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Transaminaticn Reactions in Mycobacterium phlei

W caloksztalcie przemian aminokwasowych reakcje transaminacji zajmuja
jedna z zasadniczych pozycji, poniewaz dzieki nim odbywa sie w zywych orga-
nizmach endogenna synteza aminokwaséw. Reakcje transaminacji zachodzace po-
miedzy g-aminokwasami i g-ketokwasami polegaja na przeniesieniu grupy ami-
nowej aminokwasu na ketokwas i, jako proces odwracalny, moga by¢ przedsta-
wione w sposob ogdlny przez nastepujace réwnanie chemiczne:

R CH* COOH + R’* C* COOH _ = R.C*COOH + R’-CH.COOH
| I i |
NH, O (@] NH,

Po raz pierwszy enzymatyczng reakcje transaminacji wykazali w tkankach
zwierzecych Braunstein i Kritzmanowa (2) na miedzyczasteczkowej prze-
mianie kwasu glutaminowego i szczawiooctowego bez posredniego uwalniania
amoniaku. Nastepujgce po tym odkryciu szerokie badania tych proceséw wyka-
zaly powszechnos¢ ich w calym $wiecie istot zywych. W §wiecie drobnoustrojow
po raz pierwszy opisano reakcje transaminacji w zawiesinach dwunastu réznych
szczepow bakteryjnych w r. 1945 (11).

U Muycobacteriaceae transaminacje asparaginowo-g-ketoglutarowg wykazano
w r. 1954, stosujac zawiesine i proszek acetonowy z saprofitycznego szczepu Myco-
tacterium phlei (8). Nastepnie Ito i Sugano (8) opisali u szczepu ptasiego
transaminacje asparaginy, glicyny, fenyloalaniny, leucyny, waliny, alaniny i kwasu
asparaginowego i wplyw hamujgcy hydrazydu kwasu izonikotynowego. Yone-
raura i Iizuka (13) przebadali transaminacje 20 aminokwaséw w obecnosci
kwasu ¢g-ketoglutarowego w szczepie wirulentnym bydlecym i znalezli {ylko
ransaminacje glutaminowo-pyrogronows i glutaminowo-szczawiooctowg. W r. 1956
Saklawska-Szymonowa i Ggsior (12) wskazali na obecno$é transami-
nacji asparaginowo-g-ketoglutarowej w szczepach Muycobacterium tuberculosis
H37Ra, Mycobacterium friburgi i Mycobacterium pellegrini, oraz transaminacji aspa-
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raginowo-pyrogronowej u Mycobacterium phlei. Gasior (3) otrzymal preparat
transaminazy asparaginowo-a-ketoglutarowej z Mycobacterium phlei w stanie cze-
§ciowo oczyszczonym i podal jego wlasnosci. Halpern i Grossowicz (6)
cpisali reakcje transaminacji u Mycobacterium phlei i Mycobacterium tuberculosis
var. bovis BCG przy zastosowaniu réznych aminokwaséw i kwasu g-ketoglutaro-
wego 1 podali wlasnosci transaminazy asparaginowo op-ketoglutarowej i glutami-
nowo-pyrogronowej otrzymanych z Muycobacterium phlei. Youatt (14), badajac
dzialanie hydrazydu kwasu izonikotynowego na transaminazy u Mycobacterium
tuberculosis BCG, wykazala w tym szczepie transaininacje pomiedzy niektorymi
aminokwasami a kwasem q-ketoglutarowym, szczawiooctowym i pyrogronowym.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie proceséw transaminacji u Mycobacterium
phlei przy stosowaniu aminokwaséw dotychczas jeszcze nie badanych, jak grupa
aminokwasow zasadowych w szczegolno$ci ornityna i cytrulina i amidéw kwasu
glutaminowego i asparaginowego.

MATERIAL I METODY BADAN

Drobnoustroj.

Do badan uzywany byl saprofityczny szczep Mycobacterium phlei pochodzacy
z Instytutu Gruzlicy w Warszawie.

