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1. BEVEZETÉS

Dolgozatom egy tulajdonság plazmid kódoltságának bizonyí­

tásáról szól. A tulajdonság egy Bacillus megaterium törzs 

bakteriocin termelő képessége - s mind ez, mind a baktérium 

maga - évtizedek óta kutatások tárgya.

Az irodalmi bevezetőben e kutatások két olyan területét

szeretném ismertetni, amelyen szinte kizárólag csak szegedi 

kutatók dolgoztak, s teljes kisérleti rendszerek kifejlesztése

után eredményeiket az irodalomban először publikálták :

Ivanovics és Alföldi, 1954, Nature; Fodor és Alföldi, 1976,

PNAS.

Mindkét közlemény a Gram pozitiv Bacillus megateriumra vo­

natkozik. A korábbiban bizonyos törzsek bakteriocin termelő 

képességét Írták le, a későbbi közlemény pedig a sikeres 

bakteriális protoplasztfuziót tartalmazza, amely lehetőséget

nyújtott e baktérium genetikájának tanulmányozására.

Nagyon örültem volna, ha dolgozatom egyik opponense

Ivanovics György professzor lehetett volna. Sajnálatomra 

hosszú betegsége után 1980 szeptemberében bekövetkezett ha­

lála ezt meghiúsította. Munkámat az emlékének ajánlom.
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1.1. A bakteriocinogénia

A bakteriocinogénia bizonyos baktériumtörzseknek azt a

tulajdonságát jelöli, hogy képesek olyan fehérjemolekulákat

szintetizálni, amelyek az érzékeny baktérium tenyészeteket

elölik.A fehérjék - bakteriocinek szintézise letális a

termelő törzsre, de a termelő törzs legtöbbször rezisztens a

külsőleg adott saját termékre. A bakteriocinek antibiotikus

hatás-spektruma nagyon szűk, rendszerint az azonos faj kü­

lönböző törzseit, illetve néhány szoros rokonságban lévő

fajt foglal magában.

A bakteriocinogénia főleg a Valódi baktériumok körében

elterjedt jelenség. Azonban ezen ordo szinte minden speciesé­

ben található olyan törzs, amely egy vagy több antibakteriá-

lis fehérjét termel. A legtöbbet tanulmányozott bakteriocin

csoport az E.coli törzsek által termelt colicin csoport, amely

közel 20 már jól jellemzett molekula tipust foglal magában.

Az első colicint Gratia fedezte fel 1925-ben, s ez a felfe­

dezés ma már egy könyvtárnyi közlemény kísérleteit indította

el.

Más baktériumfajok bakteriocinjeiről is egyre több adat áll

rendelkezésre, igy a bakteriocinogénia jelensége is egyre

több szempontból közelíthető meg /21/.

A tipikus bakteriocinek egyik jellemző tulajdonsága az, 

hogy egyszerű fehérje, vagy fehérje-lipopoliszaharid formában
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izolálhatok. A kifejtett hatásért mindig a fehérje rész a

felelős. Kivételt képeznek azok a baktérium törzsek, amelyek

közvetlen ölő hatásukat baktericid koncentrációjú kis mole­

kulájú vegyületek /ammónia, hidrogén-peroxid/ termelésével .

váltják ki.
4A tanulmányozott fehérjék molekulasúlya 3-12 x 10 D között 

változik, tulajdonságaik jelentősen eltérnek.

Az érzékeny baktériumok elölését a különböző bakterio-

cinek igen változatos módon hozzák létre. Első lépésként a 

bakteriocin molekulák adszorbeálódnak a "megtámadott" bakté­

rium sejtfalán, vagy speciális receptorokhoz kötődnek. Már a

sejtbe való bejutás során károsíthatják a sejtmembránt:

transzport folyamatainak szétkapcsolásával vagy magának a

membrán szerkezetének megbontásával.

A sejtbe jutás után további DNS szintézis gátlással, RNS

degradálással, uj enzimek indukciójával folytatódhat káro­

sító hatásuk.

Egyféle hatásmechanizmust a colE^-CA38 jelű colicin kép­

visel. A colicin molekulák az érzékeny baktériumok sejtfal

receptoraihoz kötődnek, de ez a szakasz még nem vezet

sejtpusztuláshoz. Az irreverzibilis hatás a citoplazmában

játszódik le: a colicin molekula lehasit 50 nukleotidot a

16S rRNS 3' végéről, igy a riboszóma szerkezet megváltoztatá­

sával a fehérjeszintézist gátolja meg. Ezzel a hatásmechaniz­

mussal rendelkezik az Enterobacter cloaceae cloacin DF13

bakteriocinje is, s a két fehérje aminosav sorrendje is jól

megegyezik egymással.
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Más hatástipust a colE2-Pg jelű colicin mutat. Általá­

nosan DNS degradációt okoz, gátolja a sejtosztódást. Ez a 

hatás DNázok kombinált működésének eredménye. A colicin 

molekula először egy endonukleáz szintézisét indukálja, amely 

specifikus vágásokat hoz létre a DNS molekulán. A további

DNS emésztést exonukleázok végzik el /21/.

Valószinüleg ezzel a mechanizmussal működik a Bacillus megate-

rium megacinC bakteriocinje is. E baktérium másik bakteriocin-

je már eltérő hatásmóddal rendelkezik, erről a későbbiekben

lesz szó.

Azokban a baktérium törzsekben, ahol ezt kisérletileg 

vizsgálták, bebizonyosodott, hogy a bakteriocin termelés 

plazmidok által kódolt. Ebben a vonatkozásban is a legtöbb 

adat a colicin termelést kódoló plazmidról van: molekulasú­

lyuk, sokszor fizikai térképük s genetikai átviteli sajátsá­

gaik is ismeretesek /8, 18, 21/.

Az először Fredericq által /receptor specificitás alap­

ján/ osztályozott /18/ colicinek colE csoportja kb. 5 x ÍO^D 

molekulasulyu plazmidokat foglal magában. A másik jelentős 

csoport a coll csoport plazmidjai 62-94 x ÍO^D nagyságúak. 

Mindkét csoportban található olyan plazmid, amely konjugáció 

során a kromoszóma átviteltől függetlenül átkerülhet a recipi- 

ens sejtbe. Főleg a nagyobb méretű colicin plazmidok rekombi­

nálódhatnak R plazmidokkal, s kapcsolatba kerülhetnek a kon­

jugációs rendszerrel is. Egyes plazmidok, mint pl. a colB- 

-CA18, colV-K94 jelüek F-faktor tulajdonságuak: képesek kro­

moszóma transzfert inditani. A kromoszóma transzfer gyakori-

sága E.coli törzsekben megegyezik az F-faktorok által inditott
**Ъео • !

kif&
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átvitelek gyakoriságával.

Hasonlóan, kromoszóma mobilizációs képességű a Rhizobium

leguminosarum egy törzsének bakteriocint kódoló plazmidja

is /24/.

A plazmid molekulák biokémiai módszerekkel történő

összehasonlitása, illetve a bakteriocin plazmidok más fer-

tilitásai vagy rezisztencia faktorokkal való interakciójának 

tanulmányozása lehetőséget nyújt annak demonstrálására, hogy 

ezek közös eredetűek, s a baktérium törzsek evolúciója során

divergáltak ma talán teljesen különböző formákká.

Az azonban csak feltételezés a mai napig, hogy mi volt ez a 

közös eredet. A két legtöbbet idézett és vitatott elképze­

lés a "közös őst" defektiv profágra, illetve fertilitási

faktorra vezeti vissza.

Az első elképzelés szerint a bakteriocin a defektivitás 

magas szintjére jutott profág terméke, amely szintézis folya­

matait jórészt elvesztette, de létrehoz egy vagy több bakteri­

ocin tulajdonságú fehérjét. Alátámasztja ezt az elképzelést 

az, hogy bizonyos bakteriocinek és bakteriofágok azonos re­

ceptorhoz kötődnek a baktérium sejtfalán, illetve egyes bak­

teriocinek fágfarok és fágfej fehérjék.

A bakteriocinek egy része csak indukció után termelődik, 

/az indukció DNS szintézis gátló anyagok alkalmazását, ÜV be­

sugárzást, hőkezelést jelent/ vagyis szintézisük genetikailag 

szabályozott és normális körülmények között represszált.

Az indukálhatóság nagyon hasonlit a lizogén baktériumok profág- 

jának indukciójához, bár mai ismereteink szerint egyetlen 

bakteriocin plazmid sem integrálódik tartósan a kromoszómába

s tart fenn lizogénia-szerü állapotot.
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A bakteriofág eredetnek ellentmondanak a bakteriocin

plazmidok tipikusan nem fág tulajdonságai: a DNS molekula nem

szintetizál burok fehérjéket, s autó-transferabilis lehet,

esetenként teljes kromoszóma-átvitelt is indit. Ugyancsak

plazmidokra jellemző tulajdonságuk az, hogy kapcsolatba lép­

hetnek R illetve F-faktorokkal, s gyakran monomer formájukon

kivül dimer, tetramer formában izolálhatok. A másik érdekes

elképzelés a közös eredetre a szűk hatás-spektrum okát is meg­

magyarázná. E szerint a bakteriocint kódoló plazmid eredetileg

F-faktor volt, s a bakteriocin a konjugációs csatorna funkció­

ját vesztett, módosult fehérjéje.

A bakteriocinek molekuláris sokfélesége,•funkcionális

különbözősége azonban nehézzé teszi az általánositást. Lehet­

séges, hogy nem egyetlen fejlődési vonalat képviselnek, s az 

analóg hatás mögött különböző genetikai determináció áll.

A bakteriocinek legjobban ismert csoportja az E.coli tör­

zsek által termelt colicin csoport. A Gram pozitiv baktériumok

körében coccusok /Streptococcus, Staphylococcus/, és Bacillus 

fajok bakteriocinjeiről áll a legtöbb információ rendelkezé­

sünkre. Ennek részletes jellemzését azonban mellőzöm, mivel mun­

kánkhoz nem kapcsolódik szorosan ez az ismeretanyag.

1.2. Gram pozitiv baktériumok bakteriocin termelése

A Gram pozitiv baktériumok körében jól ismert a Strepto­

coccus törzsek streptocin bakteriocinje. Az elnevezés 
4

1-10 x 10 D mólsulyu fehérjékre vonatkozik, amelyek termelése 

szintén plazmidok által kódolt /39/.
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A Staphylococcus törzsek bakteriocinjei /staphylocin/ 

összetett fehérjék. Plazmidtörlö szerekkel /ЕТВг, АО/ 

bakteriocint nem termelő utódok izolálhatok, s egy törzsben
g

Warren és munkatársai egy 33 x 10 D mólsulyu plazmidot azono­

sítottak, amely egy toxin és a bakteriocin termelésért fele­

lős /50/.

