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Badania nad przemiang aminokwasowa plynnej hodowli laseczki tezca
(Clostridium tetani). VI. Porownawcze iloSciowe oznaczenia wolnych
aminokwasow podloz i przesaczy dziesieciodniowej hodowli laseczki tezca

WccrenoBanuss aMMHOKMCHOTHOTO OOMEHA KHMAKONM NeCATHMIHEBHOM
KyJabTyphl nmaysouku croiaonaka (Clostridium tetani). VI. CpaBunrennusie
KOJIMYEeCTBEHHbIE O0003HAMEHNS HECBAZAaHHBIX aAMUHOKHUCJIOT cyOcTparoB

¥ (UIBTPATOB AECATHAHEBHOM KYJIbTYPbI IAJOYKM CTOJIOHAKA

A Study on the Amino Acid Transformation of the Liquid Ten-Day

Culture of Clostridium tetani. VI. Comparative Quantitative Determina-

tions of the Free Amino Acid Media and Filtrates of the Ten-Day
Culture of Clostridium tetani.

Badaniem wplywu wystepujacych w pozywkach aminockwaséw na wzrost bak-
terii i toksyczno§é toksyny tezcowej zajmowali sie: Feney i wsp. 3 i 4), Kli-
mek (9, 10), Malgras i wsp. (12), Mueller i wsp. (14, 15), Picket (17),
Surjan (18), Vinet i wsp. (19) i inni. Niestety dotychczasowe wyniki nie po-
zwalajg na wyciaganie wnioskéw co do roli poszczegdélnych aminokwaséw w pro-
cesie wzrostu laseczki i udziatu tych zwigzkéw w syntezie toksyny tezcowej. Przy-
czynia sie do tego niecalkowita zgodno§é wynikéw w dotychczas przeprowadzonych
badaniach i brak oznaczen skladu aminokwasowego przesgczy z okresu trwania
hodowli. Nie przeprowadzono takze ilo§ciowej oceny zachodzgcych zmian.

W $wietle tych faktéw uzasadnione stalo sie podjecie niniejszej pracy, w ktérej
wykonano poréwnawcze oznaczenia iloSciowe wolnych aminokwaséw w pozyw-
kach i przesgczach z réinych okreséw hodowli Cl. tetani.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto pozywek Legroux-Ramon, otrzymanych z Lubelskiej Wytworni
Surowic i Szczepionek oraz przesgczy pobieranych co 48 godzin z dziesigciodnio-
wych hodowli Cl. tetani, prowadzonych przez autora na skale laboratoryjng w Ka-
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tedrze Mikrobiologii Wydziatu Lekarskiego Akademii Medycznej w Lublinie. Kazdg
pobrang probke po wytraceniu biatka alkoholem etylowym i oddzieleniu wol-
nych aminokwaséw chromatografowano technika wstepujacg wg Williamsa
i Kirby (20). Oznaczenia iloSciowe wolnych aminokwaséw podiéz i przesaczy
przeprowadzano aparatem wlasnego pomystu i konstrukcji (Klimek, 11).

BADANIA WLASNE

A. Hodowla laseczki tezca oraz chromatograficzny rozdzial i identy-
fikacja wolnych aminokwaséw podléz i przesgczy.

Do badan uzyto podi6z Legroux-Ramon, na ktérych w beztlenowych
warunkach przy temperaturze 37°C hodowano laseczki tezca. Stad pobie-
rano co dwa dni prébki, ktére po oddzieleniu masy bakteryjnej i usu-
nieciu balastowego biatka, nakraplano na bibute (Klimek, 7). Wolne
aminokwasy rozdzielano technika chromatograficzng wg Williamsa
i Kirby (20), uzywajac ukladu rozpuszczalnika: n-butanol-kwas octowy
(lodowaty) — woda w stosunku objetosciowym 4 :1 :1 oraz bibuly What-
man nr 3.