Podloze i hodowle,

W wiekszosci dos§wiadczen prgtki hodowano na podiozu stalym Loewen-
steina (5) w butlach Roux w ciggu tygodnia przy 37°C i dalszych 2—3 dni
w temperaturze pokojowej lub 0—4°C. Podloze z jednej butli Roux posiewano
piecioma ml! wodnej zawiesiny pratkow zebranych z jednej siedmiodniowej ho-
dowli na podiozu sko$nym. Po ukonczeniu inkubacji mase bakteryjng zbierano
Z podloza przy pomocy ezy i przemywano woda destylowang okolo 10 razy. Wy-
dajnoéé¢ jednej hodowli wynosila przecigtnie 10 g mokrej masy.

Preparat acetonowy.

Przemyta mase bakteryjng traktowano 4 razy pieciokrotng objetoscia ozig-
bionego acetonu (—15°C) mieszajgc i odwirowujac za kazdym razem, po czym
suszono w eksykatorze pod zmniejszonym cisnieniem az do uzyskania jasnokre-
mowego proszku. Waga suszonych acetonem bakterii stanowila okolo 17% wagi
mokrej masy. Proszek acetonowy przechowywany w temperaturze 0° zachowywat
swojg akiywno$é enzymatyczng w ciggu kilku miesigcy.

Substraty.

L. — asparagina (Asp-NH;) f-my J. D. Riedel E. de Haen

DL — asparaginowy kwas (Asp) f-my Schuchard, NRF

DL — histydyny HCl (His) f-my L. Light

L — argininy HCl (Arg) f-my B. D. H. Laboratory Reagent, London

DL — ornityna (Orn) f-my B. D. H. Laboratory Reagent, London

L — lizyny HCl (Lys) f-my L. Light

DL — cytrulina (Cit) f-my B. D. H. Laboratory Reagent, London

DL — glutamina (Glu-NH;) — preparat otrzymany od P. Mastalerza (Wroclaw).

Sporzadzano 0,04 M roztwory L-aminokwasow i 0.08 M roztwory DL-amino-
kwasow w buforze fosforanowym 0,04 M, pH 8,2. Aminokwasy w postaci chloro-
wodorkow byly doprowadzane do odpowiedniego pH przy pomocy 1 N KOH.
Roztwor kwasu ¢-ketoglutarowego (f-my L. Light, Ltd. London) sporzadzany byl
w stezeniu 0,08 M i doprowadzany do odpowiedniego pH jak wyzej.

Doswiadczenia polegaly na 3-godzinnym inkubowaniu w temperaturze 37°C
proszku acetonowego w buforze fosforanowym z dodatkiem substratéw. Jezeli
w tek$cie nie podano inaczej, w koncowej objetoSci 1 ml kazdej probki znajdo-
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Wyniki doswiadczen wykonanych na tym preparacie sg przedsta-
wione na ryc. 1 i ryc. 2 oraz w tab. 1.

17 PYG 8 G b

oce. Qo  Ocuw OClu Gl
Q Asp .

Ryc. 1. Transaminacje w proszku autolizowanym.
P — proby poczatkowe (zerowe), K -— proby koncowe (po 3 godz. inkubacji),
P, i K; — Kontrole bez dodatku substratéw, P, i K; — Kwas q-ketoglutarowy,
P; i K; — Kwas asparaginowy + Kwas g-ketoglutarowy, P, i K; — Arginina +
+ Kwas a-ketoglutarowy, K’y — Arginina, P; i K; — Histydyna 4 Kwas ¢-keto-
glutarowy, Pg i K4 — Ornityna + Kwas ¢-ketoglutarowy, P; i K; — Lizyna -+
+ Kwas q-ketoglutarowy, Pg i Ky — Glutamina -+ Kwas g-ketoglutarowy,
K’y — Glutamina, Py i K; — Asparagina + Kwas g-ketoglutarowy, K’y — Aspa-

ragina, Py i K;, — Cytrulina + Kwas g-ketoglutarowy.
Transmination reactions in autolysed powder;

