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1. BEVEZETES

Dolgozatom egy tulajdonsag plazmid kédoltsaganak bizonyi-

tasar6l sz6l. A tulajdonsag egy Bacillus megaterium tdrzs

bakteriocin termeld képessége - s mind ez, mind a baktérium
maga - évtizedek 6ta kutatasok targya.

Az irodalmi bevezetBben e kutatasok két olyan terililetét
szeretném ismertetni, amelyen szinte kizardlag csak szegedi
kutaték dolgoztak, s teljes kisérleti rendszerek kifejlesztése
utan eredményeiket az irodalomban eldszdr publikaltak :
Ivanovics és Alf®ldi, 1954, Nature; Fodor és Alfsldi, 1976,
PNAS.

Mindkét k&zlemény a Gram pozitiv Bacillus megateriumra vo-
natkozik. A korabbiban bizonyos torzsek bakteriqcin termeld
képességét irtak le, a késSbbi kdzlemény pedig a sikeres
bakterialis protoplasztfuzidt tartalmazza, amely lehetOséget
nyujtott e baktérium genetikadjanak tanulmanyozasara.

Nagyon Oriltem volna, ha dolgozatom egyik opponense
Ivanovics Gydrgy professzor lehetett volna. Sajnadlatomra
hosszu betegsége utadn 1980 szeptemberében bekdvetkezett ha-

ladla ezt meghiusitotta. Munkamat az emlékének ajanlom.



1.1. A bakteriocinogénia

A bakteriocinogénia bizonyos baktériumtdrzseknek azt a
tulajdonsagat jeloli, hogy képesek olyan fehérjemolekulékat
szintetizalni, amelyek az érzékeny baktérium tenyészeteket
elolik.A fehérjék - bakteriocinek - szintézise letalis a
termeld torzsre, de a termeld torzs legtObbszdr rezisztens a
kiils6leg adott sajadt termékre. A bakteriocinek antibiotikus
haté&s-spektruma nagyon sziik, rendszerint az azonos faj ki-
1l6nb6zd tbrzseit, illetve néhany szoros rokons&gban 1évo

fajt foglal magaban.

A bakteriocinogénia fdleg a Valddi baktériumok kodrében

elterjedt jelenség. Azonban ezen ordo szinte minden speciesé-
ben talalhatdé olyan tdrzs, amely egy vagy tobb antibakteria-
lis fehérjét termel. A legtdbbet tanulmanyozott bakteriocin
csoport az E.coli tdrzsek altal termelt colicin csoport, amely
kdzel 20 madr j6l jellemzett molekula tipust foglal magaban.
Az elsd colicint Gratia fedezte fel 1925-ben, s ez a felfe-
dezés ma mar egy kdnyvtarnyi kdzlemény kisérleteit inditotta
el.
Mas baktériumfajok bakteriocinjeirdl is egyre t&bb adat all
rendelkezésre, igy a bakteriocinogénia jelensége is egyre
tobb szempontbdél kozelithetd meg [21/.

A tipikus bakteriocinek egyik jellemzd tulajdonsaga az,

hogy egyszeri fehérje, vagy fehérje-lipopoliszaharid forméban



izolalhatdk. A kifejtett hatédsért mindig a fehérje rész a
felelds. Kivételt képeznek azok a baktérium torzsek, amelyek
kdzvetlen 0616 hatasukat baktericid koncentracidéju kis mole-
kulédju vegyliletek /ammbénia, hidrogén-peroxid/ termelésével
valtjak ki.

A tanulmadnyozott fehérjék molekulasulya 3-12 x lO4D kozott
valtozik, tulajdonsagaik jelentOsen eltérnek.

Az érzékeny baktériumok eldlését a kiilonbozd bakterio-
cinek igen valtozatos mdédon hozzdk létre. Elsd lépésként a
bakteriocin molekuldk adszorbedlddnak a "megtamadott" bakté-
rium sejtfalan, vagy specidlis receptorokhoz k&tddnek. Mar a
sejtbe vald bejutds soran kérosithatjadk a sejtmembrant:
transzport folyamatainak szétkapcsolaséaval vagy magénak a
membran szerkezetének megbontésaval.

