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Badania nad aktywneS$cig niektérych enzymoéw u leptospir
MCC.TIeI(OBaHMﬂ AKTUMBHOCTM HEKOTOPBIX 3H3MMOB y JENTOCIIND

Investigations into the Activity of some Leptospiral Enzymes

Leptospiry dlugo uwazano za organizmy biochemicznie malo aktywne.
Dopiero w ostatnich latach badania wykazatly, ze i u tych organizméw wy-
stepujg niektére enzymy charakterystyczne dla wielu drobnoustrojow.
Wiadomosci jednak dotyczace proceséw metabolicznych leptospir sg nie-
kompletne, czesto kontrowersyjne. Niewatpliwg przyczyng jest trudny
model, jaki dla badan tego typu stanowia spirochety. W naszych bada-
niach zwréciliSmy uwage przede wszystkim na aminotransferazy. Po raz
pierwszy reakcje transaminacji u tych organizméw opisali Markovetz
i Larson (6), prowadzgc badania nad Leptospira biflexa. W kilka lat
pozniej Green i wsp. (2) wykazali u niektéorych serotypéw chorobo-
tworczych transaminacje glutaminowo-szczawianows. Celem prowadzo-
nych przez nas doswiadczen bylo poszerzenie dotychczasowych danych,
dotyczacych aminotransferaz u leptospir. Obserwowano aktywnos$é enzy-
mu wobec réznych aminokwaséw. Prowadzono réwniez badania z amino-
kwasami zasadowymi. RoOwnoczesnie zwrdécono uwage na obecno$¢ w ko-
morkach leptospirowych innych enzymoéw, mogacych odgrywaé role
w przemianie aminokwasoéw. Na podstawie badan (4, 8) stwierdzono, ze
amoniak pobierany z podloza przez leptospiry moze by¢ zastgpiony przez
asparagine, co sugeruje w pewnym stopniu obecnoé¢ asparaginazy w ko-
mérkach. Przeprowadzono obserwacje i w tym kierunku. Ponadto prébo-
wano ustali¢, czy pewne roéznice, wystepujace w badanych procesach po-
migdzy serotypami, mozna wykorzysta¢ praktycznie dla celéw taksono-
micznych.
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MATERIAL I METODY

Badano dwa serotypy leptospir, saprofityczny — Leptospira patoc i chorobo-
tworczy — Leptospira canicola. Hodowle prowadzono na plynnym podlozu Korthofa
z dodatkiem witaminy B, w temp. 30°C przez 15—17 dni. Komérki oddzielano
od podloza przez dwukrotne wirowanie. Nastepnie przemywano je w buforze fosfo-
ranowym o pH 7,8. Suszono w eksykatorze prézniowym. Jalowoé§é sprawdzano pod
mikroskopem. W do§wiadczeniach wstepnych stosowano rézne zrédla enzymu, jak:
zawiesine zywych komoérek w buforze fosforanowym, zawiesine Zywych komérek
w buforze HCI1-Tris, preparat acetonowy tzw. proszek (7) oraz zawiesine w buforze
fosforanowym i w buforze HCl-Tris komérek homogenizowanych przez kolejne za-
mrazanje i odmrazanie (—16°C, +40°C).