P — initial (zero) tests, K — final tests (after 3 hrs. incubation), P, and K, con-
trols without substrates, P, and K, g-ketoglutaric acid, P; and K; aspartic acid
+ a-ketoglutaris acid, P, i K, arginine + ¢-ketoglutaric acid, K’, arginine,
P; and K; histidine + qo-ketoglutaric acid, Py and K ornithine + ¢-ketoglutaric
acid. P, and K; lysine + q-ketoglutaric acid, P; and K; glutamine + g-ketoglu-
taric acid, K’3 glutamine, Py and K, asparagine + ¢-ketoglutaric acid, K’, aspa-

ragine, P, and K, citrulline + ¢-ketoglutaric acid

Jak wida¢, kwas glutaminowy powstaje w wyniku transaminacji na
kwas o-ketoglutarowy grup aminowych wszystkich badanych amino-
kwasow i amidéw (w probie 8a réwniez na skutek dezamidacji). W pro-
bach 9a i 9b tworzy sie kwas asparaginowy w wyniku dzialania deza-
midazy asparaginowe]j, zas w probach 4a i 4b powstaje cytrulina jako
produkt deziminacji argininy. Identyfikacje tego ostatniego amino-
kwasu przeprowadzono, stosujgc rézine uklady rozpuszczalnikéow, w tym
wlasny, oraz reakcje barwng, jaka cytrulina daje na bibule z para-
dwumetyloaminobenzaldehydem.
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Ryc. 2. Transaminacje w proszku autolizowanym (objasnienia vide Ryc. 1).
Transamination reactions in autolysed powder. For explanations see Fig. 1.

Tabela 1
Aminokwasy Kwas glutaminowy
. . w mikromolach Aktywnosc¢

10 mikromoli formy L- na 1ml mieszaniny W %
20 » . » DL- | po3godz. inkubacji
L-arginina 0,30 4,1
DL-asparaginowy kwas 7,32 100,0
L-asparagina 4,40 60,0
DL-cytrulina 0,40 5,4
DL-glutamina 0,93 12,0
DL-histydyna 1,00 13,5
L-lizyna 0,13 1,7
DL-ornityna 0,80 11,0

Nastepna seria doswiadczen dotyczyla wplywu fosforanu pirydok-
salu, ktory jest koenzymem transaminaz, na przebieg wykrytych
reakcji transaminacji. W tym celu do poszczegdlnych prob zawieraja-
cvch preparat enzymatyczny dodawano fosforan pirydoksalu (f-my
KEG Laboratories, INC) w ilosci 24 ug i preinkubowano w ciggu
15 minut przed dodaniem wlasciwych substratow. Wyniki przedsta-
wione sg w tab. 2.

Jak wynika z tab. 2 — fosforan pirydoksalu wywiera dodatni wplyw
na przebieg transaminacji zwickszajagc powstawanie kwasu glutamino-
wego w granicach od okolo 20—35%.
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Tabela 2
Kwas glutaminowy w mikromolach
Aminokwasy na 1 ml mieszaniny po 3 godz.
10 mikromoli formy L- inkubacji
20 " . DL- bez fosforanu z fosforanem
pirydoksalu pirydoksalu
L-arginina 0,33 0,43
DL-asparaginowy kwas 7,26 8,60
L-asparagina 3,88 4,60
DL-~histydyna 0,90 1,20
L-lizyna 0,15 0,20
DL-ornityna 0,90 1,08
Tabela 3
Wystepowanie aminokwasu po 24 godz.
autolizy proszku:
Nr Nazwa aminokwasu ogrzevgi?glgigaprzed (: nieogrzewanego
pH 82 pH 45 | pH 82 pH 4,5
1 Kwas asparaginowy ++ ++ ++++ +++
2 Kwas glutaminowy ++++ +-++4 +++ +
3 Seryna + + +++ ++
4 Glicyna + + ++ +
5 Treonina +++ +
6 Alanina ++ ++ ++++ 4+
7 Tyrozyna + +
8 Ornityna ++ +
9 Lizyna ++ ++ ++ ++
10 Arginina + +
11 Histydyna ++ +
12 Cytrulina ++
13 Kwas a-amino-mastowy + ++++
14 Kwas ¢ -amino-mastowy ++
15 Walina, tryptofan,
metionina F++ 4+
16 Leucyna, izoleucyna 44+ NENENIEE
17 Fenyloalanina +4++ | +
18 Prolina ++ +
Xy 44+ -
X, Niezidentyfikowane . —
X3 ++ -