A sejtbe jutds utan tovabbi DNS szintézis gatléssal, RNS
degradéaléassal, uj enzimek indukcidjaval folytatddhat karo-
sitd hatasuk.

Egyféle hatadsmechanizmust a colE3—CA38 jell colicin kép-
visel. & colicin molekuldk az érzékeny baktériumok sejtfal
receptoraihoz kotddnek, de ez a szakasz még nem vezet
seltpusztuldshoz. Az irreverzibilis hatads a citoplazmaban
jatszddik le: a colicin molekula lehasit 50 nukleotidot a
16S rRNS 3’ végérdl, igy a riboszdma szerkezet megvaltoztata-
saval a fehérjeszintézist gatolja meg. Ezzel a hatasmechaniz-
mussal rendelkezik az Enterobacter cloaceae cloacin DF13
bakteriocinje is, s a két fehérje aminosav sorrendje is jol

megegyezik egymassal.



Mas hatastipust a colEz—P9 jeld colicin mutat. Altala-
nosan DNS degradacidét okoz, gatolja a sejtosztdédast. Ez a
hatads DN&zok kombindlt miikddésének eredménye. A colicin
molekula eldszdr egy endonukledz szintézisét indukalja, amely
specifikus vagasokat hoz létre a DNS molekuladn. A tovabbi
DNS emésztést exonukledzok végzik el /21/.

Valdszinlileg ezzel a mechanizmussal miikédik a Bacillus megate-
rium megacinC bakteriocinje is. E baktérium masik bakteriocin-
je mar eltérd hatasmdéddal rendelkezik, errdl a késdbbiekben
lesz szb.

Azokban a baktérium torzsekben, ahol ezt kisérletileg
vizsgaltak, bebizonyosodott, hogy a bakteriocin termelés
plazmidok altal kédolt. Ebben a vonatkozasban is a legt&bb
adat a colicin termelést ké6dold plazmidrdél van: molekulasu-
lyuk, sokszor fizikai térképilik s genetikai atviteli sajatsa-
gaik is ismeretesek /8, 18, 21/.

Az eldszOr Fredericqg A&ltal /receptor specificitas alap-
jén/ osztalyozott /18/ colicinek colE csoportja kb. 5 x lO6D
molekulasulyu plazmidokat foglal magadban. A mdsik jelentds
csoport a coll csoport plazmidjai 62-94 x lO6D nagysaguak.
Mindkét csoportban tal&dlhatd olyan plazmid, amely konjugécid
soran a kromoszéma atviteltdl fliggetleniil atkeriilhet a recipi-
ens sejtbe. F&6leg a nagyobb méretii colicin plazmidok rekombi-
naldédhatnak R plazmidokkal, s kapcsolatba keriilhetnek a kon-
jugécids rendszerrel is. Egyes plazmidok, mint pl. a colB-
-CAl18, colV-K94 jeliek F-faktor tulajdonsaguak: képesek kro-
moszoma transzfert inditani. A kromoszdma transzfer gyakori-

saga E.coli tdrzsekben megegyezik az F-faktorok &ltal inditott



atvitelek gyakoriségévél.

Hasonlbéan, kromoszdéma mobilizacids képességli a Rhizobium
leguminosarum egy térzsének bakteriocint kédoldé plazmidja
is /24/].

A plazmid molekuldk biokémiai mdédszerekkel t&rténd
Osszehasonlitasa, illetve a bakteriocin plazmidok més‘fer-
tilitésai vagy rezisztencia faktorokkal valdé interakcidjanak
tanulményozasa lehetdOséget nyujt annak demonstrélésara, hogy
ezek kOzO0s eredetliek, s a baktérium tdrzsek evolucidja soréan
divergadltak ma talan teljesen kiilénbdzd formakka.