Tab. 1. Zawartos¢ wolnych aminokwaséw podloza Legroux-Ramon oraz zmian

zachodzacych w przesaczach pobieranych co dwa dni z hodowli laseczki tezca

The contents of the free amino acids of Legroux-Ramon media and the

changes occurring in the filtrates taken every second day from the growing
of Clostridium tetani

| Przesgcz (dzien hodowli)
Lp. | Nazwa aminokwasu | Podloze

2 4 6 8 10
1 | Lizyna 40 40 35 30 45 40
2 | Histydyna 70 80 50 55 125 140
3 | Asparagina 30 50 50 55 70 80
4 | Arginina 40 50 50 50 45 40
5 | Kwas asparaginowy 80 40 40 40 35 20
6 | Seryna 40 70 110 110 120 140
7 { Glicyna 40 35 35 40 40 30
g Kwas glutaminowy 70 60 65 60 50 30

Treonina
10 { u-Alanina 300 310 350 350 390 390
11 | B~Alanina — 390 440 460 490 500
12 | Tyrozyna 40 100 100 100 120 140
13 | Tryptofan 50 90 90 80 90 80
14 | Metionina 30 30 25 25 25 25
15 | Walina 50 120 130 170 180 240
16 | Fenyloalanina 80 120 130 150 145 165
17 Izoleucyna 120 120 150 220 220 250

18 | Leucyna
19 | X, — 70 100 100 110 140
20 | X, - 90 100 110 120 120
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B. Wykorzystanie aparatu wlasnej konstrukeji do okreslania wzgled-
nych zmian w stezeniach wolnych aminokwaséw, podléz i przesaczy
plynnej hodowli Cl. tetani.

Otrzymane chromatogramy po wywolaniu ninhydryng i utrwaleniu
chlorkiem miedziowym krajano na paski o wymiarach: 5,2 X 46 cm.
Przy pomocy aparatu wlasnej konstrukeji (Klimek, 11), wyznaczano
zmiany natezenia $wiatla przechodzacego przez paski bibuly z komple-
ksami Cu + DYDA. Na ryc. 1 przedstawiono jeden z typowych przykta-
doéw oznaczen. Cyfry w kolkach odnoszg sie do krzywych otrzymanych
z prze$wietlenia bibulowych chromatograméw z rozdzielonymi wolnymi
aminokwasami: O — podloza Legroux-Ramon; 2, 4, 6, 8 i 10, — dwu-
cztero-, szeScio-, osmio i dziesieciodniowe przesacza plynnej hodowli
laseczki tezca. Cyfry bez koélek odpowiadajg badanym aminokwasom:
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Ryc. 1. Krzywe zmian natezenia §wiatla przechodzacego przez paski bibuly z barw-
nymi plamami Cu + DYDA, odpowiadajace wolnym aminokwasom podléi Legroux-
-Ramon oraz przesgczom z réznych okreséw hodowli laseczki tezica
The changes of curves of the light tension penetrating the paper stripes with dyed
spots Cu + DYDA, corresponding to free amino acids of Legroux-Ramon media
and filtrates from various periods of the growth of Clostridium tetani
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1 — lizyna, 2 — histydyna, 3 — asparagina, 4 — arginina, 5 — kwas
asparaginowy, 6 — seryna, 7 — glicyna, 8 — kwas glutaminowy, 9 —
treonina, 10 — a-alanina, 11 — B-alanina, 12 — tyrozyna, 13 — trypto-

fan, 14 — metionina, 15 — walina, 16 — fenyloalanina, 17 — izoleucyna,
18 — leucyna, 19 — X, 20 — X, (X; i X; — nie zidentyfikowane ninhy-
drynopozytywne plamy). Liczby wypisane jedna pod druga i objete na-
wiasem figurowym odnosza sie¢ do aminokwasow, ktérym na wykresie
odpowiada wspolny ,,pik”. Linie podstawy (kreska ciggla) oraz rekon-
strukcje krzywych (kreska przerywana) wyznaczono sposobem: G o6rski
iwsp. (6)i Ostrowski i wsp. (16). Otrzymane krzywe po dokonaniu
poprawek i wykres$leniu linii podstaw planimetrowano. Wyniki zesta-
wiono w tabeli 1. W trzeciej kolumnie podano powierzchnie pél odpo-
wiadajgce wolnym aminokwasom podloza Legroux-Ramon. W nastepnych
kolumnach od 4 do 8 przedstawiono powierzchnie p6l odpowiadajace
wolnym aminokwasom przesaczy: dwu-, cztero-, szescio-, oSmio- i dzie-
sieciodniowych hodowli laseczki tezca. W drugiej kolumnie podano nazwy
aminokwaséw, przez X; i X, okreslono nie zidentyfikowane ninhydryno-
pozytywne plamy. Kwas glutaminowy i treonine oraz leucyne i izoleu-
cyne objeto w nawias figurowy, zaznaczajac w ten sposob, ze dla tych
aminokwaséw podano wspolne powierzchnie w mma2.

