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THE COMPARISON OF PROPERTIES OF 0-AMYLASE FROM THE THIRD AND FOURTH
STAGE OF ANISAKIS SIMPLEX LARVAE

Abstract o-Amylase is present in the third (Ls) and in the fourth-stage (Ly) of larvae from .
Anisakis simplex. The enzymes from both sources differ in some of their properties. a-Amylase
from L; showed a maximum at pH 7,8, enzyme from L, stage at pH 6,5. The o-amylase from L3
was mainly lysosomal enzyme. The enzyme from L, was located in the microsomal fraction. The
L, a-amylase showed the inhibition by EDTA and by —SH reagent iodoacetic acid. These agents
did not change the activity of L, enzyme. Both izoenzymes were unaffected by calcium and
magnesium ions. Generalty the c-amylase from L, stage had higher activity (3,71 wmg) than L3
one (2,29 w/mg). '

WSTEP

Badania biochemii i fizjologii A. simplex sa nadal fragmentaryczne,
dotycza gldwnie proteaz trzeciego stadium larwalnego i ich inhibitorow, jako
biatek waznych w procesach penetracji i zabezpieczenia form pasozytniczych w
przewodzie pokarmowym zywicieli posrednich i ostatecznych (SMITH i WOOTEN
1978, MATTHEWS 1984). W dostepnej literaturze nie znaleziono prac z zakresu
biochemii dotyczacych larw czwartego stadium A. simplex. Jest to stadium
rozwojowe pasozyta, pojawiajace si¢ po linieniu zachodzacym w organizmie
zywiciela ostatecznego. ' ,

Tylko nieliczne doniesienia dotycza przemian cukrowcow u trzeciego
stadium larwalnego A. simplex. Tym zagadnieniom poswigcona byla nasza
wezesniejsza praca (ZOLTOWSKA i wsp. 2000). Wykazano w niej wystgpowanie,
obok innych waznych dla metabolizmu cukrowego enzymow, rowniez doS¢
wysokiej aktywnoséci o-amylazy. Jej charakterystyka, poréwnanie niektérych
wlasnoéci tego samego enzymu wystepujacego u kolejnych stadidéw, Jest

. interesujace z punktu widzenia biologii rozwoju tego ‘pasozyta. Sadzimy, ze
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enzym ten moze by¢ jednym ze wskaznikéw zmian zwigzanych z adaptacja
stadidw rozwojowych nicienia do rdzniacych sie znacznie warunkdéw
srodowiska ich bytowania. Sytuacja taka ma miejsce przy transferze stadium
L; A. simplex z organizmu zmiennocieplnego (ryby) do statocieplnego (ssaka
morskiego), gdzie rozwija si¢ larwa Ly Wydaje si¢, ze powinna towarzyszyé
temu przebudowa endogennych cukréw zapasowych oraz zmidna aktywnosci i
wiasnos$ci  enzymoéw zwigzanych z ich metabolizmem.  Potwierdzenie tej

sugestii stato si¢ celem niniejszej pracy.

MATERIAL | METODY

Materiatem do badan byly larwy trzeciego (Ls; ) i czwartego stadium
(Ls ) A. simplex. Larwy L; pasozyta izolowano ze $wiezych $ledzi battyckich
(Clupea harengus L.). Larwy Ly pozyskiwano z wiasnych hodowli in vitro
prowadzonych wg GRABDY (1976) w inkubatorze f-my Flscher zapewniajacym
5% CO, w atmosferze. Po 12 dniach hodowli w temp. 37 °C uzysklwano larwy

Ly

1. Otrzymywanie wyciagéw enzymatycznych

Larwy, po przeptukaniu w 0,65% roztworze NaCl, homogenizowano w
szklanym homogenizatorze Pottera z roztworem soli w proporcji 1:15 w/v.
Homogenat wirowano przez 15 min. przy 2 500xg. W uzyskanym
supernatancie oznaczano aktywno$¢ o-amylazy  metoda Carawaya (za
- KARPIAKIEM 1974) i biatko metoda BRADFORDA (1976). Aktywno$é enzymu
wyrazano w jednostkach (u) przeliczonych na mg biatka. Jedna jednostka
odpowiada ilosci enzymu rozktadajacej 1 mg skrobi do zaniku reakeji jodowo-
skrobiowej w temp. 37° C w czasie 2h inkubacji.