Az azonban csak feltételezés a mai napig, hogy mi volt ez a
k6z8s eredet. A kéf legttbbet idézett és vitatott elképze-
lés a "k6z6s Ost" defektiv profagra, illetve fertilitéasi
faktorra vezeti vissza.

Az elsG elképzelés szerint a bakteriocin a defektivitas
magas szintjére jutott profag terméke, amely sgintézis folya~
matait jorészt elvesztette, de létrehoz egy vagy t&bb bakteri-
ocin tulajdonsdgu fehérjét. Alatamasztja ezt az elképzelést
az, hogy bizonyos bakteriocinek és bakteriofégok azonos re-
ceptorhoz kdtddnek a baktérium sejtfalan, illetve egyes bak-
teriocinek fégfarok.és fagfej fehérjék.

A bakteriocinek egy része csak indukcid utan termelddik,
/az indukcid DNS szintézis gatld anyagok alkalmazasat, UV be-
sugarzast, hdkezelést jelent/ vagyis szintézisiik genetikailag
szabadlyozott és normalis kdrilmények k&zbtt represszalt.

Az indukadlhatdsadg nagyon hasonlit a lizogén baktériumok profag-
janak indukcidéjdhoz, bar mai ismereteink szerint egyetlen
bakteriocin plazmid sem integraldédik tartdsan a kromoszdmaba

s tart fenn lizogénia-szerii allapotot.



A bakteriofag eredetnek ellentmondanak a bakteriocin
plazmidok tipikusan nem fag tulajdonsdgai: a DNS molekula nem
szintetizal burok fehérjéket, s auto-transferabilis lehet,
esetenként teljes kromoszdéma-atvitelt is indit. Ugyancsak
plazmidokra jellemzd tulajdonsaguk az, hogy kapcsolatba lép-
hetnek R illetve F-faktorokkal, s gyakran monomer formajukon
kivil dimer, tetramer forméban izol&dlhatdk. A masik érdekes
elképzelés a kozbs eredetre a sziik hatas-spektrum okat is meg-
magyaraznad. E szerint a bakteriocint kédold plazmid eredetileg
F-faktor volt, s a bakteriocin a konjugécibds csatorna funkcid-
jat vesztett, mdédosult fehérjéje.

A bakteriocinek molekularis sokfélesége, - funkcionalis
kildonb&z6sége azonban nehézzé teszi az altalanositast. Lehet-
séges, hogy nem egyetlen fejlddési vonalat képviselnek, s az
analdg hatas mogott kiilénbdzd genetikai determinacid all.

A bakteriocinek legjobban ismert csoportja az E.coli t&r-
zsek altal termelt colicin csoport. A Gram pozitiv baktériumok
kdrében coccusok /Streptococcus, Staphylococcus/, és Bacillus
fajok bakteriocinjeirdl all a legttbb informidcid rendelkezé-
slinkre. Ennek részletes jellemzését azonban melldz&m, mivel mun-

kankhoz nem kapcsoldédik szorosan ez az ismeretanyag.
1.2. Gram pozitiv baktériumok bakteriocin termelése

A Gram pozitiv baktériumok kOrében jbél ismert a Strepto-
coccus tdrzsek streptocin bakteriocinje. Az elnevezés
1-10 x lO4D mélsulyu fehérjékre vonatkozik, amelyek termelése

szintén plazmidok &ltal kdédolt /39/.



A Staphylococcus tdrzsek bakteriocinjei [staphylocin/
bsszetett fehérjék. Plazmidtdrld szerekkel [(ETBr, AO/
_bakteriocint nem termeld utddok izolalhatdk, s egy tdrzsben
Warren és munkatarsai egy 33 x 106D mélsulyu plazmidot azono-
sitottak, amely egy toxin és a bakteriocin termelésért fele-
18s /50/.