Opierajgc sie na danych zawartych w tab. 1 przedstawiono graficznie
zmiany, zawartosci wolnych aminokwaséw w podlozu Legroux-Ramon
podczas hodowli laseczki tezca (ryc. 2, 3, 4 i 5). Na osi odcietych odkila-
dano dzieh hodowli, na osi rzednych powierzchnie krzywych, zaktadajac
ze zmierzone pola sg proporcjonalne do ilosci aminokwasow.

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Wzgledne zmiany poziomu wolnych aminokwaséw zachodzgce podczas
hodowli laseczki tezca wyrazano w mm? przy pomocy powierzchni za-
wartej pomiedzy krzywsg, a linig podstawy (ryc. 1). Podanie wynikow
w jednostkach bezwzglednych uznano za zbedne, poniewaz stosowany
sposdb najzupelniej wystarczal do zobrazowania zachodzgcych zmian
w stezeniach wolnych aminokwaséw. Oprocz tego odpadala klopotliwa,
wobec matych wymiaréw bibuly (37 X 46 cm), konieczno$¢ umieszczania
na jednym arkuszu bibuty: wzorcéw (cztery nakroplenia), obok materialu
badanego (sze$¢ nakroplen): (Block, 1), (Cramer, 2), (Flawin
i wsp., 5).

W dostepnym pismiennictwie nie znaleziono, poza analizg jako$ciows,
zadnych wzmianek na temat prac prowadzonych nad zmianami iloscio-
wymi stezeh wolnych aminokwaséw w podlozach i przesgczach dziesie-
ciodniowej hodowli laseczki tezca. Poréwnanie wynikéw zebranych
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w tab. 1 pozwala dostrzec, ze zmiany, jakim ulegajg wolne aminokwasy
podczas hodowli laseczki tezca, odbywajg sie w rézny sposdb. Zgodnie
z tym podzielono aminokwasy na cztery grupy:

a) Aminokwasy, ktérych stezenie rosnie przez caly czas trwania ho-

dowli laseczki tezca: 1 — asparagina, 2 — seryna, 3 — da-alanina,
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Ryc. 2—5. Wykresy zmian poziomu wolnych aminokwaséw podiéz Legroux-Ramon
oraz przesaczy z roznych okreséw hodowli laseczki tezca
Diagrams of the level changes of the free amino acids of Legroux-Ramon media
and filtrates from various periods of growing Clostridium tetani
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4 — tyrozyna, 5 — walina, 6 — fenyloalanina, 7 — izoleucyna i leucyna
(ryc. 2).

b) Aminokwasy, ktérych stezenie zmniejsza sie¢ przez caly czas trwa-
nia hodowli laseczki tezca: 1 — kwas asparaginowy, 2 — kwas gluta-
minowy i treonina oraz 3 — metionina (ryc. 3).

c¢) Aminokwasy, ktore nie zostaly wykryte w podlozach ani w sta-
nie wolnym, ani w zwigzanym (ryc. 4). Wystepowanie ich stwier-
dzono jedynie we wszystkich badanych przesgczach: 1 — p-alanina,
2 — X; oraz 2 — X; (X; i X3 — nie zidentyfikowane ninhydrynopozy-
tywne plamy).

d) Aminokwasy, ktorych stezenia zmieniajg sie w sposéb nieregu-
larny: 1 — lizyna, 2 — histydyna, 3 — arginina, 4 — glicyna oraz
5 — tryptofan (rye. 5).