W ostatecznych badaniach nad aktywno$cia aminotransferaz mieszanina reagu-
jaca skladata sie: z 0,9 ml zawiesiny w buforze fosforanowym, zawierajacej ok. 17 mg
homogenizowanych komérek + 2 ml 0,025 M roztworu badanego aminokwasu w bu-
forze fosforanowym o pH 7,8. Mieszanine inkubowano na 1aZni wodnej przez 10 min.
w temp. 30°C. Wytrzasano w probéwkach, a nastepnie dodawano 1 ml 0,04 M
roztworu w buforze fosforanowym odpowiedniego ketokwasu. Wstawiano do termo-
statu. W réwnolegle prowadzonych do$wiadczeniach dodawano jeszeze do miesza-
niny reagujgcej 10 mg/ml fosforanu pirydoksalu. Analogicznie postepowano stosujac
bufor HCI-Tris. We wszystkich wariantach zachowywano ten sam czas inkubacji
(12 i 18 godz.) oraz temperature (30 i 37°C). W sklad kazdego badania wchodzity
préby kontrolne z zawiesing leptospirowsa, ogrzang uprzednio do 100°C, oraz préby
nie zawierajgce w mieszaninie reagujgcej odpowiedniego aminokwasu. Inkubacje
przerywano przez dodanie do badanej mieszaniny ok. 5 ml 96% alkoholu etylowego.
Wytracone biatko odwirowywano. Plyn znad osadu przenoszono ilo§ciowo do parow-
niczki kwarcowej, odparowywano do sucho$ci. Osad rozpuszczano w 0,5 ml 30% alko-
holu etylowego. Roztwér nanoszono ilo§ciowo mikropipetkg na bibule Whatmann
nr 3. Obok na tym samym arkuszu nakraplano w réznych stezeniach roztwory wzor-
cowe kwasu glutaminowego lub alaniny. Chromatogramy rozwijano w ukladzie roz-
puszczalnikéw: kwas octowy lodowaty—woda—butanol w stosunku 1:1:4, Plamy
aminokwaséw wywolywano 0,2% acetonowym roztworem ninhydryny. Identyfiko-
wano, a nastepnie kompleksowano roztworem chlorku miedziowego w acetonie.
Uzyskane na bibule plamy kwasu glutaminowego lub alaniny, wytworzonej w reak-
cjach transaminacji, wycinano. Eluowano 75% alkoholem metylowym. Eluat ozna-
czano ilo§ciowo w spektrokolorymetrze przy dlugo$ci fali 510 nm, korzystajac z krzy-
wych wzorcowych. Najwiekszg ilo§é kwasu glutaminowego, wytworzonego przez caty
okres inkubacji, w reakcji ,,danego” aminokwasu z kwasem a-ketoglutarowym w sto-
sunku do ilo§ci kwasu glutaminowego, powstalego w reakcjach z innymi amino-
kwasami w tych samych warunkach do§wiadczalnych, przyjeto za 100% aktyw-
no$ci enzymu. Aktywno§é wzgledem pozostalych aminokwaséw oznaczano procen-
towo, bioragc pod uwage ilo§é wytworzonego kwasu glutaminowego w reakcji z po-
szezegblnym aminokwasem w stosunku do iloéci uznanej za 100%. Analogicznie wy-
liczano aktywno§é aminotransferaz wobec poszczegdlnych aminokwaséw w reakcjach
z kwasem pirogronowym. W tym przypadku za 100% aktywno$ci przyjmowano naj-
wiekszg ilo§é alaniny wytworzonej w reakecji danego aminokwasu z kwasem piro-
gronowym, w stosunku do ilo$ci alaniny wytwarzanej w reakcjach z pozostatymi
aminokwasami uzytymi do do$§wiadczen.

Kwas glutaminowy lub alanine pochodzenia endogennego prébowano usunaé pro-
wadzgc dialize przez 16 godz. w buforze fosforanowym o pH 7,8. Stosowano réwnieZ
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inkubacje homogenatéw z kwasem a-ketoglutarowym lub pirogronowym bez amino-
kwasu, a uzyskang w tych warunkach ilo§¢ kwasu glutaminowego lub alaniny
uwzgledniano przy okre$laniu aktywno$ci aminotransferaz wobec poszczegblnych
aminokwaséw (3). W badaniach nad aktywnofcig asparaginazy sklad mieszaniny
reagujgcej byl nastepujacy: 1 ml 0,004 M roztworu L-asparaginy w buforze fos-
foranowym o pH —7,8+1 ml zawiesiny zywych komoérek lub komérek homogeni-
zowanych (ok. 17 mg). Rownolegle prowadzono proby kontrolne a) bez asparaginy,
ktérg zastepowano buforem, b) bez komoérek leptospirowych. Prowadzono réwniez
doswiadczenia z buforem HCl-Tris o pH: 7,8; 8,0; 8,6. Inkubowano 10 i 14 godz.
w temp. 30 i 37°C.