A Bacillus genus több speciesében található bakteriocin 

termelés. A Bacillus subtilis bakteriocin kódoló plazmidja

hagyományos plazmidtörlö szerek mellett lizozimos protoplasz- 

tolással is eliminálható /40/. Az elimináció mechanizmusa még

nem ismert, de a jelenség nyilvánvaló különbséget mutat a

rendszertanilag közel álló Bacillus megaterium egy bakteriocin

termelő törzsével /216/, ahol azonos módszerrel plazmid elimi­

náció nem érhető el.

A Bacillus megateriummal ugyancsak "rokon" Bacillus cereus 

törzseiben négy különböző nagyságú bakteriocint kódoló plazmid 

ismert: a pBC^

a 45 x ÍO^D mólsulyu pBC^ plazmid /1/. 

bakteriocinjei /cerecin/ a Bacillus megateriumra és a 

Bacillus thuringiensisre is hatásosak, s a közeli rokonság bi­

zonyítékaként egyikőjük azonos a Bacillus megaterium megacinA 

bakteriocinjével: mindkettő foszfolipázA enzim /41/.

105 x 106D, pBC2 13 x 106D, pBC3 37 x 106D és

A Bacillus cereus

1.3. A Bacillus megaterium bakteriocinjei

A bakteriocinek egyik csoportját a Bacillus megaterium 

által termelt megacinek képviselik. Mint a bakteriocinek álta­

lában, a megacinek is antibakteriális fehérjék, főleg Bacillus
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megateriumra szorítkozó hatásspecificitásuak.

Ivanovics és munkatársai, valamint B.Holland és munkatársai

javaslatára három csoportba oszthatók. Az általános megjelö­

lés Ivanovics és Alföldi 1954-ben megjelent közleményéből

származik, ahol az elsőnek leirt megacinA-ra vezették be.

А/ MegacinA

A megacinA termelő kolóniák szilárd táptalajon induk­

ció nélkül az érzékeny baktérium pázsiton oldási zónákat hoz­

nak létre. Folyadék tenyészetben spontán indukció után vagy 

UV besugárzás, mitC kezelés hatására megacinA kerül a tápfo­

lyadékba. Egyedi hatásmechanizmusú a bakteriocinek körében :

membrán destrukciót hoz létre mind a termelő, mind az érzékeny

baktériumokon.

В/ MegacinB

Néhány Bacillus megaterium törzs szilárd táptalajon, s

csak igen kis mennyiségben termeli. Folyadéktenyészetben még

UV sugárzással sem indukálható. Hatásmechanizmusa még isme­

retlen .

С/ MegacinC_és_Cx

A megacinC és Cx~et megacinA-t is szintetizáló 

Bacillus megaterium törzsek termelik. Szilárd és folyadékte­

nyészetben is igen kis mennyiségben indukció nélkül jelenik 

meg. Hatásspektruma kissé eltér mind a megacinA, mind a

megacinB hatásspektrumától.

Szerológiai vizsgálatok és molekulasúly meghatározások alapján

a különböző törzsek által termelt megacinA fehérjék nagyon ha­

sonlónak mutatkoztak. Hatásspektrumuk is kevés kivételtől el­

tekintve megegyezik, tulajdonképpen egységesnek tekinthetők.
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Ezeket a jellemzőket nézve, mind a megacinB, mind a megacinC

és C sokkal variabilisabb.x
A megacinC és hatása a molekulasulybeli és hatásspektrumban 

való eltérések ellenére is megegyezik.

Holland és munkatársai megállapították, hogy ez a megacin cso­

port colicin tipusu, pontosabban a C0IE2 hatásához hasonló, 

az érzékeny baktérium DNS szintézisét gátolja. A DNS szinté­

zis gátlásával párhuzamosan direkt módon nem gátolja az RNS 

és fehérje szintézist. Feltételezik, hogy a megacinC egy igen 

aktiv DNáz szintézisét indukálja, s ennek eredménye a rendkí­

vül gyors DNS destrukció.

A megacinC és Ctermelés 100%-osan eliminálható magas 

hőmérsékleten /43°C/ történő rázatással. Valószinü, hogy mind­

két fehérje plazmidon kódolt /11/.

Jelen munkában a megacinA termeléssel foglalkozom, a to­

vábbi adatok csak erre az egy bakteriocinre vonatkoznak.

1.4. A megacinA-terme16 Bacillus megaterium törzsek izolálása

A megacin-termelö Bacillus megaterium törzsek eredeti izo- 

lálási célja messze állt mindattól, amire a későbbi kísérletek­

ben felhasználták őket. A SZOTE Orvosi Mikrobiológiai Intéze­

tében В ■^-vitamin tultermelő Bacillus megaterium törzseket keres­

tek, s e célból Ivanovicsné, Dr. Krompaszky Sára több száz

törzset izolált és tesztéit le. Az izolálási munka során szá­

mos törzs lizogénnek mutatkozott. Ezeket a törzseket kiemel­

ték, s a további kísérletekben lizogén állapotuk tanulmányo­

zását Dr. Alföldi Lajos kezdte el. A lizogénia vizsgálata
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Bacillus megaterium törzseken azért Ígérkezett különösen ér­

dekesnek, mert Lwoff éppen ezidöben irta le a lizogénia lé­

nyegét egy Bacillus megaterium törzsön /899/.

A lizogén baktérium tenyészeteket UV sugárzással indukál­

ták, s a kiszabaduló fágrészecskéket fágérzékeny Bacillus me­

gaterium tenyészeten titrálták. Az indukció hatására valóban 

keletkeztek oldási zónák a tesztelő tenyészeten, de innen 

fágrészecskéket kimutatni nem lehetett. A további kísérletek 

során kiderült, hogy az indukálódott anyag kevés kivétellel 

csak más B.megaterium törzsekre hatásos, igy arra következtet­

tek, hogy ez az anyag egy bakteriocin, s a már ismert colicin 

és pyocin mintájára megacinnek nevezték el /Ivanovics és

Alföldi, 1954/.

A későbbiekben az is kiderült, hogy többféle megacin létezik, 

de ezekben a kísérletekben főleg a legnagyobb mennyiségben 

termelődő, s egyedül indukálható megacinA-t észlelték. A többi 

megacin /B,C,C / kimutatása speciális körülményeket igényel, 

igy itt a megacinra vonatkozó megfigyelések megacinA-ra ér­

tendők. A törzs izolálás levegő, talaj, ürülék mintákból tör­

tént. Az összes izolátum egyharmada volt megacin-termelő.

A megacinogén baktériumok fágokkal fertőzhetők, s lizogeni- 

zálhatók is. Indukció után mindkét tulajdonság repressziója

megszűnik, s a baktériumok pusztulását megacin és fág együt­

tes lizise hozza létre.

A megacin hatásspektruma főleg B.megaterium törzseket foglal

magában, de szintén hatásos néhány B.subtilis, B.anthracis s

egy pár pigmentképző Micrococcus törzsre is.
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1.5. A megacinA indukciója

A megacinA indukciójára vonatkozó részletes kísérleteket

Ivanovics és Alföldi végezte el. Megállapították, hogy a te­

nyésztés körülményeitől nagy mértékben függ, s teljes indukció 

csak gazdag tápfolyadékban való tenyésztés után érhető el.

Az indukciót a következő módon hajtották végre :

A gazdag tápfolyadékban előnövesztett logaritmusos baktérium 

tenyészetet kis, 2-3 mm-es rétegvastagságban besugározták 

alacsony UV dózissal. Ezután vagy egyszerűen továbbfolytatták 

a tenyésztést, vagy friss tápfolyadékba oltották az indukált 

tenyészet kisebb részletét. A tenyészet mikrobiológiai jellem­

zőit követve a következő eredményt kapták :

a/ Az UV indukciót követő 90.perctől kezdve a tenyészet

denzitása csökken.

b/ A sejtszám szintén csökken.

с/ A telepképző baktériumok száma a tenyészetben már a 90.

perc előtt is drasztikusan esik.

A denzitás-csökkenést a sejtszám csökkenése azonban nem arányo­

san követi, ami azt a feltételezést szülte, hogy ez az intra-

celluláris anyagok tápfolyadékba jutásának az eredménye, vagyis

a megacinA az ozmotikus viszonyokat változtatja meg. Erre utal­

nak a tenyészetben az indukciót követő morfológiai változások

is. Az első látható elváltozás a láncképzés redukciója, majd

nagy elongálódott bacillus formák jelennek meg.

60 perccel az UV kezelés után már sok az abnormális sejtforma,

amelyekben vakuolumok képződnek, s végül a sejt kiürül. Az in­

dukció irreverzibilis, a 90. perc után totál, 97-99%-os lizis
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következik be. A megacinA letális bioszintézise tehát kb.:

90 percig tart.

1.6. A megacinA hatása protoplasztokra

Az indukció után szintetizált anyag megváltoztatja a 

sejtek ozmotikus állapotát irreverzibilisen, s ez az állapot-

változás lizishez vezet. Ivanovics és munkatársai többek kö­

zött protoplaszt preparátumokon tanulmányozták a megacinA

hatásának módját.

A B.megaterium KM törzs baktérium tenyészetét protoplaszt szusz­

penzióvá alakították, s a preparátum optikai denzitását, mikro­

biológiai jellemzőinek változását mérték különböző koncentrá­

ciójú megacinA jelenlétében, az idő függvényében. Párhuza­

mosan mikroszkóposán is megfigyelték a protoplasztok állapot- 

változását, a azt tapasztalták, hogy a megacinA már az optikai 

denzitás csökkenése előtt elkezdte azt a deformáló hatást, amely

a protoplasztokat "ghostlike" képződményekké alakitja.

Az optikai denzitás hirtelen csökkenéséből és a protoplasztok 

jellegzetes gömb formájának eltorzulásából arra következtettek, 

hogy a megacinA a sejtmembránra hat, s a membrán szerkezeté­

ben bekövetkező változások miatt szűnik meg a sejt ozmotikus

védettsége.

1.7. A megacinA azonos a foszfolipázA enzimmel

Már a megacinA indukciójával foglalkozó közleményekben 

leirták, hogy ez a diffuzibilis, indukció után szintetizálódó
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anyag fehérje természetű, s feltételezhetően enzim /Ivano-

vics és mtsai, 1957/.

Érzékeny sejteket megacinA termelő tenyészet tápfolyadékával 

kezeltek normál és alacsony hőmérsékleten. Mig a normál hőmér­

sékleten folytatott inkubáció teljes megacin hatást eredménye­

zett, alacsony hőmérsékleten a ható molekula elvesztette ak­

tivitását.

