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Juz Nagayama, Konno i Oka wykazali, ze z wielu badanych szczepow
pratkow tylko saprofity wykazujg aktywnosé formamidazowg, zwrdcili
oni uwage na znaczenie tego faktu dla réznicowania mykobakterii. Row-
niez w nastepnych latach interesowano sie aktywnoscig formamidazowa
1 patogennoscig. Hauduroy i Muftic wykazali, w oparciu o ujemne lub
stabo dodatnie odczyny u patogennych szczepow w przeciwienstwie do
silnie dodatnich odczynéw u apatogennych mykobakterii, mozliwosé
szybkiej oceny patogennosci. Réwniez Urabe, Takei i Saito omawiali ak-
tywnos¢ formamidazowg w tym samym aspekcie.

Aktywno$¢ konstytutywnej formamidazy zwieksza sie w zalezno$ci od
rodzaju szybko rosngcych mykobakterii i dobranych przez nas warunkow
inkubacji od 0-70 ug NH," /ml przy jednogodzinnej inkubacji, przy czym
stwierdza sig¢ niskie aktywnosci do 10 pg NH; /ml u M. borstelense,
M. abscesus i M. phlei — wysokie do 20 ug NH /ml u M. fortuitum
i M. smegmatis i najwyzsze do 70 ug NH, /ml dla M. vaccae. U M. sme-
gmatis i M. phlei wykazano formamidaze podatng na indukcje.

W badaniach oznaczano specyficzno$é substratu przy hydrolizie duzej
liczby amidéw. Wykazano slabg aktywno$¢ enzymu dla prostych i rozga-
tezionych homologéw alifatycznych amidéw. Przyjmujac rozszczepianie
formamidazy za 100, szereg hydrolityczny lezy w kazdym przypadku
ponizej 1. Asparagina, glutamina, amid kwasu szczawiowego jak row-
niez cykliczne amidy benzamid, nikotinamid, izonikotinamid i pyrazina-
mid nie ulegajg hydrolizie. Enzym odznacza sie wysoka specyficznoscig
substratu.

Zakres syntezy enzymu zalezy od koncentracji czynnika indukujgcego.
Przy 5-10-% M/1 wystepuje wyrazna indukcja. Wzrasta ona ze wzrostem
iloSci czynnika indukujgcego i osigga optymalng warto$é ‘przy stezeniu
4-10—%2 M/1 czynnika indukujgcego.

Badanie aktywnosci formamidazy w odniesieniu do czasu indukeji po-
zwolito stwierdzi¢, ze od 1—10 godzin synteza enzymu przebiega z takg
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samg predkoscig, przy czym aktywnos¢ narasta wolno i osigga po 16 go-
dzinach maksymalng warto$¢. Indukcja formamidazy jest zahamowana
przez chloramfenikol. Przy 1 ug/ml chloramfenikolu hamowanie to jest
stabo zaznaczone, przy 10ug/ml aktywnos¢ wynosi szostg czes¢ wartosci
wyjsciowe]j, przy 25 ug/ml indukcja jest juz niemozliwa do wykazania.

Przy badaniu specyfiki indukcji stosowano amidy roéznych struktur
oraz aminokwasy. Chociaz byly one substratem dla enzymu, tylko forma-
mid wykazat zupelnie wyrazne dzialanie indukujgce. Najlepszymi czyn-
nikami indukujgcymi okazaly sie homologi szeregu alifatycznego amidow
kwasow weglowych, szczegbélnie o polgczeniach wegla C-4. Przy zastoso-
waniu, jako czynnika indukujgcego, wigzan o wydluzonym lancuchu
stwierdzano utrate dzialania indukujgcego.

Rozszczepienie wigzan lancuchowych zmienialo efekt indukujacy.
Stwierdzano to przy uzyciu amidu kwasu izomaslowego, ktérego aktyw-
nos¢, w poréwnaniu z aktywno$ciag amidu o prostym lancuchu wynosila
/3. Amid kwasu izowalerianowego jak réwniez amid kwasu n-waleriano-
wego nie daje efektu indukujgcego.

Opierajgc sie na silnie zaznaczonych wlasciwo$ciach czynnikéw indu-
kujgcych amidu kwasu octowego, wlaczano do badan N-podstawniki. Ami-
dy kwasu N-metylooctowego, N-fenylooctowego, N-acetylooctowego
1 N,N-dwumetylooctowego nie wykazaly jednak dzialania indukcyjnego.
Dziatania indukujace jest wiec zwigzane z wolna grupa amidowa.