2. Okreslanie niektorych wiasnosci o-amylazy
W celu okreslenia optymainego pH dla dziatania o-amylazy inkubowano
wyciagi enzymatyczne z larw w 0,07 M buforze weronalowo-octanowym o
zakresie pH 5,46- 9,00.
Badano wptyw 0,01 M roztworéw nastepujacych zwiazkéw: MgCl,,
CaCl,, CH,JCOOH, EDTA i 0,001 M ZnCl,. Wyciagi enzymatyczne
preinkubowano z nimi przez 15 min., po czym rozpoczynano wiasciwa reakcje
enzymatyczng dodajac roztwor substratu (1% skrobi).
Wewnqtrzkomorkowq dystrybucj¢ enzymu wyznaczano drogg
wirowania réznicowego za VAN DEN BOSSCHE i BORGERS (1973).
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WYNIKI I DYSKUSJA

Ularw LsiLs A. simplex stwierdzono wystepowanie o-amylazy. Jej
aktywnos¢ u larw trzeciego stadium wahata si¢ od 0,44 do 2,93 u/mg i
wynosita srednio 2,19 £ 0,68 u/mg. U stadium czwartego aktywno$é enzymu
byfa wyzsza niz u L3 i wynosita 3,71 + 1,03 u/mg. '

Enzym z obu stadiéw réznit sig dystrybucja wewnatrzkomérkowa (ryc.1).
a-Amylaza z larw L3 zlokalizowana byla gléwnie we frakcji lizosomalnej, z L,
w mikrosomalnej. W cytozolu z obu stadiéw aktywnosé¢ enzymu byla niska i nie
przekraczata 10%.
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Ryc. 1. Wewnatrzkomérkowa dystrybucja o-amylazy. Frakcje N-jadrowa, M-
mitochondrialna, L-lizosomalna, Z-mikrosomalna, C-cytozolowa

'Fig.1. The subcellular distribution of o-amylase. The fractions: N-nuclear, M-
mitochondrial, L-lysosomal, Z-microsomal, C-cytosolic

| Enzymy z obu stadiéw w nieco odmienny sposéb niz o-amylazy z
innych zrédet odpowiadaja na niskoczasteczkowe zwiazki znane jako efektory
o-amylaz (Tabela). Nie reagujg na obecno$¢ jonéw Ca ** i Mg **, ktére s
istotne dla wielu a-amylaz (BUISSON i wsp. 1987, FERRER i wsp. 1999). EDTA
jest, podobnie jak w przypadku c-amylaz z Ascaris suum i Ascaridia galli
(ZorTowska 1990, 1995), inhibitorem amylazy z L3 A. simplex. Zwiazek ten nie
blokuje natomiast enzymu ze stadium czwartego pasozyta. Odmiennie reagujq
~obie larwalne amylazy na kwas jodooctowy (Tabela). Jest on silnym
- inhibitorem enzymu z L3, a praktycznie nie zmienia aktywnosci amylazy ze
stadium czwartego. Swiadczy to o braku w tym ostatnim enzymie grup -SH
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istotnych dla jego funkcji katalitycznych. Podobnie zachowywata si¢ a-amylaza

z A. galli (ZO6LTOWSKA 1990).

TABELA
Wplyw zwiazkéw chemicznych na aktywnogé -amylazy
- TABLE
The influence of chemical agents on the activity of O-amylase
Czynnik (Stezenie) Aktywnosé Activity
Agent (Concentrate) L, L,
uw/mg % u/mg %
- 1,44 100 4,22 100
MgCl, (0,01 M) 1,54 106,8 4,14 98,2
_CaCL, (0,01 M) -~ -~ 1,38 95,8 4,32 102,4
___EDTA (0,01 M) - 0,75 52,4 3,92 92,8
CH,J COOH (0,01 M) 0,49 33,9 4,46 1058
ZnCl; (0,001 M) 0,37 25,5 0,71 16,9
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Ryc. 2. Wplyw pH na aktywnosci o-amylazy z Anisakis simplex.
Fig. 2. The influence of pH on the activity of a-amylase from Anisakis simplex.

Odmienne jest réwniez optimum pH dziatania obu o-amylaz (ryc. 2).
Krzywa zalezno$ci o-amylazy z larw L od pH wykazuje dwa maksima w pH
6,05 i pH 7,8. Enzym ma najwyzsza aktywno$é w pH 7,8. Optimum dziatania

a-amylazy stadium czwartego
kwasnego i przypada na pH 6,5.
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Konkludujac mozna powiedzie¢, ze po trzecim linieniu u larw A
simplex obecna jest o-amylaza o wiasnosciach odmiennych niz te, ktore
charakteryzuja enzym z trzeciego stadium. Enzymy te réznig si¢ lokalizacja
wewnatrzkomdrkowa, optimum pH i reakcja na efektory wazne dla a-amylaz.
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