tab. 2) wskazujg, ze cystyna i hydroksyprolina pojawia sie dopiero
w hydrolizatach, natomiast f-alanina i dwie nie okre$lone ninhydryno-
pozytywne substancje wystepuja zaréwno przed, jak i po hydrolizie oma-
wianych przesgczy.
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Z przeprowadzonych badan wynika, ze temperatura 120°C i czas hy-
drolizy w granicach do 36 godzin nie wplywaja destruktywnie na f-ala-
nine i dwa nie zidentyfikowane ninhydrynopozytywne zwigzki. W opar-
ciu o to i o poprzednio opisane zestawienia przypuszcza sie, ze substraty
te nie powstajg na drodze proteolitycznego rozkladu peptydéw pozywki,
lecz na drodze zlozonych przemian biochemicznych, towarzyszacych pro-
cesom zyciowym laseczki teica. Wykrycie cystyny i hydroksyproliny
jedynie w hydrolizatach, zar6wno w przypadkach podiéz, jak i przesgczy,
wskazuje na to, ze te aminokwasy wystepujg w biatkach podloza Le-
groux-Ramon, ale nie s wydzielane z niego przez enzymy proteolityczne
(Switalska, 7) wytwarzane przez komorki laseczki tezca.

Tab. 1. Sktad jakoSciowy zwigzanych aminokwaséw w réznych seriach podi6z
A qualitative composition of bound amino acids in different media

Lp.| Nazwa aminokwasu Seria
|93 94 100 101 102 104 105 108 109 110 112 I II III
1| Cystyna ’-L 4+ + + + + + + + + + + +
2| Lizyna |+ ++ + + + + s =
3 | Histydyna + ++ + + = + - + + + + + =
4 | Asparagina - 4+ + 4+ = 4+ = 4 4+ R
5 Arginina + -+ + - + + + 4+ + + + + -+
6 Kwas asparaginowy |(+— + + -~ + -+ + = -+ -+ + -+ 4 -
7 | Glicyna +++ + + + + + + + + + + =
8 | Seryna +++ + + + + + + + 4+ + +
9 Hydroksyprolina 4+ ++ + + + + + 4+ + + + + +
10 Kwas glutaminowy +++ 4+ + + + + + + = + + +
11 Treonina +4++ + + + + + + + + + -+ +
12 | «-alanina +++ + + + + + + + + + + +
13 | Prolina ++ 4+ + + + + + + + + + + +
14 | B-alanina —_——__- - = = - = = = = = = =
15 | Tyrozyna +++ + + + + + + + + + +
16 | Tryptofan + ++ + + + + + + + + 4+ + +
17 | Metionina +++ + + + + + + + + + + +
18 | Walina +++ + + + + + + + + + + +
19 | Fenyloalanina + 4+ 4+ + + + + + + + + + + +
20 | Izoleucyna +++ + + + 4+ + + + + + + +
21 | Leucyna +++ + + + + + + + + + + 4+
2 X C— - - - - D D e = = = =
23 X, — e e — = = = = -

+ Obecny aminokwas, — Nieobecny aminokwas .

Opisane wyniki doswiadczen oraz dokonane spostrzezenia w zesta-
wieniu z badaniami przeprowadzonymi przez Malgrasa i wsp. (5),
Surjan (6) i Vinet i wsp. (8) nad skladem aminokwasowym roz-
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Tab. 2. Sklad jakoSciowy zwigzanych aminokwaséw w rézinych seriach przesaczy
dziesieciodniowych hodowli Cl. tetani
A qualitative composition of bound amino acids in different filtrates of the
10-day-old culture of Clostridium tetani