Zagadnieniem dodatkowym, ktére wylonito sie w trakcie pracy
i zostalo opracowane, byl proces autolizy pierwotnego preparatu aceto-
nowego *. Wykazano, ze w czasie autolizy przyrasta azot c-aminowy.
Ponadto stwierdzono, ze uwalnianie sie podczas autolizy aminokwasow
jest procesem enzymatycznym i Ze zaleznie od s$rodowiska, w jakim
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prowadzi sie autolize (pH 4,5 i pH 8,2) iloé¢ i jakosé uwalniajgcych sie
aminokwasow jest réozna. Sklad aminokwasowy autolizatow okreslony
przy pomocy chromatografii dwukierunkowej podano w tab. 3.

Przy interpretacji chromatograméw oraz tab. 2 zwraca uwage fakt,
Ze w proszkach gotowanych, jak réwniez w probach poczagtkowych
znajduje sie znacznie wiecej kwasu glutaminowego niz w proszkach nie
gotowanych po 24 godzinnej autolizie. Roéwnoczesnie powstaje kwas
y-aminomaslowy (szczegé6lnie przy pH 4,5), stanowiacy, jak wykazano
nastepnie technikg manometryczng, produkt dekarboksylacji kwasu
glutaminowego. Kwas +v-aminomastowy zostal zidentyfikowany chroma-
tograficznie.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN I WNIOSKI

W badaniach naszych posilugiwano sie wylgcznie preparatami ace-
tonowymi Mycobacterium phlei, poniewaz, jak to zaobserwowano w po-
przednich pracach (3, 9), preparaty acetonowe zachowujg niezmieniong
zdolnos¢ do transaminacji przez dluzszy okres czasu, nawet do oSmiu
miesiecy, a poza tym nalezy przypuszcza¢, ze przy stosowanej przez nas
metodzie przygotowywania preparatéw, zachowuja one tylko nieznacz-
nie zmienione ukiady enzymatyczne.

Sposr6d nie zbadanych jeszcze u Mycobacterii aminokwas6éw trans-
aminujgcych interesowaly nas szczegélnie aminokwasy zasadowe ze
wzgledu na ich swoisty udzial w metabolizmie azotowym. Ponadto jako
substraty do transaminacji postuzyly glutamina i asparagina, ta ostatnia
czesto stosowana w podiozach syntetycznych. Jako akceptora uzywano
wylacznie kwas a-ketoglutarowy.

W proszku acetonowym przygotowanym w sposOb ogoélnie przyjety
udato sie wprawdzie wykaza¢ reakcje transaminacji aminokwaséw zasa-
dowych, ale obecnos¢ kwasu glutaminowego juz w samym preparacie
przed dodaniem substratow utrudniala ocene ilosciowg wynikow. W celu
usuniecia kwasu glutaminowego z preparatu pierwotnego przeprowa-
dzano wiele prob, jak hodowanie bakterii na podlozach syntetycznych
zubozonych, glodzenie, a w koncu autolize pierwotnego preparatu aceto-
nowego. Jedynie tylko na drodze autolizy uzyskiwano material nie za-
wierajacy kwasu glutaminowego, a zachowujgcy nienaruszong aktywnosé
transaminacyjna. Nalezy przypuszczaé, ze w preparatach acetonowych,

* 5 g proszku acetonowego z hodowli stalej zawieszono w 100 ml buforu
fosforanowego (pH 4,5 lub 8,2) i inkubowano z dodatkiem 1,0 ml toluenu w temp.
37°C. Po uplywie 24 godzin wirowano. Plyn znad osadu odbiatczano CClL;COOH
i po odsoleniu na kolumnach z Zywicami Dowex-50 lub SDW-3 analizowano ami-
nokwasy technika chromatografii dwukierunkowej. Osad przemywano wielokrot-
nie wodg destylowang i traktowano acetonem w sposéb opisany uprzednio.
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w ktorych struktura komoérkowa jest czeSciowo zachowana, autoliza nie
niszezy ukladu enzymatycznego dla transaminacji, podczas gdy przecho-
wywanie w temperaturze kilku stopni ponizej 0 preparatéw oczyszczo-
nych drogg frakecjonowania bezkomoérkowych wyciaggdéw enzymatycz-
nych z proszku acetonowego Mycobacterium phlei siarczanem amonu
w calkowitym wysyceniu i w wysyceniu 35—45% oraz dializy, powo-
duje calkowita utrate ich aktywnosci w ciaggu kilku dni (3). W autoli-
zatach stwierdzono przyrost azotu aminowego w miare czasu autolizy,
oraz wykryto chromatograficznie peiny komplet dwudziestu kilku ami-
nokwasow, miedzy innymi cytruline jako produkt deziminacji argininy
i kwas vy-aminomastowy, jako produkt dekarboksylacji kwasu gluta-
minowego.