A Bacillus genus tobb speciesében taldlhatd bakteriocin
termelés. A Bacillus subtilis bakteriocin ké6dold plazmidija
hagyoméanyos plazmidtdrld szerek melleft lizozimos protoplasz~
tolidssal is elimindlhaté /40/. Az elimindcid mechanizmusa még
nem ismert, de a jelenség nyilvanvald kiildnbséget mutat a
rendszertanilag kozel a116 Bacillus megaterium egy bakteriocin
termeld tbrzsével [/216/, ahol azonos mdodszerrel plazmid elimi-
nacidé nem érhetd el.

A Bacillus megateriummal ugyancsak "rokon" Bacillus cereus

tdrzseiben négy kiilénb&zd nagysagu bakteriocint kédold plazmid

-

105 x 10°p, pBC, 13 x 10°D, pBC,

plazmid /1/. A Bacillus cereus

ismert: a pBC 37 x lO6D és

1
a 45 x 106D mélsulyu pBC7
bakteriocinjei /cerecin/ a Bacillus megateriumra és a

Bacillus'thuringiensisre is hatasosak, s a kdzeli rokonsag bi-

zonyitékaként egyikOjik azonos a Bacillus megaterium megacinA

bakteriocinjével: mindkettd foszfolipdzA enzim [41/.
1.3. A Bacillus megaterium bakteriocinjei
A bakteriocinek egyik csoportjat a Bacillus megaterium

dltal termelt megacinek képviselik. Mint a bakteriocinek alta-

laban, a megacinek is antibakterialis fehérjék, f£&leg Bacillus



megateriumra szoritkozdé hatasspecificitasuak.

Ivanovics és munkatarsai, valamint B.Holland és munkatarsai
javaslatara harom csoportba oszthatdk. Az altalanos megjeld-
lés Ivanovics és Alf61di 1954-ben megjelent kdzleményébdl
szarmazik, ahol az els®nek leirt megacinA-ra vezették be.

A megacinA termeld koldénidk szilard taptalajon induk-
cid nélkiil az érzékeny baktérium pazsiton oldasi zbénakat hoz-
nak létre. Folyadék tenyészetben spontan indukcidé utéan vagy
UV besugarzas, mitC kezelés hatasdra megacinA keril a tapfo-
lyadékba. Egyedi hatasmechanizmusu a bakteriocinek k&rében :
membran destrukcidt hoz létre mind a termeld, mind az érzékeny
baktériumokon.

Néhany Bacillus megaterium t6rzs szildrd taptalajon, s
csak igen kis mennyiségben termeli. Folyadéktenyészetben még
UV sugarzassal sem indukalhatdé. Hatédsmechanizmusa még isme-
retlen.

C/ MegacinC _és _C_

A megacinC és C.et megacinA-t is szintetizald
Bacillus megaterium tdrzsek termelik. Szildrd és folyadékte-
nyészetben is igen kis mennyiségben indukcidé nélkiil jelenik
meg. Hatasspektruma kissé eltér mind a megacinA, mind a
megacinB hatésspektrumatdl.

Szeroldgiai vizsgalatok és molekulasuly meghatdrozasok alapjén
a klilonb6zd torzsek altal termelt megacinA fehérjék nagyon ha-
sonldnak mutatkoztak. Hata@sspektrumuk is kevés kivételtdl el-

tekintve megegyezik, tulajdonképpen egységesnek tekinthetdk.



Ezeket a jellemzdket nézve, mind a megacinB, mind a megacinC
és Cx sokkal variabilisabb.

A megacinC és Cx hatasa a molekulasulybeli és hatasspektrumban
vald eltérések ellenére is megegyezik.

Holland és munkatarsai megallapitottdk, hogy ez a megacin cso-

port colicin tipusu, pontosabban a colE, hatadsdhoz hasonld,

2
az érzékeny baktérium DNS szintézisét gatolja. A DNS szinté-
zis gatlasaval parhuzamosan direkt médon nem gatolja az RNS
és fehérje szintézist. Feltételezik, hogy a megacinC egy igen
aktiv DN&z szintézisét indukalja, s ennek eredménye a rendki-
vil gyors DNS destrukcid.