Nagy E. és munkatársai részlegesen tisztított megacinA 

preparátum hőstabilitását, proteolitikus érzékenységét vizs­

gálták, s megállapították, hogy az anyag hőérzékeny s fehér­

jebontó enzimekkel emészthető. A megacinA fehérje részletes

jellemzését B.Holland végezte el.

A homogenitásig tisztított megacinA egyszerű fehérje, 

mólsulya kb. 5o 000D. Elektroforetikus mobilitása, aminosav 

összetétele alapján /az összami.nosav 30%-a Asp és Gin/ savas 

tulajdonságú. Hővel és 7 M ureával denaturálható, kimotripszin 

nem, pepszin és tripszin gyengén emészti. Nemcsak hőlabilitása, 

de a membránon kifejtett hatása is a megacinA enzim jellegére 

utalt. A foszfolipázA enzimmel való azonosítását japán kuta­

tók /41/ végezték el. Összehasonlították a homogenitásig tisz­

tított megacinA fehérje és a foszfolipázA enzim hemolitikus 

aktivitását, s lecitin emésztési képességét. Immunprecipitá-

ciós vizsgálatokkal megállapították, hogy a megacinA prepará­

tumban egyetlen fehérje felelős a lipidbontó és a megacinA

aktivitásért. Ezek szerint a megacinA azonos a foszfolipázA

enzimmel.
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1.8. A megacinogénia genetikai determinációja

A megacin-termelo törzsek izolálása idején a B.megaterium 

törzsek között semmilyen genetikai átviteli forma sem volt is­

mert. A termelő törzsek friss izolátumok voltak, zömében

sporogén és prototróf tulajdonságnak. Genetikai vizsgálatra 

alkalmas rendszer híján a megacinogénia determinációjára csak

feltételezéseket tettek.

így, Ivanovics és munkatársai a megacin indukció és a li- 

zogén baktériumok profág indukciója közötti hasonlóság alapján 

a megacin termelést bakteriofág által kódolt tulajdonságnak

vélte. A későbbi kisérletek során azonban a sejtlizátumban sem

érett fágot, sem defektivitásra utaló fágdarabot sem tudtak ki­

mutatni. A megacin-termelo képesség tesztelésekor az is kide­

rült, hogy ez nem stabil tulajdonság, nem termelő baktériumok 

ezrelékes gyakorisággal szegregálnak egy termelő tenyészetben. 

Mivel ez a labilitás plazmidokra jellemző, felvetették, hogy

a megacinogénia plazmidkódolt tulajdonság lehet.

Ebből a feltételezésből indultak ki azok az amerikai ku­

tatók is /Carlton, Helinski, Hennebery, Smith és Brown/, akik 

a Gram pozitiv bacillusok cirkuláris DNS-ének tanulmányozására

a B.megaterium 216 megacin-termelo és a B.megaterium 58 megacin

szenzitiv törzsét választották.

Már az első kísérletek rendkivül érdekes eredményt hoztak.

Mindkét törzs össz-DNS-ének jelentős része extrakromoszómális 

DNS-nek bizonyult, s EM*vizs§álatok alapján e molekulák mérete 

heterogénnek tűnt. A továbbiakban e heterogén cirkuláris mole­

kulák jellemzését, eredetük tisztázását kivánták elvégezni, s

EM = elektronmikroszkópos
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természetesen annak eldöntését, hogy van-e olyan extrakro-

moszómális DNS molekula, amely a megacin determinációjáért

felelős.

1.9. AB. megaterium 216 és 58 törzseinek extrakromoszómális

DNS-e

Az amerikai kutatók közleményei alapján a B.megaterium 

e két törzse komplex plazmid rendszerrel rendelkezik. E rend­

szer legfőbb jellemzője az, hogy nagyon különböző molekula

osztályok több száz kópiában vannak jelen sejtenként, de ere­

detük, funkciójuk, regulációjuk még nem ismert /3/.

A B.megaterium 216 törzs össz-DNS-ének 15-40%-a bizonyult

extrakromoszómális DNS-nek. Elektronmikroszkópos mérések

alapján a molekulák mólsulyát a következőképpen határozták

meg : mind a B.megaterium 216, mind az 58 törzs tiz külön­

böző méretű molekulát tartalmaz. Legnagyobb mennyiségben a

3.9, 6.2, 16, 31.0, 60.0.MD mólsulyuak vannak jelen, s ki­

sebb mennyiségben a 7.6, 11.7, 47.0, 89.0, 112.0 MD nagysá­

gúak találhatók /23/. Különböző fiziológiai körülmények kö­

zött felnövesztett baktérium tenyészetekben a preparálható 

extrakromoszómális DNS mennyisége változó volt, de az öt leg­

nagyobb mennyiségben jelenlévő osztály aránya állandó.

Carlton egy specifikusan Gram pozitiv baktériumra ható DNS 

szintézis gátló pirimidin analóg hatását vizsgálta a

B.megaterium 216 törzsben /5/. Eredményei szerint a HPUra

a kromoszómális és a nagy molekulasulyu plazmid DNS-ek rep- 

likációját jelentősen gátolja, mig ez a hatás nem érvényesül
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a két legkisebb /3.9, 6.2 MD/ plazmid replikációjára. Feltéte­

lezi, hogy legalább két regulációs rendszer működik a

B.megaterium 216 törzsben, amely a különböző méretű moleku­

lák kópia számát szabályozza. A két kis plazmid eltérő regu­

lációjára utal az is, hogy ez a két plazmid teszi ki az 

extrakromoszómális DNS 75%-át /600 kópia/sejt/.

Ugyancsak Carlton és Brown /6/ elvégezték a 3.9 MD mól- 

sulyu plazmid restrikciós endonukleázokkal történő fizikai 

térképezését. A térképet hét enzim egyes és kettős emésztésé­

vel nyert adatokból állították össze. Adataik szerint a plaz­

mid DNS-nek nincsenek variálódó szakaszai, szekvenciája kon­

zervatív .

Sokkal bizonytalanabb a helyzet a nagyobb mólsulyu mole­

kulákkal. Hennebery és Carlton 1973-ban megjelent cikküket 

azzal a bevezetővel kezdik, hogy a B.megaterium cirkuláris

DNS-e nem tipikus bakteriális plazmid DNS. összehasonlították

a cirkuláris és kromoszómális DNS hodenaturációs-renaturációs

kinetikáját és megállapították, hogy mindkét DNS tipikus 

bakteriális DNS módjára reasszociál. A cirkuláris DNS-nek

nincs gyorsan renaturáló frakciója, amely a plazmidokra jellem­

ző repetitiv szekvenciák jelenlétére utalna.

DNS-DNS hibridizációs kísérletekben kimutatták, hogy a

cirkuláris és a kromoszómális DNS között nagymértékű /65-80%/ 

szekvencia homológia van. Elképzelhetőnek tartották, hogy az 

extrakromoszómális DNS molekulák kromoszóma darabok kivágó-

dásával, s recirkularizációjával jönnek létre. Az izolált 

plazmid molekulák egymáshoz való hibridizációja azt mutatta,

hogy a molekulák zömén azonos szekvenciáju szakaszok vannak,
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s ezeket a kromoszómáns DNS is tartalmazza. Vagyis, a kü­

lönböző méretű molekulák szekvenciája nem egyedi. A moleku­

lasulyok alapján feltételezhető, hogy bizonyos molekulák tet-

ramer vagy dimer formái egy alapmolekulának /pl. 3.9 MD és

16 MD/. Restrikciós endonukleázokkal végzett emésztés azon­

ban nem eredményezett azonos fragmentumokat.

A megacinogénia plazmid kódoltságára sem derült fény. Való- 

szinüleg azért, mert mindkét vizsgált törzs komplikált extra- 

kromoszómális DNS-sel rendelkezik, s a tulajdonság genetikai

átvitele, vizsgálata sem volt még megoldható.

1.10. Genetikai átviteli módok Bacillus megaterium törzsek

között : protoplasztfuzió, protoplaszt transzformáció

A protoplasztok mikroorganizmusok, illetve növényi sej­

tek sejtfaltól megszabadított, kettős membránnal körülvett,

gömbalaku formái. A protoplasztok membránjai megfelelő keze-
2+lás hatására /magas Ca ion koncentráció, pH változás, s leg­

hatásosabban PEG adására/ összeolvadnak, s a citoplazmák ösz-

szekeverednek. Ezt a folyamatot nevezzük protoplaszt fúziónak.

A protoplaszt fúzió széleskörű alkalmazása genetikai 

vizsgálatokhoz a növényi protoplasztok PEG-indukálta fúzió­

jának leírásával kezdődött /Као és Michayluk, 1974/. 1975-ben

gomba protoplasztok PEG-indukálta fúzióját szegedi kutatók 

közölték /Ferenczy, Kévéi és Szegedi/. A technika alkalmas­

nak bizonyult Gram pozitiv baktériumok protoplasztjainak

fuzionáltatásához is /B.subtilis: Schaeffer, Cami és Hotchkiss,

1976; В.megaterium: Fodor és Alföldi, 1976/ /17/.
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Sugárgombák /Hopwood, 1977/ s élesztőgombák protoplaszt fúzi­

ójáról /Sipiczky, Ferenczy, 1977; van Solingen és van der Plaat,

1977/ megjelent tanulmányok után a Gram negativ E.coli PEG

indukálta protoplaszt fúziója is bevonult az ezzel a mikro­

organizmussal végezhető genetikai átviteli módok sorába

/Tsenin, 1978/.

A bakteriális protoplaszt fúzió több alapvetően fontos vo­

násban különbözik az ismert genetikai átviteli formáktól. Mig

a konjugáció, s R-faktorok által inditott kromoszóma átvitel,

transzformáció, transzdukció egyirányú információ átvitelt

jelent, a fuzionáló protoplasztok egyenértékű partnerek. Ha

a fúzió során rekombináció történik a genomok között, a sejt­

falukat regenerált utódok között reciprok rekombinánsok talál­

hatók. A sokkal bonyolultabb rendszer sajátságaitól eltekintve,

a fúziós rekombinációs folyamatok leginkább a fággenomok kö­

zötti rekombinációs folyamatokhoz hasonlíthatok. A rendszer

bonyolultságát pl. a citoplazmás hatások mutatják. Fodor és

Alföldi munkájából ismert, hogy bizonyos genotipusu rekombi­

nánsok életképességét /genetikai analízisben számszerű elosz­

lását/ fiziológiás hatások nagy mértékben befolyásolják /16/.

A protoplaszt fúzió két tekintetben is alapvetően uj és ér­

dekes módszer a bakteriális genetikában. Először is egy lehet­

séges mesterséges genetikai átviteli forma olyan baktériumok 

körében, amelyek más, természetes átviteli módokkal nem ren­

delkeznek /illetve ezek a módok még nem ismeretesek/.