W doswiadczeniach z aminokwasami zasadowymi oraz asparaging
i glutaming przy zastosowaniu kwasu a-ketoglutarowego jako akcep-
tora grup aminowych stwierdzono w preparacie autolizowanym, tran-
saminacje dla wszystkich badanych substratéw. Na podstawie oznaczen
ilosciowych kwasu glutaminowego daje sie ulozy¢ malejgcy szereg
aktywnosci dla poszczegbélnych aminokwaséw. Jezeli przyjmiemy tran-
saminacje kwasu L-asparaginowego za 100, to: L-asparagina 60%>
DL-histydyna 13,5 > DL-glutamina 13%¢ > DL-ornityna 119 > DL~
cytrulina 5,6 > L~arginina 4,0% > L-lizyna 1,7%.

Wyniki badai transaminacji na réznych szczepach Mycobacterii da-
ja rozne wyniki. I tak Youatt (14) nie wykazala u Mycobacterium
tuberculosis BCG transaminacji argininy, histydyny i lizyny. Ponadto
autorka ta nie wykrywa rowniez transaminacji asparaginy, ktora jej
zdaniem jest bardzo szybko metabolizowana do kwasu asparaginowego
i nie moze by¢ bezposrednio wigzana z reakcjg transaminacji. Przeciw-
nie Ito i Sugano (8) stwierdzili transaminacje asparaginy u szczepu
ptasiego. Z doswiadczen Halperna i Grossowicza (6) przepro-
wadzonych na zawiesinach i ekstraktach bezkomérkowych Mycobacte-
rium phlei i Mycobacterium tuberculosis wvar. bovis BCG wynika, ze
w transaminacjach uczestnicza: kwas asparaginowy, arginina, histydyna
i lizyna. Aktywnosci trzech pierwszych substratow pozostaja w zgodzie
z naszymi wynikami, natomiast lizyna wedlug naszych doswiadczen
wykazuje bardzo stabg aktywnosé¢ (1,7%, a u Halperna i Gros-
sowicz 10% (6) w stosunku do transaminacji kwasu asparaginowego
przyjetej za 100), co jest bardziej zblizone do wynikéw Youatt (14).
Natomiast o transaminacji ornityny i cytruliny u jakichkolwiek szcze-
poéw Mycobacterii nie znajdujemy zadnych danych w pismiennictwie.