Pr6by kontrolne pobierano do analizy co kilka godzin. Oznaczano obydwa pro-
dukty reakcji, kwas asparaginowy i amoniak. Kwas asparaginowy — metodg chro-
matografii bibulowej, technikg wstepujaca. Amoniak — odczynnikiem Nesslera.
Aktywno§é asparaginazy okre§lano w mikromolach powstalego amoniaku na 1 mg
azotu calkowitego uzytego do reakeji preparatu enzymatycznego oraz ilo§cig wy-
tworzonego kwasu asparaginowego. Azot catkowity oznaczano metodg mikro- Kjel~
dahla w aparacie Parnasa,

WYNIKI BADAN

U obu serotypow leptospir: Leptospira canicole i Leptospira patoc
obserwowano reakcje transaminacji zachodzace pomiedzy réznymi ami-
nokwasami a kwasem a-ketoglutarowym oraz aminokwasami a kwasem
pirogronowym. Stwierdzono, ze komorki leptospirowe, rozbite przez ko-
lejne zamrazanie i rozmrazanie, wykazywaly aktywnos¢ aminotransferaz.
Rodzaj uzytego w tych badaniach buforu nie odgrywal roli. Optimum pH
dla zachodzacych reakcji wynosilo 7,8. W komorkach Leptospira patoc
obserwowano w reakcjach z kwasem a-ketoglutarowym aktywno$¢ ami-
notransferaz wobec DL-leucyny, DL-izoleucyny, DL-tryptofanu, DL-fe-
nyloalaniny, DL-metioniny, DL-tyrozyny, DL-waliny i kwasu asparagi-
nowego (ryc. 1). Najwieksza ilo§¢ kwasu glutaminowego zostala wytwo-
rzona w reakcji pomiedzy leucyng a kwasem u-ketoglutarowym (tab. 1).

W komoérkach Leptospira canicola w reakcjach z kwasem a-ketoglu-
tarowym stwierdzono aktywnos$¢ aminotransferaz wobec kwasu aspara-
ginowego, metioniny, leucyny, waliny, argininy, fenyloalaniny, tryptofa-
nu, tyrozyny. Na specjalng uwage zasluguje aktywno$¢ wzgledem argi-
niny, aminokwasu zasadowego. Najwyzszg aktywnos$¢ aminotransferazy
zauwazono wobec kwasu asparaginowego (tab. 2).

Obserwowano dodatni wplyw fosforanu pirydoksalu na przebieg re-
akcji. Po wprowadzeniu go do mieszaniny reagujacej aktywnos¢ wzgle-
dem argininy znacznie wzrosta. W szeregu aktywnosci arginina zajeta trze-
cie miejsce, tuz za metioning, a przed leucyng. Aktywnos$¢ wzgledem po-
zostalych aminokwaséw wzrosta srednio o 10%. Dodatni wptyw fosforanu
pirydoksalu przejawial sie szczegblnie' w przypadku uzytych do reakciji
komérek po dializie. W tych warunkach byl niezbedny w mieszaninie
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Tab. 2. Aktywno$§¢ aminotransferaz wzgledem poszczegblnych aminokwaséw w ko-
mérkach Leptospira canicola (%)
Percentage of activity of aminotransferases in Leptospira canicola cells

Lp. Aminokwas Akty wno(é,bé enzymu
1. Kwas asparaginowy 100

2. Metionina 40

3. Leucyna 35

4, Walina 33

5. Arginina 33

6. Tryptofan 30

7. Fenyloalanina 30

8. Tyrozyna 2

9. Izoleucyna 0

Za 100% aktywno$ci przyjeto aktywno§é wzgledem kwasu asparaginowego, wy-
razong ilo§cig kwasu glutaminowego wytworzonego w reakcji transaminacji z kwa-
sem o-ketoglutarowym.