Másodszor a fent emlitett tulajdonságai miatt, protoplaszt 

fúzióval uj szempontból közelíthető meg a rekombinációs folya­

matok tanulmányozása baktériumokban.
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A В.megaterium törzsek protoplaszt fúzióját /s a fú­

ziós utódok között kizáróan fúzióból származó rekombinán-

sok megjelenését/ Fodor és Alföldi irta le 1976-ban. A

protoplasztok regenerációs sajátságait vizsgálták, s lét­

rehoztak egy mutánsparkot a B.megaterium rekombinációs

folyamatainak tanulmányozása, illetve a baktérium kromo­

szóma térképének elkészítése céljából. Kísérleteikben a

különböző auxotróf markerekkel rendelkező szülői proto­

plasztok fúziójából származó utódok zöme haploid és szü-
-3 -410 - 10 gyakorisággallői genotipusu volt, de kb.

haploid rekombinánsok, s szegregáló parciális diploid,

diploid utódok jelentek meg.

A haploid rekombinánsok kétpontos térképezési elven,

vagy kapcsoltsági analízissel történő térképezése nem

adott megbízható eredményt, s valószinü, hogy a fúzió

során bekövetkező rekombinációs események számszerű ana­

lízise a klasszikus térképezési elvektől eltérő megközeli- 

tést igényel. A már emlitett fiziológiás hatások, s a pro-

totróf fenotipusu szegregáló utódok jelenléte is torzitja

az elsődleges események számszerű értékelését.

Hopwood és munkatársai Streptomyces coelicolor /konjugá­

ciós térképe ismert/ törzsek protoplaszt fúziójából szár­

mazó rekombináns utódok genetikai analízisét végezték el 

/26/. Eredményeik szerint a protoplaszt fúzióval nyert 

marker sorrend /térkép/ összevethető a konjugációs térkép­

pel, de a fúzió során felmerülő zavaró tényezőket ez eset­

ben is észlelték.
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Összefoglalva, a bakteriális protoplaszt fúzió hasznos 

módszer a baktériumok genetikai folyamatainak vizsgálatára, 

különösen olyan esetekben, ahol ez az egyetlen ismert infor­

máció átviteli mód.

A protoplasztok preparálása, PEG-indukálta fúziója, baktéri­

ummá való regeneráltatása technikailag könnyen kivitelezhető, 

több baktérium fajra már kidolgozott eljárás. A fúzió során

lejátszódó rekombinációs folyamatok, a rekombináns utódok

genetikai analizise a jelen kutatások tárgya.

A kettős membránnal körülvett baktérium protoplasztok plazmid 

DNS-sel transzformálhatok is, ugyancsak PEG-indukció segítsé­

gével /Chang és Cohen, 1979/. A B.megaterium protoplasztok

plazmid DNS-sel történő sikeres transzformációját Khmel és

munkatársai /49/ Írták le 1980-ban. B.megatériumból, vala­

mint В.subtilisből származó plazmid preparátummal magas gya­

koriságú átvitelt értek el. B.subtilis és E.coli plazmidokból

in vitro nyert bifunkcionális replikonnal B.megaterium proto­

plasztok transzformálhatok voltak, s csakúgy mint a B.subtilis- 

ben а В.megateriumban is a B.subtilis plazmidrész által kó­

dolt tulajdonság nyilvánult meg. A közelmúltban megjelent

közlemény /Brown és Carlton, 1980/ B.megaterium protoplasz­

tok Staphylococcus aureus és Bacillus cereus plazmidokkal 

történő további sikeres transzformációjáról számol be /2/.

A bakteriális protoplaszt fúzió mellett tehát egy továb­

bi, bár egyelőre csak plazmid DNS bevitelére alkalmas gene­

tikai átviteli mód áll rendelkezésünkre a B.megaterium ge­

netikájának tanulmányozására.
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Összefoglalva :

А В.megaterium 216 törzs bakteriocin termelő képességgel1.

rendelkezik. A bakteriocin termékek egyike a megacinA, a

foszfolipázA enzimmel azonos.

A megacinA szűk hatásspektrumu, de a B.megaterium tör-2.

zsekre kivétel nélkül hat, beleértve a termelő törzset is.

Feltételezetten plazmid, vagy defektiv profág által kódolt 

tulajdonság.

3 .

A termelő törzs a B.megaterium 216 összDNS-ének kb. 30%- 

át extrakromoszómális DNS alkotja, amelynek eredete,fi­

ziológiai szerepe nem ismert.

4.

A bakteriális protoplasztfuzió és plazmid DNS-sel végzett 

protoplaszt-transzformáció lehetőséget nyújt tulajdonsá­

gok átvitelére B.megaterium törzsek között, valamint az át-

5.

vitt tulajdonságok megnyilvánulásának tanulmányozására.
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2. CÉLKITŰZÉSEK

Az MTA Szegedi Biológiai Központ Mikrobiális Genetikai

csoportjában a bakteriális protoplasztfuzióból származó utó­

dok genetikai analizisét végeztük. Mint a bevezetőben már

emlitettem, a csoport munkaterve B.megaterium mutánstörzsek­

ből előállított protoplasztok fuzionáltatása, s a fúziós

utódok genetikai analízise után kromoszóma térkép szerkesz­

tése volt.

Az első kísérletekben a különböző auxotróf tulajdonsá­

gokat hordozó szülők fúziójából származó rekombináns utó­

dokat direkt módon szelektálták. Ez azt jelenti, hogy a

fuzionálhatott protoplasztokat olyan aminosavakkal megfele­

lően kiegészített ozmotikus minimál táptalajra rétegezték

ki, ahol csak a rekombináns utódok voltak képesek anyagcse­

rét folytatni, s sejtfalukat regenerálva baktérium kolóni­

ákat létrehozni. Klasszikus térképezési elvek szerint igy,

a különböző genotipusu rekombinánsok számszerű eloszlása a

kromoszómán elég közel lévő tulajdonságok sorrendjét és

viszonylagos távolságát kellene hogy tükrözze.

Az első problémákat az eltérő genotipusu szülői és rekom­

bináns protoplasztok különböző regenerációs képessége okoz­

ta, mivel ez bizonytalanná tette az adatok számszerű érté­

kelését. A különböző regenerációs képesség a direkt szelek­

cióhoz alkalmazott, mindig változó fiziológiás környezettel

függ össze. Ezeknek a zavaró tényezőknek a kiküszöbölésére

a fúziós utódok kapcsoltsági analizisét vezettük be. A gene-
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tikai rendszer egyszerűsítése céljából az egyik szülői pro-

toplaszt szuszpenziót streptomicinnel inaktiváltuk, s ezzel 

a tulajdonság-átvitelt egyirányúvá tettük. A rekombinánsok 

szelekciója itt is minimál táptalajon történt /megfelelő 

aminosav kombinációkkal kiegészítve/, de a kapcsoltsági ana­

lízist mindig az azonos körülmények között regenerált utódok

között végeztük el.

Ily módon viszonylag pontosan reprodukálható kísérleti rend­

szert állítottunk be, de néhány /2-2/ tulajdonság 

határozott kapcsoltságán 

állapítani nem tudtuk. A sok szegregáló prototróf utód megje­

lenése azt sugallta, hogy az egyik szülő inaktivációja talán 

megnöveli az ilyen fenotipusosan prototróf utódok kialakulá­

sának gyakoriságát.

kívül a markerek sorrendjét meg-

E kísérletekből nyert adatok alapján tehát kromoszóma 

térképet nem lehetett szerkeszteni, s ez két dologra hívta 

fel a figyelmünket. Először is a fúzió során lejátszódó ge­

netikai események jellege nem ismert, igy lehet, hogy klasz- 

szikus térképezési elvekkel ezeket leírni, értékelni nem lehet.

A másik dolog ami figyelmünket a fúziótól eltérő irányba te­

relte az, hogy a B.megaterium genomjáról is igen kevés adat 

áll rendelkezésünkre. A bevezetőben említettem, hogy ami vi­

szont ismert, az igen érdekes, s eléggé rendhagyó is. A két

tanulmányozott B.megaterium törzs genomját igen sok "darab"

alkotja. A kromoszómális DNS mellett az összDNS kb. 30% -a

heterogén méretű extrakromoszómális DNS formában található.

Munkánk következő szakaszában azt kívántuk megvizsgálni, 

hogy vajon az általunk használt B.megaterium KM törzs is komp-
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lex plazmid rendszerrel rendelkezik-e, s ha igen, milyen tu­

lajdonságokat hordoznak ezek a plazmidok? Elképzelhető-e, 

hogy a fúziós eredmények analizisét befolyásolják vagy el­

torzítják az extrakromoszómális DNS molekulák?

Az irodalmi adatok alapján feltételezhető volt, hogy életfon­

tosságú tulajdonságok nemcsak a kromoszómális DNS-en, hanem

plazmid DNS-en kódolva is előfordulhatnak.

Munkatervünk a következő volt :

A B.megaterium egyetlen törzsében ismert olyen tulajdon-1.

ság, ami feltételezhetően plazmid kódolt: a 216 jelű törzs

bakteriocin termelő tulajdonsága. Ezt a tulajdonságot átvisz-

szük protoplaszt fúzióval a KM jelű törzsbe, s plazmid kódolt-

ságát bizonyltjuk.

Megvizsgáljuk a B.megaterium KM törzs és származékai2 .

plazmid tartalmát, s összehasonlítjuk a B.megaterium 216

törzs plazmidjaival.

Azonosítjuk a B.megaterium 216 plazmidjai között a bak-3.

teriocin termelésért felelős plazmidot.

Ha a B.megaterium KM törzs is komplex plazmidrendszerrel4 .

rendelkezik, ezek fuzióbeli viselkedését vizsgáljuk, a

már rendelkezésünkre álló, s bizonyitottan plazmid kódolt 

bakteriocin termelés marker segítségével.

Ugyancsak a bakteriocin plazmid segítségével elkezdjük5.

a plazmidok és a kromoszómális DNS közötti azonosságok

kimutatását és vizsgálatát.