Wedlug naszych badan asparagina i glutamina w obecnosci kwasu
a-ketoglutarowego podlegaja réwnoczesnej transaminacji i dezamidacii.
Wielokrotnie stwierdzono, Zze fosforan pirydoksalu jest koenzymem
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transaminaz. Odnosnie Mycobacterii Kanski i wspélpracownicy (9)
nie wykazali wplywu pirydoksaminy i ATP, oraz przegotowanego wy-
ciggu mieénia serca (zrédlo fosforanu pirydoksalu) na aktywnosé tran-
saminazy asparaginowo-o-ketoglutarowej w proszku acetonowym My-
cobacterium phlei, prawdopodobnie na skutek obecno$ci tych kofakto-
row w dostatecznych iloéciach w badanym materiale. Roéwniez Hal-
pern i Grossowicz (6) nie stwierdzili aktywujacego dzialania
fosforanu pirydoksalu na aktywnos¢ wyciagéw bezkomorkowych, co
mozna tlumaczyé nieoddzieleniem sie kofaktora od enzymu, natomiast
otrzymali aktywacje transaminacji asparaginowo a-ketoglutarowei
w okolo 20%p w wyciggu przepuszczonym przez zywice jonowymienng.
Wedlug Youatt (14) dodatek fosforanu pirydoksalu nie by! konieczny
do przebiegu transaminacji w zawiesinach komoérkowych i ekstraktach
surowych, natomiast znaczna aktywacja reakeji w okoto 50% wysta-
pita dla preparatu enzymatycznego wytragconego siarczanem amonu
i dializowanego w ciggu kilku dni w obecnosci buforu octanowego przy
pH 4, co wskazuje na to, ze w warunkach wytracania siarczanem amonu
enzym ulega dysocjacji i kofaktor moze by¢ oddzielony droga dializy.
W podanych do§wiadczeniach stwierdziliSmy zwiekszenie aktywnosci
transaminacji dla badanych aminokwaséw, tj. kwasu asparaginowego,
asparaginy, ornityny, histydyny i lizyny. Zakres aktywacji wahal sie
w granicach od okolo 20—35%s, histydyna 33% = lizyna 334 = > argi-
nina 30% > ornityna 20°/o > kwas asparaginowy 180/ = asparagina 18%a.
Wedlug Halperna i Grossowicz (6) 1 Youatt (14) wigza-
nie miedzy koenzymem i enzymem u Mycobacterium jest trwale i moze
ulec rozerwaniu dopiero po zastosowaniu drastycznych $rodkow.
Porownujgc wlasne doswiadczenia poprzednie (9) i obecne naleza-
loby przypuszezaé, ze dwudziestoczterogodzinna autoliza, a nastepnie
wielokrotne przemywanie i ponowne traktowanie acetonem, moze po-
wodowa¢é czeSciowe uwalnianie sie¢ koenzymu i dlatego dodatek tego
ostatniego do proszku po autolizie daje dodatni efekt aktywacji.
Dekarboksylacje kwasu glutaminowego do y-aminomaslowego u My-
cobacterium phlei wykazali juz poprzednio Halpern i Grosso-
wicz (7). Wyniki naszych doswiadczen byly zgodne z wynikami wy-
mienionych autoréw. Zeller i wspélpracownicy (15) opisali reakcje
rozkladu z wydzielaniem sie¢ amoniaku niektérych pochodnych gwani-
dynowych, miedzy innymi réwniez i argininy dla réznych szczepdw
Mycobacterium smegmatis i jednego szczepu Mpycobacterium phlei.
W naszych do$wiadczeniach stwierdzono rozklad argininy do cytru-
liny, co moze zachodzi¢ na drodze reakcji deziminacji. Na podstawie
wynikéw naszych badan dochodzi si¢ do nastepujacych wnioskow:
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1. Stwierdzono transaminacje na kwas a-ketoglutarowy cytruliny
1 ornityny, ktére nie byly dotychczas badane u Mycobacterium.

2. Potwierdzono udzial} w transaminacjach argininy, histydyny, li-
zyny oraz asparaginy i glutaminy.

3. Aktywnoé¢ transaminacji dla badanych substratéw byla rézna:
Kwas asparaginowy 100% >> asparagina 60%¢ > histydyna 13,5%/¢ > glu-
tamina 139/ > ornityna 11% > cytrulina 5,6% > arginina 4,0%
> lizyna 1,7%.

4. Wykryto w reakcji deziminacji argininy cytruline jako produkt
posredni.

5. Potwierdzono u Mycobacterium phlei dekarboksylacje kwasu glu-
taminowego do y-aminomastowego.

6. Potwierdzono chromatograficznie reakcje dezamidacji asparaginy
i glutaminy.

7. Wykazano, ze dodatek fosforanu pirydoksalu zwiekszat aktywnos¢
transaminacji w granicach okoto 20—35%b.

8. Stosujac metode autolizy preparatéw acetonowych z Mycobacte-
rium phlei, uzyskano material bardziej odpowiedni do badan transami-
nacji, poniewaz nie zawieral endogennego kwasu glutaminowego i za-
chowal nie zmieniong aktywnos¢ transaminacyjng.