100% activity was the activity as to aspartic acid expressed as the amount of
glutamic acid produced by the reaction of transamination with a-keto-glutaric acid.

reagujacej. Badajac aktywnos¢ aminotransferaz wobec argininy, na chro-
matogramach uzyskanych z mieszaniny reagujacej, stwierdzono obok pla-
my kwasu glutaminowego, wytworzony dodatkowo aminokwas, ktérego
plama ukladala sie wyzej argininy (ryc. 2). Opierajac sie¢ na reakcji z pa-
ra-dwu-metylo-amino-benzaldehydem (7) identyfikowano go jako cytru-
line.

W reakcjach prowadzonych z kwasem pirogronowym uzyto tych sa-
mych aminokwasow co w do§wiadczeniach z kwasem oa-ketoglutarowym.
W komorkach Leptospira patoc stwierdzono aktywnosé aminotransferaz
wzgledem izoleucyny, waliny, leucyny oraz kwasu asparaginowego. Naj-
wieksza ilo§¢ alaniny zostala wytworzona w reakeji kwasu pirogronowego
z izoleucyng (tab. 3).

Tab. 3. Aktywno$§é aminotransferaz w komoérkach Leptospira patoc (%)
Percentagé of activity of aminotransferases in Leptospira patoc cells

Lp. Aminokwas Aktywno$é enzymu
1. Izoleucyna 100
2. Walina 50
3. Leucyna 35
4. Kwas aspraginowy 35

Za 100% aktywno$ci przyjeto aktywno$é wobec izoleucyny, wyrazong iloScig ala-
niny wytworzonej w reakcji transaminacji z kwasem pirogronowym.

100% activity was the activity as to iso-leucine expressed as the amount of ala-
nine produced by the reaction of transamination with pyruvic acid.

9 Annales, sectio D, vol, XXXIII
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W komoérkach Leptospira canicola obserwowano w reakcjach z kwa-
sem pirogronowym aktywnos¢ aminotransferaz wobec leucyny, izoleucy-
ny, waliny i kwasu asparaginowego. Najwieksza ilos¢ alaniny zostala wy-
tworzona w reakcji z leucyng (tab. 4). Fosforan pirydoksalu przyspieszatl
reakcje. W dosSwiadczeniach nad aktywnoscig asparaginazy najlepsze wy-
niki otrzymywano prowadzac reakcje przy pH mieszaniny 7,8—38,0. Przez
kilka pierwszych godzin inkubacji nie stwierdzono zadnych zmian w ste-
zeniu asparaginy. Nie wykryto réwniez wolnego amoniaku. Minimalne
slady pojawily sie dopiero po uplywie 10 godz. (tab. 5). '

Tab. 5. Aktywno$§é asparaginazy w komérkach Leptospira patoc i Leptospira canicola,
wyrazona obecno$cig kwasu asparaginowego i wolnego amoniaku w mieszanine rea-
gujacej
Asparaginase activity in Leptospira patoc and Leptospira canicola cells expressed
in the presence of aspartic acid and free ammonia

Serotyp Czas inkubacji w godzinach
0 2 5 10 14
g o = g g
5 4 % &4 9B 3 ¥ 85 W 9§
a5 5§ %5 g % sE % zi %
2o g B & g B & g g 2 g s & g
X @ a R o Mo o L7 o X ® o
L. patoc — — — — — — + + ++ 0,16
L. canicola — —_ — — . _ o+ + 4+ 0,18

Ilo§¢é amoniaku wyrazono w mikromolach na 1 mg azofu calkowitego uzytego do
reakcji preparatu enzymatycznego. — = brak produktu reakcji. + = produkt re-
akeji w iloSciach §ladowych.

Assessed in micromoles/1 mg total nitrogen contained in the enzymatic reagent
used in the reaction, — = lack of reaction product. + = reaction product in traces.