Dolgozatom a munkaterv első három pontját tárgyalja.
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

Baktériumtörzsek

TULAJDONSÁGA JELEEREDETENEVE

AF 216prototróf,spo- 
rogén, megacinA 
termelő

Ivanovics prof. 
törzsgyüj te- 
ménye

Bacillus 
megaterium 216

Alföldi prof. 
törzsgyüjte- 
ménye

AF 100prototróf,aspo- 
rogén

Bacillus 
megaterium KM

AF 3 21Arg ,Leu ,Timin,
Streptomycin réz. mutagenezise

AF 100 NTGB.megaterium
ALTi Strr

AF 216 és 
AF 321 fúziója

AF 321-1u.a. AF 321 
és megA termelő

В.megaterium 
ALTi Strr megA

AF 421AF 100 NTG mu­
tagenezise

Tre , His ,Try , 
Str rezisztens

B.megaterium 
THT Strr

AF 321-1 és 
AF 421 fúziója

AF 421-1u.a. mint AF 421 
és megA termelő

В.megaterium 
THT Strr megA

AF 421-1AF 421 transz- 
formációja 
AF 216 összplaz- 
mid DNS-sel

u.a. mint AF 421 
és megA termelő

В.megaterium 
THT Strr megA

AF 421-4AF 321-1 és 
AF 421 fúziója

prototróf, Str 
rezisztens,megA 
termelő

В.megaterium 
prot.Strr megA
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3.1. Táptalajok

3.1.1. Minimál_tágfolyadék_baktérium_tenyésztéshez :

Tris 12 g; KC1 0,035 g; NH4C1 1,0 g; MgCl2 x 6H20 2 g; 

NaCl 0,058 g? Na2S04 x 10H20 0,3 g; 1% FeCl2 0,05 xnl/1 liter 

pH = 7,5,

Sterilezés 121°C-on 30 percig.

Sterilezés után a táptalajt 2% glükózzal, 

tál és 10 2M MgCl2~dal egészítettük ki.

Szilárd táptalaj készítéshez 1,5% Difco agart adtunk.

3.1.2. Minimái_tápfolyadék_grotoglaszt_gregaráláshgz : 

Megegyezik az 1. tápfolyadékkal, plusz 0,15 M szaha-
-3

rózt tartalmaz, és sterilezés után 10 M MgCl2~dal egészí­

tettük ki.

2 x 10_2M KH2P04-

3.1.3. Minimál_tágfolyadék_grotoglaszt_regeneráltatáshoz : 

Megegyezik a 2. tápfolyadékkal, de sterilezés után 

-hez hasonlóan, MgCl2“dal és KH2P04~tal van kiegészít­

ve. Az alapagar 1%, a fedoagar 0,4% Difco agart tartalmaz.

3.1.4. Gazdag_tágtalaj_megacin_teszteleshez_g_MTE 

NaH^P04 3 g; KH2P04 5,3 g; NH4C1 1 g; Bacto Trypton

5 g; NaCl 8 g; glükóz 1 g; Yeast extract /Difco/ lg/l liter, 

pH = 7,5. Sterilezés 110°C-on 30 percig.

3.1.5. Gazdag_ tág talaj _bak tér ium_ tenyésztéshez _ _YTA 

NaCl 5 g; Yeast extract 1 g; Bacto Trypton 10 g;

1 M MgS04 Imi; 1 M CaCl2 1 ml/l liter, pH = 7,2-7,3. 

Sterilezés 110°C-on 30 percig.

az 1.
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3.2. Baktérium tenyésztés

3.2.1. Inokulumok

3.2.1.a/ Inokulumok protoplaszt preparálási kísérletek­

hez : Saját minimál tápfolyadékában felnövesz­

tett, .logaritmusos tenyészet 1 térfogatát 2 térfogat

30%-os glicerinnel összekevertük, szétosztottuk 0,5 ml­

es részletekre, s -20°C-on tároltuk. Az azonos időben

készített inokulumokat kb. 1-2 hónapig használtuk. 

3.2.1.b/ Azokból a baktérium tenyészetekből, amelyeket 

plazmid preparálási kísérletre használtunk,

kis, 10-20 ml-es előtenyészeteket készítettünk. A friss,

logaritmusos előtenyészet részleteit használtuk inoku-

lumként.

3.2.2.a/ Baktérium tenyésztés protoplaszt fúziós kísér­

letekhez : 100-100 ml aminosav'akkal (50 yg/ml), 

timinnel (100 yg/ml) megfelelő kombinációban kiegészí­

tett protoplasztoló tápfolyadékba 1-1 glicerines inoku- 

lümot oltottunk. A tenyészeteket éjszakán át 30°C-on 

rázattuk. Teljes mértékű protoplasztolódáshoz

0^5o=0,7 - 0,8 tenyészet az ideális.

3.2.2.b/ Baktérium tenyésztés plazmid preparálási kísér­

letekhez : Plazmid preparáláshoz 100 ml - 101 téi

fogatú tenyészeteket használtunk fel. YTA tápfolyadék 

1 térfogatához 1/100 térfogat előtenyészetet oltottunk. 

A tenyészeteket 30-36°C-on éjszakán át növesztettük. A 

0D^^o= 1 tenyészeteket 4 000 rpm-mel centrifugáltuk,kb.
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s az üledéket TS pufferrel /25% szaharóz, 50 mM Tris,

pH = 8,0/ mostuk. A baktérium masszát vagy azonnal fel­

használtuk, vagy -20°C-on tároltuk.

3.3. Protoplasztpreparálás /13/

A protoplasztoló tápfolyadékban felnövesztett baktérium
Q

tenyészetet (kb. 10 bakt/ml) lecentrifugáltuk /4 000 rpm, 

15', 4°C/ s az üledéket felszuszpendáltuk 1/10 térfogat 

Mg++-mal kiegészített protoplasztoló folyadékban. 50 yg/ml 

végkoncentrációban lizozimet adtunk hozzá; s 20-30 percig 

36°C-on inkubáltuk. Fáziskontraszt mikroszkóppal ellenőriz­

tük a protoplasztolódás mértékét. Az igy készített prepará- 

tuntoan rendszerint alig található pálcika alakú baktérium, 

a tenyészet zöme gömb formájú protoplaszttá alakul.

A protoplaszt szuszpenziót centrifugáltuk /4 000 rpm, 20', 

4°C/, s felvettük 1/10 térfogat Mg++-mal kiegészített pro­

toplasztoló oldatban.

3.4. Protoplasztfuzió

A szülői protoplaszt szuszpenziók 0,1 - 0,1 ml-ét 

7 8(kb. 10 -rlO protoplaszt/ml) összekevertük, és 0,8 ml 40%-os 

PEG /6 000/ oldatot adtunk hozzá, óvatosan összeráztuk,

s 2-10 percig szobahőn inkubáltuk. A fúziós elegyeket meg­

felelő módon higitottuk, s lágy agarba keverve lemezeltük.
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3.5. Protoplaszt regeneráció

A fúziós elegy 0.1 ml-ét 2 ml 40°C-os, ozmotikus, 

0,4%-os minimál fedőagarba kevertük és a szelekciónak meg­

felelően előkészített alapagar felszínére rétegeztük. 

30°C-os termosztátszekrényben 2-4 napig inkubáltuk. A tör­

zsenként változó kisebb eltérésektől eltekintve a B.mega-

terium protoplasztjainak regenerációs gyakorisága gyakor­

latilag 100%-os.

3.6. Protoplaszt transzformáció plazmid DNS-sel

A transzformálandó baktérium tenyészetből protoplasztot
О

preparáltunk. 0,1 ml (5 x 10 pplt/ml) protoplaszt szuszpen­

zióhoz 10 yg/100 yl plazmid DNS preparátumot adtunk. Óvatosan 

összeráztuk, majd egyenlő térfogatú 20%-os PEG /6 000/ oldat­

tal összekevertük, s szobahőn két percig inkubáltuk. A pro- 

toplasztokat a DNS felvételi lépés után ozmotikus körülmények 

között regeneráltattuk. A megacinA termelő transzformánsokat 

öndetekcióval mutattuk ki. Olyan higitásokat készítettünk, 

ahol a regeneráló baktériumok pázsitot képeznek, s e pázsit­

ban a megacinA termelő telepek körül tiszta oldási zóna lát­

ható. Az ily módon kiszelektált telepeket tisztítottuk, 

auxotrófiájukat,megacinA termelő képességüket újra ellenőriz­

tük .
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3.7. Gélelektroforézís

Az elektroforézist 0,7-1%-os, 3 nun vastagságú vertikális

agaróz /Sigma/ lapgélen végeztük. A géleket Helling et al. 

szerint készítettük /22/. Az elektródpuffer összetétele a 

következő volt: 50 mM Tris HC1 pH = 8,0, 20 mM Na-acetát,

2 mM EDTA, 18 mM NaCl. Az elektroforézist lassú futtatás

esetén 30 V feszültség mellett 14 óráig, gyors futtatás 

esetén 60 V feszültséggel 6 óráig folytattuk. Az elektro- 

forézis befejeztével a géleket 0,5 yg/ml etidium bromidot 

tartalmazó elektroforézis pufferben festettük 20-30 percig, 

majd rövidhullámhosszu UV lámpa alatt értékeltük, illetve 

fényképeztük narancsvörös szűrőt használva.

3.8. CsCl-EtBr egyensúlyi sűrűségi grádiens centrifugálás /39/

A Curier-Nester módszerrel részlegesen tisztított DNS 

preparátumot 1,58 gr/cm^ CsCl, 500 yg/ml EtBr jelenlétében 

36 000 rpm-mel, 15°C-on 48-60 óráig Sorvall Т.658-1 rotor­

ban centrifugáltuk. A supercoiled plazmid DNS-t tartalmazó 

frakciót összegyűjtöttük, s az etidium bromidot i-amilal- 

koholos extrakcióval, a CsCl-ot 20 mM Tris.HCl /pH = 8,0/;

2 mM EDTA pufferrel szemben való dialízissel eltávolitottuk. 

A plazmid DNS-t 2 térfogat alkohol és 0,1 térfogat kálium- 

-acetáttal kicsaptuk, s centrifugálás után /16 000 rpm,

4°C, 1 óra/ 10 mM Tris.HCl /pH = 8,0/; 10 mM NaCl; 1 mM 

EDTA-t tartalmazó pufferben feloldottuk.
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3.9. Restrikciós endonukleáz reakciók

A plazmid DNS-ek emésztéseihez EcoRI, Sáli, BamHI,

Hindii!, PstI restrikciós endonukleázokat használtunk.

Az emésztési elegyek 0,5-2 yg DNS-t, s 1-5 A-egység

restrikciós enzimet tartalmaztak.

EcoRI enzimmel történő emésztéshez 0,1 M Tris-HCl

5 mM MgC^, 150 mM NaCl összetételű, a többi 

enzimmel történő emésztéshez 10 mM Tris-HCl pH = 7,5,

pH = 7,5,

10 mM MgC^, 10 mM 2-merkaptoetanol összetételű /Hind- 

-puffer/ puffert használtunk. A reakció elegyek /50-100 yl/ 

összetétele a következő volt :

1/5 térfogat ötszörös töménységű enzimpuffer, 4/5 térfo­

gat DNS, enzim, viz. Az emésztéseket 37°C-on 4-24 órás

időtartammal végeztük. A reakciókat 1/5 térfogat 50%-os

szaharóz, 0,2 M EDTA, 0,1% brómfenolkék oldattal állí­

tottuk le.