| . Seria
Lp.: Nazwa aminokwasu
| 93 94 100 101 102 104 105 108 109 116 112 I II III
1| Cystyna +++ 4+ o+ + o+
2 | Lizyna +++ + + + + + + 4 + + + -
3 | Histydyna + 4+ 4+ 4+ 4+ + + + + 4+ 4+ + +
4 Asparagina + - + = + + + + 4+ + + + +
5 Arginina ++ 4+ + + + + + + + + F+ + +
6 | Kwas asparaginowy (+ + + + + + + + + + + + + +
7| Glicyna + + 4+ + + + + + + 4+ + + + F
8 | Seryna +++ + + + + + + + + + + +
9 Hydroksyprolina +++ + 4+ 4+ + + + + 4+ + + +
10 | Kwas glutaminowy ++ 4+ + + + + + + + + + + +
11 Treonina +++ + + + + + + + + + + +
12 «-alanina +++ + + + + + + + 4+ + + -+
13 { Prolina +++ + + 4+ + + + + + + + +
14 | (-alanina +++ + + + + + + + + + + -
15 | Tyrozyna +++ + + 4+ + + 4+ + + + + +
16 | Tryptofan + 4+ 4+ + + + + + F+ 4+ + + + +
17 | Metionina ++ 4+ 4+ = - + + + + + + + +
18 | Walina + 4+ + + 4+ 4+ + + + + + + + +
19 | Fenyloalanina + 4+ 4+ 2+ + + A+
20 | Izoleucyna +++ + + + + F+ + + + 4+ + +
21 | Leucyna +4++ + + = + + + + + + + F
2 X +4++ + + + + + + + + + + +
23| X, ++4+ 4+ + + + + + + + + + +
+ Obecny aminokwas, -— Nieobecny aminokwas

nych pozywek uzywanych do hodowli laseczki tgzca oraz nad otrzyma-
nymi z nich przesgczami, dowodzg, ze B-alanina i dwa nie zidentyfiko-
wane ninhydrynopozytywne zwigzki nie byly dotychczas wykrywane
przy tego rodzaju badaniach. Stwierdzenie, ze cystyna i hydroksyprolina
nie odgrywaja zadnej roli w procesach zyciowych i toksynotworczych
laseczki tezca, jest w zasadzie zgodne z obecnie przyjetym pogladem
Feeney i wsp. (11i2).
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Prace otrzymano 10 III 1965.

PE3IOME

YCTaHOBJIEHO, HYTO MNPOTEOJMMTHMYECKME OSH3MMbI, 00pa3oBaHHbIe IIa-
JIOYKOJ CTOJNOHAKA, HE BBIAEJNAIOT LMCTMHA M TUAPOKCUIIPOJMHA M3 Ges-
xa cybcrpata Legroux-Ramon. CeBepx TOro ycraHoBJeHO, 4TO PB-asaHmH,
a Tak¥XKe ABa HEeMAEHTU(UUMPOBAHHBIE COEAMHEHUA He IIPOMCXOAAT U3
[IPOTEOJUTHHUECKOTO pachaia MEeNTHIeB, MMEUIMXCH B IIMTATEJBHOM cpe-
ge. Ilpenmnosaraercd, 4TO OHM CMHTE3MPOBAHB! CBOEODOPA3HBIMM CHHTETA-
3aMM y3Ke Ha BTOPOI [JeHb BBIpAIMBAHNUA.

Tabn. 1. KadecTBeHHBIII COCTAaB (PMKCMPOBAHHBLIX AMMHOKMCJIOT B DPa3HbIX ce-
puax cyberpara.

Tabn. 2. KadecTBEeHHEBLIM ¢OCTaB (PMKCHPOBAHHBIX AMMHOKMCJIOT B pPa3HbIX Ce-
PMAX JAeCATHAHEBHBIX (PUIBLTPATOB KYyJbTYPb! cTOJNOHAKa (Cl. tetani).

SUMMARY

It was found that proteolitic enzymes produced by Clostridium tetani
did not secrete cystine and hydroxyproline from the proteins of the
Legroux-Ramon media. It was also found that f-alanine and two
unidentified compounds did not come from the proteolitic decomposition
of the peptides which existed in the media. It is supposed that they are
synthesized by specific synthetases as early as on the second day of
growing.
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