Zaznaczy¢ nalezy, ze zaliczanie do wymienionych grup: kwasu glu-
taminowego i treoniny oraz izoleucyny i leucyny pocigga za soba pewne
ryzyko, poniewaz wymienione aminokwasy oznaczano igcznie. Najmniej-
sze stezenie histydyny w przesgczu wystepuje miedzy 4 a 6 dniem
hodowli (ryc. 5). Moze to $wiadczy¢, Ze w tym czasie jest najwieksze
zapotrzebowanie na ten aminokwas. Spostrzezenie to potwierdza wyniki
prac: Millera i wsp. (13), oraz Picketa (17), w ktérych podano,
ze histydyna jest niezbedna do tworzenia toksyny tezcowej ktorej ma-
ksymalna ilos¢ tworzy si¢ miedzy 4 a 8 dniem hodowli (Mueller
i wsp., 15), (Surjan, 18) oraz (Vinet i wsp., 19). Mozna przy-
puszczaé ze zmniejszenie sie ilosci histydyny jest zwigzane z powstaniem
toksyny tezcowej. Nie jest wykluczone, ze przebieg zmian stezenia histy-
dyny bedzie moégt by¢ wykorzystany do badania kinetyki tworzenia
toksyny tezcowej. Zagadnienie to postanowiono przebada¢ w nastepnych
pracach.

Zestawiajac wyniki przedstawione na ryc. 3 z wynikami oznaczen
pH pod1dz i przesaczy (Klimek, 8), mozna doj$s¢ do uzupelniajacych
sie wzajemnie wnioskow, ze stosunkowo duzy wzrost pH w drugim
dniu hodowli czesciowo moze sie lgczy¢ ze znaczniejszym niz w nastep-
nych dniach ubytkiem kwasu asparaginowego i glutaminowego.

Z ryc. 2 i 3 wynika, ze stezenie kwasu asparaginowego ulega zmniej-
szeniu, a asparaginy — zwiekszeniu. Fakty te nasuwajg mysl o prze-
chodzeniu kwasu asparaginowego w asparaging w reakcji enzymatycznej
z amoniakiem, ktérego obecno$¢é w przesgczach zostala stwierdzona
(Klimek, 8).

Podczas hodowli laseczki tezca rosnie ilo§é¢ azotu ¢-aminowego (K 1i-
m ek, 8), co zostalo potwierdzone tym, iz w ogélnym bilansie ilos¢ ami-
nokwaséw, dla ktérych notuje sie wzrost stezenia (ryc. 2 i 4), znacznie
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przewyzsza ilo$¢ tych aminokwasow, dla ktérych widoczne jest obnizenie
stezenia (ryc. 3).

Z obserwacji ryc. 4 mozna wyciggna¢ wniosek, ze laseczki tezca wy-
dzielaja enzymy pozwalajace endogennie syntetyzowaé fi-alanine. Ciagly
wzrost tego aminokwasu dowodzi, ze jest on wytwarzany przez caly
dziesieciodniowy okres hodowli laseczki tezca.
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Prace otrzymano 10 IV 1965.

PE3IOME

MccnenoBaHO OTHOCUTEJIBHBIE KOJIMYECTBEHHBIE W3MEHEHMA HeCcBd-
3aHHBIX aMMHOKMCJOT B cyOcrpatax Legroux-Ramon, a TakXke B (puib-
TpaTax, NOoJy4YaeMbIX KaxKjble 48 4acoB B TedeHMe AECATUAHEBHOM KYJIb-
TuEanmMM nianodku cronbuaka (Cl. tetani).