3.10. A fúziós utódok tesztelése

Szelektálás auxotróf markerekre: a regenerált bak­

térium telepeket paralell a kivánt aminosavak, illetve 

bázisok különböző kombinációjával kiegészített minimál

lemezekre inokuláltuk.

Szelektálás megacinA termelő utódokra a fenti el-:

lenőrző sorozat utolsó lemezeként egy MTE lemezt használ­

tunk. A ráoltott baktérium kolóniákat kb. 12 órás, 

30°C-on történő inkubáció után kloroform gőzzel elöltük
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és megacinA érzékeny törzs /rendszerint AF100/ öreg tenyé­

szetével felülrétegeztük. A megacinA termelő telepek körül

1-10 mm széles baktérium mentes zóna volt detektálható.

Plazmid tartalom tesztelése : mind a törzsek viszony-

lag gyors tesztelésére, mind a plazmid DNS preparativ célú

tisztítására a Currier-Nester módszert / 9/ használtuk ki­

sebb módosításokkal /10/. A tesztelés a plazmid DNS rész­

leges tisztításával, s azt követő agaróz gélelektroforézis- 

sel történt. A vizsgálandó baktérium kolóniákat 100 ml YTA 

folyadékba oldottuk, s 34-36°C-on éjszakán át rázattuk. A 

tenyészetet lecentrifugáltuk /4000 rpm, 10'// és kimostuk 

TS pufferrel /50 mM Tris-HCl, pH = 8,0, 25% szaharóz/. Az

üledéket 3,3 ml TS pufferben vettük fel, 0,66 ml lizozimot 

adtunk /1 mg/ml 50 mM Tris-HCl-ben oldva, pH = 8,0/ és 

20 percig 36°C-on inkubáltuk. Ezután 1,3 ml 0,25 M EDTA-t 

/pH = 8,0/ mértünk hozzá, s újabb 20 percig 36°C-on tartot­

tuk. A sejteket 6 ml lizáló eleggyel feltártuk /3% Triton X- 

-100; 0,19 M EDТА; 0,15 mM Tris-HCl, pH = 8,0/. Az igy nyert 

lizátumot 16 000 rpm-mel centrifugáltuk /Sorval SS-34 rotor/. 

Az üledéket 8 ml TE pufferben /50 mM Tris; 20 mM EDTA; pH-8,0/

szuszpendáltuk. Az oldat viszkozitását pipettázással csökken­

tettük, majd 3 N NaOH-ot csöpögtettünk hozzá, pH = 12,2-12,4 

értékig. 5 percig lassan kevertettük, s a denaturálódott

DNS-t tartalmazó oldatot 5,5 pH-ju 2 M Tris-HCl puffer csep-

penkénti adásával neutrálizáltuk pH = 8,6 értékig. A denatu­

rált kromoszómális DNS-t tömény NaCl oldattal /3%-os végkon-

* centráció mellett/ kicsaptuk, majd egyenlő térfogatú fenol­

lal és kloroform-i-amilalkohol 24:1 arányú elegyével az olda-
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tot extraháltuk. A vizes fázisban feldúsult plazmid DNS-t

0,1 térfogat Kálium-acetát adása után 2 térfogat hideg al­

kohollal -20°C-on egy éjszakán át kicsaptuk. Az alkoholos 

csapadékot 16 000 rpm-mel lecentrifugáltuk /Sorval SS-34

rotor/. A csapadékot víztelenítettük és 200-500 yl DNS 

dializáló oldatban /10 mM Tris, 10 mM NaCl; 1 mM ED ТА,

pH = 8,0/ feloldottuk. A DNS minták 10-50 yl-ét 0,7-1%-os 

agaróz gélen elektroforetizáltuk.

3.11. Plazmid DNS-ek filter hibridizációja

3.11.1. Filter készités

Az emésztetlen vagy restrikciós enzimekkel emésztett

plazmid DNS-eket 0,7-1,0 %-os agaróz gélen elektroforézis- 

sel elválasztottuk. Az EtBr-dal festett géleket fényképez­

tük, majd a gélben lévő DNS-t vagy DNS fragmentumokat nitro-

cellulóz filterre vittük át a Southern-technika /47/ alkal­

mazásával. A géleket 0,25 M HCl-val kezeltük 15 percig, majd

0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl összetételű denaturáló oldatba helyez­

tük. 20 perces mosás után az oldatot cseréltük s a denaturá-

lás újabb 20 perce után 0,5 M Tris-HCl, pH = 7,0; 1,5 M NaCl 

összetételű neutralizáló folyadékba helyeztük. 20 percig

mostuk, majd a kezelést megismételtük.

A gél méretével azonos nagyságú filtereket 2 x SSC oldatba 

áztattuk /1 x SSC : 0,15 NaCl; 0,015 M Na-citrát, pH = 7,0/.

A denaturáció során létrejött egyszálu DNS molekulákat az 

előkezelt nitrocellulóz filterre szivattuk át a gélből, a 

gél és a filter közötti folyadék transzfert /20 x SSC/ szűrő-
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papir felülrétegezéssel biztosítottuk. 20-24 óra transzfer 

után a géleket újra festettük, s ellenőriztük az átvitel 

hatékonyságát. A filtereket 2 x SSC-vel mostuk, majd 80°C- 

on vákumban 2 óra hosszát szárítottuk, a DNS-t irreverzibi­

lisen a filterre kötöttük.

32P-jelölt próba készítése3.11.2.
32 P-dATP-vel /spec. act. 800 Ci/mmol/1-2 yg DNS-t a-

nick-transzlálással jelöltünk Righby szerint. A minták 

aktivitása 10-12 x 10^ cpm/yg volt.spec.

3.11.3. Hibridizálás

A filtereket 5 x SSC; 5 x Denhardt oldatban 67°C-on 

6 órát inkubáltuk, az aspecifikus DNS kötés csökkentése 

22P-vel jelölt DNS mintákat csirke vörösvér­

test DNS hordozó jelenlétében 50% formamidban 10 percig 

100°C-on denaturáltuk, majd a nylon zsákba ragasztott 

filterekre mértük és 24 óráig 37°C-on hibridizáltattuk a 

következő összetételű hibridizációs elegy 12 ml-ében:

céljából. A

5 x SSC

50% formamid

1 x Denhardt oldat /0,02% polyvinilpyrrolinon; 0,02%

Ficoll; 0,02% marha szérum albumin/

100 yg/ml csirke vörösvértest DNS

^2P-vel jelölt próba DNS /1-2 yg/10-20 x 10^ cpm/

A hibridizáció befejezése után a filterhez nem kötődött 

radioaktiv anyagot mosással e'ltávolitottuk. A mosást

4 x 30 percig 2 x SSC oldattal' végeztük szobahőn. A mosott

filtereket megszáritottuk, majd autoradiografáltuk Kodak
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X-OMAT R röntgenfilm és erősitő fólia felhasználásával.

4. EREDMÉNYEK ÉS MEGVITATÁSUK

4.1. Törzskonstrukció

A kísérleteinkben használt Bacillus megaterium 216

törzs /AF216/ prototróf, sporogén törzs, s jelentős mennyi­

ségű extrakromoszómális DNS-t tartalmaz. A genetikai és 

biokémiai vizsgálatokhoz célszerű volt a megacinA termelő

tulajdonságot genetikailag jellemzett B.megaterium tör­

zsekbe, s a lehetőségektől függően plazmidmentes szárma­

zékokba átvinni.

Laboratóriumunkban a B.megaterium KM törzsének /AF100/

számos auxotróf mutánsa állt rendelkezésünkre, bár plazmid-

tartalmuk még nem volt ismeretes. A tulajdonság-átvitel

"recipiensének" egy háromszoros auxotróf B.megaterium KM

Ti Strr törzsetszármazékot választottunk, az Arg Leu 

/AF321/. A prototróf megacinA "donor" ellenszelekciójára

a Timin mutánsok trimetoprim rezisztenciáját használtuk 

fel. A megacinA termelő rekombináns fúziós utódok izolá­

lása a következőképpen történt :

elvégeztük a protoplaszt fúziót az AF216 és AF321 törzsek

között. A fúziós utódokat szelekció nélkül hagytuk regene­

rálódni Arg, Leu, Ti-nel kiegészített ozmotikus minimál

táptalajon, olyan higitásban, hogy összefüggő baktérium
%

pázsitot kapjunk. A regenerált baktérium pázsitról egy

* V
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kacsnyit Arg, Leu, Ti és timetoprim tartalmú minimál folya­

dékba oltottunk. A benőtt, trimetoprim rezisztens tenyésze­

tet kihigitottuk, és Arg, Leu, Ti, Trim tartalmú táptalajra 

szélesztettük. Az izolált kiónok tulajdonságait replikázás-

sal ellenőriztük, s az utolsó /МТЕ/ lemezen a megacinA ter­

melést teszteltük. A trimetoprim rezisztens kiónok között

nagy gyakorisággal /kb.: 10%/ nyertünk megacinA termelő

utódokat. Ezek egy része az auxotróf markerekre is rekom-

bináns volt :

Arg Leu Ti Trimr Strr megA

Arg Leu+ Ti Trimr Strr megA

Arg+ Leu Ti Trimr Strr megA

Arg+ Leu+ Ti Trimr Strr megA

A B.megaterium KM törzs további származékaiba az Arg Leu 

Ti Strr megA /AF321-1/ törzs fúziójával vittük át a megaci- 

nogéniát. Rendelkezésünkre állt tehát néhány, genetikai mar­

kért hordozó megacinA termelő törzs, amelyekben először 

megvizsgáltuk a tulajdonságok stabilitását.

4.2. A tulajdonságok stabilitása

Már a megacinA termelő kiónok tisztítása és ellenőrzése

során nyilvánvalóvá vált, hogy a termelőképesség nem stabil

tulajdonság. Tiszta tenyészetekben mintegy 30%-os gyakori­

sággal spontán nem termelő utódok jelentek meg /1. ábra/.

A fotó az AF321-1 törzs spontán szegregációját mutatja. 

Az érzékeny baktérium pázsiton /AF100/ számos klón nem hoz 

létre oldási zónát. A spontán szegregáció a tulajdonság 

plazmidkódoltságára utal, ezért megpróbáltuk továbbemelni



a szegregáció gyakoriságát plazmidtörlő szer alkalmazá­

sával. Plazmidtörlő szernek ethidium-bromid oldatot hasz­

náltunk, 0,0-0,2 yg/ml koncentrációban.

Az eredményeket az alábbi táblázat foglalja össze :

Baktérium
törzs

A vizsgált 
telepek 

száma

megA telep 
száma

EtBr 
konc. 
yg/ml

megA szegr. 
%-os gyak.

néhány ezer 

néhány ezer
AF216 О 0 0

О, 2 О О

AF321-1 2192 657 29,97
35,17

О
0,1 3143 1104

AF421-4 30,8
39,3
63,7
87,5

1266
1144

О 390
0,025
0,05

450
1506 960

0,1 589673
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Az itt feltüntetetteken kivül további 5 megacinA ter­

melő törzs spontán és indukált szegregációját vizsgáltuk

meg /37/.