W poréownaniu do amidu kwasu C-4 jednoweglowego, amid kwasu
C-4 dwuweglowego daje wyrazny efekt silnej indukcji. Te same wtasci-
wosci ma roéwniez monoamid jednoaminodwuweglowego kwasu z 4 ato-
mami wegla. Amidy z pierscieniem aromatycznym i heterocyklicznym
(benzamid, nikotinamid, izonikotinamid, pyrazinamid) nie indukujg for-
mamidazy.

Aminokwasy jak alanina, histydyna, tryptofan i in. nie wykazujg dzia-
tania indukujacego.

Jak ustalono dotychczas, czysty formamid nie jest czynnikiem indu-
kujgcym dla enzymu. Réwniez dodatek glicerolu, laktatu, pyruwawatu,
glukozy jako energetyczne mechanizmy transportowe pozostawaly bez
wplywu. Réwnocze$nie uzyskano wyrazny efekt indukujgcy w kombina-
cji z octanem lub propionatem. Jest to raczej zwigzane z samym forma-
midem niz z dzialaniem okreslonych produktéw rozpadu, szczegolnie
u szczepu wykazujgcego wybitng aktywnos¢ formaidazowg. W bada-
niach, przy zastosowaniu niespecyficznych amidéw, uzyskano réwniez
jony amonowe w obecnosci octanu lub indukowanego propionatu. Bada-
nie dziatania indukujgcego potwierdzilo przydatnosé¢ tych ukltadow. Uzy-
skane aktywnos$ci sg duze, mozna wiec nie zwiekszaé ilosci jonéw amono-
wych dla wykazania wyraznego dzialania enzymu, inne zrédla azotu jak
np. aminokwasy nie mogg zastgpi¢ jonéw amonowych.

Podczas dotychczasowych badahn stwierdzono, przy podobnych sposo-
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bach przedstawiania dla obu rodzajéw, niskie absolutne warto$ci aktyw-
noSci formamidazowej u M. phlei za§ u M. smegmatis stwierdzono indu-
kujace dzialanie produktéow hydrolizy amidow.

Przy rozdziale na kolumnie chromatograficznej ekstraktéw wolnoko-
moérkowych M. smegmatis, na Sephadex G 200, aktywno$¢ koncentruje
sie na szczycie. Blizsza charakterystyka tego enzymu, ktory szczegdélnie
nadaje sie do badan modelowych, pozwoli réwnoczesnie wyjasni¢ ich
znaczenie dla, wczesniej badanych, niespecyficznych amidaz. Moze uda
sie nam réwniez poznac¢ biologiczne znaczenie formamidazy. Zagadnienie
to pozostaje nadal otwarte.

I. Sehrt, H. Ivansky

REGULATION OF FORMAMIDASE ACTIVITY Ii\l MYCOBACTERIA

Summary

Formamidase activity has investigated in the group of rapid growers (M. sme-
gmatis, M. phlei, M. fortuitum, M. vaccae, M. abscessus, M. borstelense).

The literation of amonia, measured after an incubation for 60 min. by the
phenol-hypochlorite-method, was used to estimate the activity of the enzyme. The
observed activities of the washed bacterial suspensions grown on Hohn IV and
Loewenstain-Jensen respectively were within a range 0 (M. phlei, M. borstelense)

to 70 ug NHI /ml (M. vaccae).

In M. smegmatis and M. phlei an enzyme is inducible with a special activity
for the hydrolysis of formamide. Testing many substrates for their ability to act
as inducers for this enzyme, only the homologous aliphatic amides with 2-4 C-atoms
have a strong inducing effect. Formamide as inducer influences the hydrolitic
activity of the bacteria only in a small degree, while the homologous amides with
more than 4 C-atoms, the monoamides asparagine and glutamine, succinamide,
urea nad other nitrogen sourcs are practically without any inducing action.

In M. smegmatis incubation of the germs in the presence of ammonia and
acetate or ammonia and propionate has the same strong inducing effect as the
respective amides. We have not found it possible to replace the ammonia by other
nitrogen sources. Glucose, propionate, acetate, succinate, pyruvate, lactate or keto
glutarate in the inducing medium do not change significantly the hydrolytic acti-
vity; a repressive action is only observed in the presence of glycerol. In M. phlei
the enzyme induction is not influenced by glycerol. Inducers are only the homo-
logous amides with 2-4 C-atoms. Acetate or propionate in combination with ammo-
nia have no inducing effect.

The induced activity for the hydrolysis of formamide is very high. In M. sme-
gmatis the obtained wvalue is about 200 times in M. phlei about 60-times
as high as the values for the induced hydrolysis of butyramide. By means of column
chromatography on Sephadex G 200 the enzyme was enriched and further charac-

terised.