9. Dla rozdzielenia argininy, cytruliny i ornityny opracowano nowy
uklad rozwijajacy: aceton, pirydyna, etanol 95%, woda, dwuetyloamina,
ktéra odgrywa istotng role przy rozdzielaniu.

* Skladam serdeczne podziekowanie Pani Prof. Dr Janinie Opienskiej-Blauth,

Kierownikowi Zakladu i mojemu promotorowi, za kierownictwo pracg, opieke
i wskazoéwki przy opracowywaniu materialéw do pracy.
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PE3IOME

IIpousBeseHbl MCCIeAOBAaHMA M0 TPaHCAMMHMPOBAHMIO OCHOBHBIX amMu-
HOKMCJIOT ¥ aMMZIOB C O-KeTOIJIOTapoBOi Kuciaorel y Mycobacterium
phlei. Ina mccnenoBaHusa ObLIM MCIOJNB30BAHLI AllEeTOHOBBIE IPENaparhbl,
aBTOJM3MPOBAaHHLIE B TedeHMe 24 yacoB npm temneparype 37°C, a 3arem
CHOBAa BBICYIIIEHHbBIE ¢ IIOMOLIbLIO alleToHA. TaK IPpUroTOBJIEHHbIE IIPenapaThl
He comep:KajM SHAOTE€HHON TIJIIOTaMMHOBOM KMCJIOTHI, IIPUCYTCTBUE KOTO-
poit B HEaBTOJM3IMPOBAHHBIX IIOPOLIKAX B 3HAYMTEJIBHOM CTENEHM 3aTPyX-
HAJIO KOJMYeCTBEHHbIE OIpeseseHNndA. [y MCCIef0BaHMIl TPaHCAMUHUPO-
BaHUH aBTOP IIPMMEHAN MeTof Xpomartorpacdmm Ha OyMare, IIOJbL3YHACH
OHOMEPHOII BOCXOAAILle}I TeXHMKON NPM CUCTEME pacCTBOpUTEeNeil: dpeHos
— Boja 7:3 Ha 6ymare Whatman Ne 1. JIna npoaBienns Gpln ynorpebiex
pacrBop HuMHrMApuHa 0,2%0 B aueroHe.

Ona pasgenenua UMTPYJMHA, apIMHMHA M OPHUTHMHA ABTOPOM Oblia
paspaboraHa HoBaa cucTeMa pacTBopureneil. IlaTHA LUUTPYAMHA BLIABJIA-
JIMCh C TIOMOIBIO crelMUYECKOT0 TECTa ¢ Mapa-AMMeTHIaMMHOGEeH3aIb-
AernaoM. O603HaYeHMA KONMMYECTBA IJIIOTAMMHOBOM KMCJOTHI IIPOBOAM~
Jance Mo Merony bBappoaamepa B cnekrtpogoromerpe ,,Unicam”
¥ 10 BuUAOU3MeHeHHOMY MeToAy KaHbckoro B coromerpe Ilyae-
dbpuxa. <

YcTaHOBJIEHO TpPaHCAMMHUPOBaHME C O-KETOIJIIOTAPOBOM KMUCJIOTON
pasHOM aKTMBHOCTM IJIA CJAEAYIOUIMX CyOCTpPaToB: IJA acnaparuHOBOM
gmenotel 100%, acmaparmsa 60%, rumermamua 13,5%, rotorammHa  13%,
opuutnra 11%, unrpysmua 5,6%, aprunumna 4,0% yu smsmza 1,7%0. Ilpu-
6aBienye hocOPHOKMCIOTO NMMPHUAOKCATIA YCUIMBAJIO AKTUMBHOCTL TPaH-
CaMMHMPOBAHMA B aBTOJM3MPOBAHHLIX ITpenaparTax.
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Hapany c peaxumeit TpaHCaMMHMPOBaHMA aBTOPOM Obliym obHapyxe-
HbI C TIOMOILBIO XPOMATOTPadhMyYEcKOro MeTOja peakuMa AexKapboreuMIu-
PoBaHMA IIIOTAMMHOBOM KMCJIOTHL 0 Y-aMMHOMACJISAHOW KUCJIOTBI, peak-
IMA Je3aMWHMPOBAHMA apIMHMHA [0 LIUMTPYJIMHA M Peakuus Ne3aMumupo-
BaHMA acraparusa.