összegezve, azt az eredményt kaptuk, hogy az eredeti izo-

látum az AF216 törzs, igen stabil a megacinA termelés

szempontjából. Kísérleteink során egyetlen nem termelő

kiónt sem izoláltunk. Az AF100 törzs összes származéka

viszont kissé eltérő, de átlagosan 30%-os gyakorisággal

spontán veszti e tulajdonságot. A plazmidtörlő szer hatása 

az egyes törzsekben eltérő, a megacinA termelés 30-90%-os 

vesztését indukálja. A megacinA termelés tesztelésével

párhuzamosan minden egyes törzs auxotrófia és rezisztencia

markereit is ellenőriztük, s ezek a tulajdonságok mindig

stabilnak mutatkoztak.

A B.megaterium KM törzs és mutáns származékainak

extrakromoszómális DNS-éről az irodalomban nem állt ren­

delkezésünkre adat. így a megacinA átviteli kísérletekkel 

párhuzamosan a fúziós partnerek és néhány további törzs

plazmid tartalmát vizsgáltuk meg.

4.3. A B.megaterium AF100 törzs és származékai plazmid-

tartalmának kimutatása

Az AF216, AF100, AF321, AF321-1 és AF421 jelű törzsek

tenyészeteiből az Anyagok és Módszerek fejezetben ismerte­

tett módszerrel részleges plazmid tisztítást végeztünk.

A plazmid preparátumokat agaróz gélelektroforézissel vizs- 

. gáltuk és hasonlítottuk össze.
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Az AF216 törzs extrakromoszómális DNS-e jól tanulmányozott,

a plazmid osztályok száma és méretei ismeretesek. Ezért az

AF216 törzs plazmidpreparátumát durva molekulasúly referen­

ciának is használtuk.

Az elektroforetikus vizsgálatok eredménye azt mutatta, hogy

mind az AF100 törzs, mind auxotróf származékai /egy kivétel­

lel/ tartalmaznak plazmid DNS-t /2. ábra/.

Az AF100 törzs legnagyobb plazmidja, az AF216 törzs plazmid-

jaihoz viszonyítva kb. 30 MD nagyságú, s jóval nagyobb meny-

nyiségben két kisebb mólsulyu plazmid is jelen van.

Az AF321 törzs csak a legnagyobb méretű, 30MD mólsulyu

plazmid DNS-t tartalmazza, a két kis mólsulyu plazmid DNS

eltűnt, valószinüleg a többszöri NTG mutagenezis eredmé­

nyeképpen. Az AF321-1 törzs az AF321 törzzsel azonosnak

A 2. ábratűnő, kb.: 30 MD mólsulyu plazmid DNS-t tartalmaz. 

5., 6. és 7. preparátumáról később lesz szó.

Az eredményeket az alábbi táblázat foglalja össze :

A_törzs_jele AF216 AF100 AF321 AF321-1 AF421

61 l2Plazmid oszt. 3 1 0

1. Az AF216 törzs 10 plazmid osztályából agaróz gélelektro-

forézissel csak 6 detektálható.

2 . Az AF321 törzs igen kis mennyiségben tartalmaz egy

30 MD mólsulyu plazmid DNS-t.

Mivel az AF321 és AF321-1 törzs azonosnak tűnő plazmid

DNS-t tartalmaz, bizonytalanná vált, hogy fúzió során való­

ban plazmid átvitel történt-e. Ha feltételezzük, hogy igen, 

a fúzió során az AF216 törzsből valamelyik plazmid átvivő­

dött, elképzelhető, hogy :



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
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2. ábra

6 : AF421-1 transzf.1 : AF 216

7 : AF421-1 fúzió2 : AF100

8 : AF100 + BamHI3 : AF321

9 : AF1004 : AF321-1

10 : AF216 + BamHI5 : AF421-4

11 : AF 216
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az AF321-1 törzs két különböző plazmidot tartalmaz,1.

s ezek kb. azonos nagyságúak;

az AF321 rezidens plazmidja eliminálódott, s csak az2 .

átvitt plazmid van jelen;

az AF216 törzs egyik plazmidja átkerült ugyan, de vagy3 .

a rezidens plazmiddal, vagy a kromoszómális DNS-sel rekom­

binálódott .

A kérdés eldöntésére az AF321 és AF321-1 törzs plazmid DNS- 

ét CsCl-EtBr gradiens centrifugálással tisztitottuk, s

BamHI restrikciós endonukleázzal megemésztettük. A két

plazmid DNS restrikciós fragmentképét a következő ábra

mutatja :

AF 3 21-1 AF 3 21

3. ábra

A BamHI enzim egyetlen hasitó hellyel rendelkezik az

AF321-1 törzsből izolált plazmid DNS-en, amig legalább 

3-4 uj fragmentumot eredményez az AF321 plazmid emész­

tése .

Ha az AF321-1 törzs mindkét plazmidot tartalmazná, vagy az
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AF321 plazmid szerkezete megváltozott volna /rekombináció,

deléció, inverzió/, az AF321-1 plazmid a meglévő egy helyett

több BamHI hasitó helyet kellene hogy hordozzon. Elfogadhat­

juk tehát azt a tényt, hogy az AF321 törzs rezidens plazmid-

ja eliminálódott.

Az eddigi eredményeket a következőképpen foglalhatjuk

össze :

Mivel más lehetséges mód nem állt rendelkezésünkre, a 

megacinA termelő tulajdonságot protoplasztfuzióval vit­

tük át a B.megaterium 216 /AF216/ törzsből a B.megaterium KM 

törzs auxotróf mutánsába /AF321/.

A megacinA termelő fúziós utódok nagy gyakorisággal szeg-

1.

2 .

regálnak.

Az AF321-1 törzsben kimutattunk egy, az AF321 törzs3 .

plazmidjától különböző plazmid DNS-t, amelynek moleku­

lasúlya ~30 MD, látszólag megegyező az AF216 30 MD plazmid

kategóriájával.

Ezek az eredmények azonban még nem bizonyítják közvetlenül, 

hogy a megacinA termelés valóban az átvitt plazmidon kódolt 

tulajdonság, tekintve a protoplasztfuziós kísérletek beveze­

tésben leirt kiértékelési problémáit. Ennek bizonyítását 

két kísérlettel kivántuk elvégezni :

kihasználva az AF421 törzs plazmid mentességét, olyan1.

fúziós rendszert terveztünk, amelyben a megacinA ter­

melés átvitele, szegregációja közvetlenül követhető a plaz­

mid DNS kimutatásával.
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2 . Ugyancsak az AF421 törzset használva, az AF216 törzs

plazmid DNS-ével protoplaszt transzformációt végeztünk,

s ezzel a megacinA termelő transzformánsokból az AF216

plazmidját azonositani tudtuk.

Az AF321-1 törzs háromszoros auxotróf, Str rezisztens,

megacinA termelő és egy kb. 30 MD molekulasulyu plazmid 

DNS-t tartalmaz. Fúziós partnere az AF421 törzs, szintén

három auxotrófia markert hordoz, amelyek az AF321-1 marke­

reitől eltérnek, soha nem volt megacinA termelő és nem tar­

talmaz plazmid DNS-t. A fúzió elvégzése után többféle tulaj­

donság átvitelére szelektálhattunk.

Elsőnek izoláltunk olyan fúziós utódot, amely csak a 

megacinA termelést hordozta, mint uj tulajdonságot, egyéb­

ként AF421 szülői genotipusu volt. A plazmid tartalom tesz­

telésekor bebizonyosodott, hogy a megacinA termeléssel pár­

huzamosan egy plazmid DNS is átkerült az AF321-1 törzsből.

Az AF421-1 baktériumok további tenyésztés során megacinA

nem termelő utódokat szegregáltak, s ezek a sejtek plazmid-

jukat is elvesztették.

A továbbiakban a fúziós elegy minimál táptalajon tör­

ténő regeneráltatásával prototróf tulajdonságú fúziós utó­

dokat izoláltunk.

Azok a prototróf kolóniák, amelyek egyben megacinA

termelőkké is váltak, plazmid DNS-t is hordoztak. A megacinA

nem termelők plazmid mentesek voltak.

Hasonló volt a plazmid tartalmuk a prototróf megacinA 

termelő és megacinA nem termelő szegregánsoknak.

A megacinA termelés és a plazmid jelenléte tehát mindig



A megacinA termelés és a plazmid átvitel kapcsolata fúziós

rendszerben

A kísérlet vázlatát az alábbi ábra mutatja :

AF321-1 AF 4 21

Arg Leu Ti 

StrrmegA

Tre His Try

PEG indukálta

protoplaszt fúzió

I
AF421-4 AF 4 21-1AF421-3

prot.megA Tre His Tryprot.

megA

Iv
AF421-4 AF 4 21 — 1

prot. szegregáns

I
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együtt észlelhető, kapcsoltságot mutat.

Érdekes megjegyezni, hogy az AF321-1 és AF421 törzsek fúzi­

ójából nyert prototróf megacinA nem termelő rekombinánsok nem

tartalmaznak plazmid DNS-t, mig az eredeti AF100 prototróf

törzsben három különböző méretű molekulát találunk. Feltéte­

lezhetjük, hogy a plazmid molekulákon nincs életfontosságú

tulajdonság kódolva, s a nem szelektált markerként használt

Streptomycin rezisztencia is bizonyosan kromoszómális tu­

lajdonság .

4.4. AF216 totál plazmid DNS-sel történő protoplaszt

transzformáció

Az AF216 törzs plazmid DNS-ét CsCl-EtBr gradiens

centrifugálással tisztitottuk. A törzs összes plazmidját

tartalmazó DNS preparátummal transzformáltuk az AF421 törzs

protoplaszt szuszpenzióját.

A transzformáció eredményeként megacinA termelő kolóniákat

kaptunk. A transzformánsok elektroforetikus mobilitás alap­

ján az AF321-1 törzs által hordozott plazmiddal azonos nagy­

ságú plazmid DNS-t tartalmaztak. Genotípusuk Tre His

Try megA volt /2. ábra 5., 6., 7. jelű mintái/.

A tisztított plazmid DNS-sel történő transzformáció direkt 

bizonyiték arra, hogy az AF421 törzs protoplasztjaiba plaz­

mid DNS vitte át a megacinA. termelő képességet. Az irodalom­

ból azonban ismert, hogy az AF216 törzs genomjának kompli­

kált a szerkezete /nagy extrakromoszómális DNS tartalom
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zárhatjuk ki annak lehetőségét, hogy ebben a törzsben a

megacinA termelést meghatározó DNS szekvencia a kromoszó­

mán is előfordul.