DYSKUSJA I WNIOSKI

Obserwacje nasze wykazaly bardzo slabg aktywno$¢ asparaginazy
w komoérkach leptospirowych. Johnson i Rogers (5), prowadzac do-
Swiadczenia w nieco odmiennych warunkach, stwierdzili réwniez mini-
malne jej dzialanie. Autorzy ci jednak uwazali, ze rozklad asparaginy
dodawanej do podlozy jest wynikiem asparaginazy surowicy kroliczej.
Obserwacje prowadzili nad komoérkami Leptospira pomona. Obserwacje
nasze w odniesieniu do aminotransferaz u Leptospira patoc (ryc. 3) pokry-
waly sie czesciowo z wynikami Markovetza i Larsona (6) uzy-
skanymi w do$§wiadczeniach nad Leptospira biflexa. W reakcjach z kwa-
sem o-ketoglutarowym badania nasze wykazaly aktywnos¢ aminotrans-
feraz wobec tych samych aminokwaséw z tym, ze najaktywniejsza byla
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bakterie czy pierwotniaki), ze duzg aktywnos¢ aminotransferaz wobec
tego aminokwasu wykryto u wielu bakterii. Réwnoczeénie, biorgc pod
uwage, ze w komoérkach Leptospira patoc najwyzszg aktywno$é amino-
transferazy obserwowano wobec leucyny, nasuwa sie przypuszczenie, ze
czynno$¢ enzymu wobec danego aminokwasu zwigzana jest w pewnym
stopniu réwniez z wlasciwosciami serotypowymi leptospir.

W czasie badan nad aktywnoscia aminotransferaz wobec argininy
w komérkach Leptospira canicola stwierdzono w mieszaninie reagujgcej
dzialanie jeszcze jednego enzymu przetwarzajgcego arginine w cytruline.
Prawdopodobnie zachodzila tu reakcja dezaminacji nie opisywana do tej
pory u leptospir. Zjawisko to sugeruje mozliwo$¢ réznych drog metabo-
lizowania argininy przez leptospiry. Obserwacje nasze potwierdzily obec-
nos¢ u leptospir enzyméw juz wykrytych oraz ujawnily nowe mozliwosci
enzymatyczne. Mozna przypuszczaé, Zze organizmy te wykazujg bogatsze
procesy biochemiczne niz sgdzono w pierwszym okresie przeprowadzanych
badan.
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PE3IOME

WcenepoBanu kiaereu Leptospira patoc u Leptospira canicola. TIokasaim axTHB-
HOCTH aMMHOTpaHcdepa3 N0 OTHOLIEHMIO K AMUHOKMCJIOTAM, KOTOPbIe GBIIM OIMCAHbL
MapxkoBeuom u JlapcoHOM, UCCIeAyIOIINE Leptospira biflexa, Habmoganu
TaKXKe AaKTUBHOCTL aMuHOTpaHcdepa3d MO OTHOIIEHMI0O K aMMHOKMCJIOTAM, KOTODhIe
He 6bIIM OmMCaHBI BBLIIEYNOMAHYTHLIMM ABTOPAMM. ¥ OT[AENBbHBIX CEPOTUIIOB JIEINTO-
CIIMp AKTMBHOCTBL aMuHOTpaHcdepas [0 OTHOLIEHMIO K aMMHOKHucioTam Gblna pasnas.
V Leptospira canicola nonosHMTENbHO OMNPEAE]eHO0 AKTMBHOCTH aMMHOTpaHcdepas3
O OTHONIEHMIO K apruuuuy. OAHOBPEMEHHO HAGMIOZaIM AeficTBME SH3MMA HA apru-
HMH, KOTODbIif BbI3BaJ Je3aMMHMpOBaHHe ¢ o0pa3oBaHMeM LUTpyJauHa. Uccaeays ac-
naparuHes, aBTOPbI OGHAPYAKUIM CaMyl0 HM3KYIO €r0 aKTMBHOCTB.
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SUMMARY

Experiments were performed in the cells of Leptospira patoc and Leptospira
canicola. The activity of aminotransferases in the presence of amino acids was
shown in reference to Leptospira biflexa according to Markovetz and Larson.
The activity was also observed in the presence of some other aminoacids that
were not mentioned by Markovetz and Larson. In both Leptospiral sero-
types the aminotransferase activity in the presence of the respective aminoacids
was differentiated. In Leptospira canicola the activity in the presence of arginine
was additionaly confirmed. In addition the enzyme action that converts arginine
to cytruline by desamination was observed. Investigations into asparagonase showed
its minimal activity.