Puc. 1. TpaHcaMHHHPOBaHME B aBTOJNH3HPOBAHHOM IOPowKe P — HayasbHble Npo6bl
(nyneseie), K — Koneunnle nmpoGwl (mocne 3-x yacoBoil uuKyGauuun), P1 u Ki — kourposu
6e3 noGassenus cy6erpatos, P u K2 — (-kerormorapoBas kucnora, Ps u Ks — acnapa-

FHHOBASl KHCOTa T q-KeTOrJI0TapoBasi kucsaota, Ps u Ks — arpuunn + -KkeTormorapopas
kucaora, K's — arpunnn, Ps u Ks — rucrumun + -keroramoraposas kuciora, Ps u Ke —
OPHUTHH + q-KeToIviloTapoBasi Kuciora, Pz u Kz sau3un + g-Kerorsotaposasi kucjiora, Ps
n K's — raotamnn + -keTornotapoBas xuciora, Ks — acmaparun, Ps u Ke — acnaparun
+ q-KkerormorapoBasi kucaoTa, K's — acnaparus, Pio u Kio — uuTpyaun + -Kerormora-
poBasi KHCIOTA.

Puc. 2. TpaHcaMHpOBaHHE B aBTO/IH3HDOBAHHOM NOpPOIIKE (OGBSCHEHHS KAK Ha PUC. 1).

Ta6n. 1. TpaHcaMupoBaHHe B aBTOJIH3HPOBAHHOM TopowiKe, UYuc/ioBhe — BeJHYHHHI,
npeicTaBjeHHble B Ta6auie, TpPEACTABJAIT CcoGOH cpegHHe apuHMeTHUecKHe s 1pex
onpejesieHdit (BHIUTEHA BEJAWIHHA KOHT[OJbHOH NpPOGHE).

Ta6a. 2. Bauanue ¢GocPopHOKHCAOTO MUPHIOKCAJNA Ha peaklUHH TPaHCAMHPOBAHHUS
y Mycobacierium phlei. UicnoBee BeqMYMHBI NPEACTABJEHB B TabJiHile, NPEACTABJAT
coboif cpeaHiol0 apH(MeTHUeCKyl0 A/ TpeX o603HaueHHH (BBIYTEHA BEJIMYHHA KOHTPOJILHOIA
npoosl).

Ta6n. 3. AMHHOKHC/IOTHBI COCTAB aBTOJIH3ATOB.

SUMMARY

Investigations were carried out on transamination reactions of ba-
sic amino acids and amides with a-ketoglutaric acid in Mycobacterium
phlei. The author used acetone powders autolysed at 37°C for 24
hours and again dried with acetone. Such preparations are free from
endogenous glutamic acid, which, when present in non-autolysed
powders, makes quantitative estimations difficult. Transamination was
investigated by means of paper chromatography with the use of the
one-dimensional ascending technique in the system phenol-water 7:3
on Whatman filter paper Nr 1. Detection of the spots took place in
0.2 per cent solution of ninhydrin in acetone.

A new system of solvents was prepared for the separation of ci-
trulline, arginine and ornithine. Citrulline spots were visualized by the
specific test with para-dimethylaminobenzaldehyde. Quantitative deter-
minations of glutamic acid were carrjed out by Barrollier’s method
in the spectrophotometer ,,Unicam” and by the modified method accor-
ding to Kanski in the Pulfrich photometer.

Relative transamination activities for a-ketoglutaric acid with
various substrates were as follows: aspartic acid 100 > asparagine
60%9 > histidine 13.5% > glutamine 13%0 > ornithine 119/, > ci-
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trulline 5.6%0 > arginine 4.0° > lysine 1.7%. An addition of pyridoxal
phosphate increased the activity of transamination in autolyzed pre-
parations.

Besides the transamination reaction, the chromatographic method
revealed the decarboxylation reaction of glutamic acid to y-amino-
butyric acid, the desimination of arginine to citrulline, and the desami-
dation of asparagine.
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