BrineneHo wueThIpe TIpYIMIILI aMMHOKMCJIOT: @) AMMHOKMCIOTBI, KOH-
LIEHTPAalMa KOTOPBIX BO3pPAcTaeT B TeUeHMEe BCEro Iepuoja BbIpaUlMBa-
HusA, 6) aMMHOKMCJIOTHI, KOHI[EHTPaUya KOTOPBIX YMEHBIIAeTCA BO BpeMA
BBIpPAIMBAaHMA IANOYKY CTOJOHAKA, B) aMMHOKMCIOTBI, KOTOPBIE OBLIU
CMHTE3MPOBAHBI NAJOYKOM CTOJOHAKA M T) aMMHOKMCJOTHI, KOHIEHTpaLusA
KOTOPBIX HeperyJdapHO M3MEeHAJach.
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3aMeueHa camMas MaJafd KOHIEHTPAIMA TUCTHAMHA MEXKY 4YeTBEPTHIM
M LIEeCTHIM AHAMM BBIPAIMBaHWUA, T.e. B IIEPHMOJ, B KOTOPOM, IO MHEHMIO
HEKOTOPBIX aBTOPOB, BO3HMKAaeT caMoe S50JbLIoe KOJMYECTBO TOKCHMHA.
Ilpennosaraerca, 4ro 3aMedYeHHAs KOPPEJAIMA MEXKAY BO3HMKAECMbBIM
TOKCMHOM CTOJOHAKAa ¥ YyMEHbHICHMEM TIHUCTHMAMHA MOXET ObITb B Oy-
JIYLLIEM JCIIOJIB30BaHA JJIA OCBEILEHMS BOIPOCA KMHETUKM CUHTE3a 9STOTO
aHTUIEHA.

Puc. 1. Kpusble M3MEHEHUII CUMJIBI CBeTa, NPOXOAAINErO Yepe3 IOACKM (PHilb-
TposanbHOM GyMmMaru ¢ nBeTHBIMM nAaTHamy Cu -+ DYDA COOTBETCTBYOILIMMM HECBA-
3aHHBIM aMMHOKMcJoTaM cyOcrpaToB Legroux-Ramon, a Takke GuUiabTparaM ¢ pas-
HBIX MEPUOAOE BBIPALIMBAHUA IAJOYEK CTOJOHAKA.

Puc. 2. Tpadury wu3MeHEHHMI YPOBHA HECBA3aHHBIX aMMHOKMCIOT cybGcTpaToB
Legroux-Ramon, a Takxe (OUIbTPATOB C PA3HbIX IIEPMOJOB BbIPAIlMBaHMA IIAJOYEX
STOJIOHAKA.

Puc. 3. T'paduky M3MEHEHMII YPOBHSA HECBA3ZAHHLIX AMMHOKMCIOT CyOCTPAaroB
Legroux-Ramon, a Takxke (PHILTPATOB C PA3HBLIX IePUOAOB BbIPAIIMBAHUA HNaNOYEK
cronbHAKA. '

Puc. 4. T'padury u3MeHEHMIA YPOBHA HECBA3AHHBLIX AMMHOKMCIOT CyD0CTpPaToB
Legroux-Ramon, a Takxke (pUIBTPATOB € Pa3HbIX NEPMOAOB BRIPAIMMEAHUA NajIOUEeK

CTONGHIKA.
Puc. 5. T'pachuxy M3MEHEHMII YDPOBHA HECBA3AHHBIX aMMHOKMCIOT CyOcTpaTros

Legroux-Ramon, a Takxe (PUABTPATOBR ¢ PA3HBIX NEPMOAOB BBLIPAIIMBAHNMA ITAJIOYEK

cToNbIIAKA.
Taba. 1. ConmepsKMMOCThL HECBA3AHHBLIX AMMHOKMCIOT cyberpara Legroux-Ra-

mon, a Takxke M3MEHEHMI! B ‘pHIbTpATaxX MOJydaeMbIX KaxKAble ABa JHA U3 KYyJb-
TYpbl NMaJ0YKM 'CTOJIGHAKA.

SUMMARY

Relative changes of free amino acids in Legroux-Ramon media and
of filtrates taken every 48 hours during ten days of growing of Clostri-
dium tetani were examined.

Four groups of amino acids were distinguished: a) amino acids whose
concentration increases during the whole period of the growth, b) amino
acids whose concentration decreases during the whole period of the
growth of Clostridium tetani, ¢) amino acids which were synthesized by
Clostridium tetani, and d) amino acids whose concentration was changing
irregularly.

The least concentration of histidine was observed between the fourth
and the sixth day of the growth, i. e., during the period in which,
according to some authors, the greatest amount of toxin is produced.
The correlation observed between the forming of tetanus toxin and the
decrease of histidine may be used in the future for the study of the
kinetics of the synthesis of this antigen.
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