Az AF216 és AF321 törzsek protoplasztfuziójakor a két 

szülői genom közvetlen kapcsolatba kerül egymással, a kro- 

moszómális tulajdonságok rekombinálódhatnak, s a citoplaz- 

mák keveredése révén a plazmid molekulák is uj kombináció­

ban kerülhetnek át az utódsejtekbe. Annak eldöntésére, hogy 

ez az uj kombináció csak különböző molekula tipust jelent, 

vagy megváltozott molekula szerkezetet is, összehasonlítot­

tuk az AF421-1 transzformáns és az AF321-1, AF421-1, AF421-4

fúzióból származó törzsek plazmid DNS“ét, Hindii! restrik­

ciós endonukleáz emésztést követően.

4 X1 2 3 X

g
О

!►*••• s

4. ábra
1. AF421-1 transzformáns; 2. AF421-1 fúziós származék; 
3. AF 321-1;
X: Hindii! enzimmel emésztve

4. AF 421-4;
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Az emésztési képen látható, hogy mind a transzformáns, mind 

a fúzióból eredő megacinA termelő törzsek plazmid DNS- 

ének Hindin enzimmel nyert emésztési fragment képe azonos. 

A fúzió során a plazmid molekula szerkezete nem változott

meg.

4.5. Az AF216 törzs megacinA termelést kódoló plazmidjának

kiválasztása

Az AF216 törzs plazmidjainak molekulasúlya Carlton és 

munkatársai munkájából ismert. Az AF100 mutánsok fúzióval,

vagy transzformációval nyert megacinA termelő törzsei csak 

egy, a megacinA termelést kódoló plazmidot tartalmazzák.

A plazmid molekulasúlyának meghatározása után az AF216 

törzs 10 plazmidjából a megacinA termelést determináló

plazmidkategória azonosítható.

E célból az AF321-1 törzs plazmid DNS-nek néhány

restrikciós endonukleázzal végzett emésztését végeztük el.

Mivel laboratóriumunkkal kollaborációban szovjet kutatók 

ugyanennek a plazmidnak a részletes fizikai térképezését 

végezték, megelégedtünk az azonosításhoz elegendő adatok

megszerzésével. Adatainkat a fénykép és a táblázat fog­

lalja össze /5. ábra/.

Az emésztési eredményekből látható, hogy a BamHI en­

zim egyetlen hasitóhellyel rendelkezik a plazmid molekulán.
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5 . ábra

Az AF3 21-1 törzs plazmád DNS-e :
1. Hindin
2. BamHI
3. Sáli
4. Sáli
5. BamHI + Sáli
X: HindlII enzimmel emésztve

enzimekkel emésztve
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Az emésztéshez használt enzimek

Hindii!Sáli + BamHISáli EcoRIBamHI

Az emésztéssel nyert fragmentumok molekulasúlya

MD-ban van megadva

5.8, 4.231.0 11.5 4.0, 3.311.7

3.8, 3.458.8 6.4 3.0, 2.7

2.15, 1.85 2.65, 2.26 .06.4

1.85, 1.61.55, 1.503.4

1.15, 0.961.25, 1.2

0.88,0.8 0.770.9,

0.72, 0.56

0.34

27.3 25.82 29.3226.7 31.0

Sáli enzimmel történő emésztés 3 fragmentumot eredményez, 

s a Sáli + BamHI kettős emésztés egy uj ■ fragmentuma valószi- 

nüsiti, hogy a BamHI hasitóhely a Sáli emésztéssel nyert

2. legnagyobb fragmentumon van.

HindlII és EcoRI enzimekkel /lásd 4. ábra/ végzett emésztés­

sel sok kis molekulasulyu fragmentumot kaptunk, amelyek kö­

zül számos a HindlII emésztési képen azonos mobilitásu.

Az itt nyert adatok alapján a plazmid molekulasúlya'26-31 MD. 

Szovjet munkatársaink a pontos értéket 30,9 MD-ban állapítot­

ták meg. A 6. ábra az általuk elkészített fizikai térképét

mutatja.
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x

О
- 218

-2325

-22.9 MH

ХНО I

SAL 170.4

20 4

BGL II20.25

PST 119. 1

PVC II
17.05 16 55ECO RI

6. ábra

A baktérium rendszertani nevének kezdőbetűiből, s a

molekulasúly számjegyeiből képezve a plazmid a pBM309 je­

let kapta.

Az irodalomból ismert, hogy az AF216 törzs plazmid-

jai azonos szekvenciákat tartalmaznak. Az AF100 törzs

3 plazmid DNS-éről nincs irodalmi adat. Érdekesnek lát­

szott annak ellenőrzése, hogy a pBM309 plazmid vajon

egyedi szekvenciáju-e, vagy szintén tartalmaz olyan sza­

kaszokat, amelyek más molekulasulyu plazmidokon is megta­

lálhatók .
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Mivel az AF100 törzsnek nincsenek természetes megacinA

termelő származékai, s szintén nem ismert természetes

genetikai kapcsolata az AF216 törzzsel, feltételezhetően

plazmid DNS-ei is különböznek pl. a pBM309 DNS-től. Ezt

támasztja alá a két törzs 30,9-31 MD mólsulyu plazmidja-

inak eltérő restrikciós emésztési térképe is.

Az összehasonlitást a pBM309 plazmid és az AF216, AF100

törzsek plazmidjainak DNS-DNS filter hibridizációjával

végeztük el /35/. A hibridizációs kísérletben a pBM309
32plazmid bNS-ét a- P-dATP-vel nick-transzlálással jelöl­

tük és használtuk próbaként. A Southern technikával /47/

készitett nitrocellulóz filterek at AF216, AF100 emész­

tetlen plazmidokat, s kontrollként a pBM309 plazmidot

hordozták /7.a. ábra/, valamint ezek Hindii! enzimmel

nyert fragmentumait /7.b.ábra/. A hibridizálást az

Anyagok és Módszerek fejezetben leirtak szerint végeztük.

A pBM309 DNS nemcsak saját magával hibridizál

•/7.a. ábra 1. és 3. sávja/, hanem az AF100 törzs kismole- 

kulasulyu plazmidjaival is /7.a. ábra 2. sávja/.

Az emésztett plazmid DNS-ek hibridizációs képe mu­

tatja /7.b. ábra/, hogy a hibridizáció nemcsak néhány

DNS szakaszra specifikus, hanem szinte minden fragmen­

tumra kiterjed.

Valószinü tehát, hogy a pBM309 plazmid a megacinA 

termelésért felelős DNS szakaszon kivül más olyan szek­

venciákat is tartalmaz, amely mind az AF216, mind az

AF100 törzs plazmidjain előfordulnak.
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bj 3cl, 3 2 1 2 1

ábra7

7 . a. 1. AF216 összplazmid preparátum

2. AF100 összplazmid preparátum

3. pBM309 plazmid DNS

7 .b. 1. AF216 összplazmid DNS Hindii! restrikciós

endonukleázzal emésztve

2. AF100 összplazmid DNS Hindii! restrikciós

endonukleázzal emésztve

3. pBM309 plazmid DNS HindlII restrikciós

endonukleázzal emésztve
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Az AFlOO, AF216, illetve pBM309 plazmidok homológ 

régióinak térképezése, valamint a megacinA termelésért 

felelős régió lokalizálása a pBM309 plazmid genomon to­

vábbi kísérleteket igényel. Az észlelt homológiák

Carlton és munkatársai elméletét támogatják.

További érdekes információt szolgáltathat a Bacillus

megaterium plazmidok evolúciójával kapcsolatban a pBM309 

és a plazmidmentes AF421 törzs kromoszómáiig DNS-e kö­

zötti esetleges homológia vizsgálata.



51

5. ÖSSZEFOGLALÄS

Kísérleteinkben bizonyítottuk, hogy a megacinA terme­

lés plazmidon kódolt tulajdonság. A protoplasztfuzió, mint

plazmidátviteli módszer is igen hatásosnak bizonyult a 

Bacillus megaterium AF216 és AF100 törzs mutánsai között. 

A megacinA termelést kódoló plazmid, a pBM309, különböző

mértékű instabilitást mutatott az idegen citoplazmás kör­

nyezetben, s kb. 30%-os spontán eliminációját EtBr-dal tör­

ténő kurálással 30-90%-ra lehetett növelni.

Az irodalomból ismert az AF216 törzs 10 plazmidjának

molekulasúlya, s néhány fizikai jellemzője. Az AF100 törzs 

és mutánsainak plazmidjairól nem volt ezideig adat. Megálla­

pítottuk, hogy az AF100 törzs 3 különböző méretű plazmidot 

tartalmaz, közülük a legnagyobb kb. 31 MD mólsulyu, s még 

két kisebb molekulasulyu plazmid DNS is jelentős mennyiség­

ben jelen van. Az AF100 törzs különböző származékai való-

szinüleg az NTG mutagenezis eredményeként a két kis mole­

kulasulyu plazmidot elvesztették, s egyikőjük /AF421/ nem

tartalmazza detektálható mennyiségben egyik plazmid mole­

kulát sem.

Ez a törzs /AF421/ megfelelt a plazmid DNS-sel végzett 

protoplaszt transzformációs kísérletek céljára, mivel a 

transzformánsokban egyértelműen azonosítható volt a bevitt

molekula.

A protoplasztfuzióval és protoplaszt transzformáció­

val nyert megacinA termelő kiónok plazmid DNS-eit restrik-
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ciós emésztéssel összehasonlítottuk, s megállapítottuk,

hogy szerkezetük azonos, a fúzió során nem történt DNS

átrendeződés a molekulán.

A megacinA termelésért felelős plazmid molekulasúlyát

durván 26-31 MD-ban állapítottuk meg, ami valószinüsi-

tette, hogy ez az AF216 törzs 31 MD mólsulyu plazmidjával

azonos.

A pBM309 egyetlen BamHI hasitóhellyel rendelkezik, s mivel 

markert /bakteriocin termelés/ hordozó plazmid, alkalmas

lehet mint vektor Bacillus megaterium törzsekben, s talán

a Bacillus genus néhány más fajában is /pl. Bacillus 

cereus/ genetikai manipulációs kísérletekre.

Elvégeztük a pBM309 plazmid DNS-DNS filter hibridi­

zációját az AF216, AF100 törzsek plazmid DNS-eihez, az azo­

nos szekvenciák kimutatása céljából. Érdekes módon a

plazmid mind az AF216, mint az AF100 törzs plazmid DNS-

eivel jelentős azonosságot mutatott.

E nem "megacinA-specifikus" hibridizáció magyarázata

azonban még további kísérleteket igényel, amelyek vá­

laszt adhatnak az egyes Bacillus megaterium törzsek plaz­

mid jainak evolúciójára is.
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