A megacinC és Cx termelés 100%-o0san eliminalhatdé magas
hdmérsékleten /43°C/ tdrténd razatassal. Valészinﬁ, hogy mind-
két fehérje plazmidon kdédolt /[11/.

Jelen munk&ban a megacinA termeléssel foglalkozom, a to-

vabbi adatok csak erre az egy bakteriocinre vonatkoznak.

l.4. A megacinA-termeld Bacillus megaterium tdrzsek izolaléasa

A megacin-termeld Bacillus megaterium tdrzsek eredeti izo-
lalasi célja messze a4llt mindattdl, amire a késdbbi kisérletek-
ben felhasznaltak dket. A SZOTE Orvosi Mikrobioldgiai Intéze-
tében Blz-vitamin tultermeld Bacillus megaterium tdrzseket keres-
tek, s e célbdl Ivanovicsné, Dr. Krompaszky Sara tobb szaz
térzset izolalt és tesztelt le. Az izolalasi munka soran sza-
mos t&rzs lizogénnek mutatkozott., Ezeket a tOrzseket kiemel-
ték, s a tovabbi kisérletekben lizogén allapotuk tanulmanyo-

zasat Dr. Alfoldi Lajos kezdte el. A lizogénia vizsgalata



Bacillus megaterium tdrzseken azért igérkezett kildndsen ér-
dekesnek, mert Lwoff éppen ezid®ben irta le a lizogénia 1lé-
nyegét egy Bacillus megaterium tdrzsdn [899/.

A lizogén baktérium tenyészeteket UV sugarzassal indukal-
tdk, s a kiszabaduld fagrészecskéket fagérzékeny Bacillus me-
gaterium tenyészeten titradltdk. Az indukcid hatasara valdban
keletkeztek o0ldasi 2z6ndk a teszteld tenyészeten, de innen
fégrészecskéket kimutatni nem lehetett. A tovabbi kisérletek
soran kideriilt, hogy az indukaldédott anyag kevés kivétellel
csak mas B.megaterium t6rzsekre hatasos, igy arra kdvetkeztet-
tek, hogy ez az anyag egy bakteriocin, s a mar ismert colicin
és pyocin mintdjara megacinnek nevezték el /Ivanovics és
Alfs1di, 1954/.

A késObbiekben az is kideriilt, hogy tdbbféle megacin létezik,
de ezekben a kisérletekben fdleg a legnagyobb mennyiségben
termelddd, s egyedil induk&lhatd megacinA-t észlelték. A tSbbi
megacin /B,C,Cx/ kimutatasa specialis koriilményeket igényel,
igy itt a megacinra vonatkozd megfigyelések megacinA-ra ér-
tenddk. A t&rzs izoladlas levegd, talaj, ilriilék mintakbdél tor-
tént. Az O6sszes izolatum egyharmada volt megacin-termeld.

A megacinogén baktériumok fagokkal fertdzhetdk, s lizogeni-
zdlhatdk is. Indukcid utadn mindkét tulajdonsag represszidja
megszinik, s a baktériumok pusztulasat megacin és fag egylit-
tes lizise hozza létre.

A megacin hatésspéktruma foleg B.megaterium todrzseket foglal
magaban, de szintén hatasos néhany B.subtilis, B.anthracis s

egy par pigmentképzd Micrococcus torzsre is. -
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1.5. A megacinA indukciéja

A megacinA indukcidéjara vonatkozd részletes kisérleteket
Ivanovics és Alfoldi végezte el. Megdllapitottdk, hogy a te-
nyésztés koriilményeitdl nagy mértékben filigg, s teljes indukcid
csak gazdag tapfolyadékban vald tenyésztés utan érhetd el.

Az indukcidt a kovetkezd mdédon hajtottdk végre

A gazdag tapfolyadékban eldnovesztett logaritmusos baktérium

tenyészetet kis, 2-3.mm-es rétegvastagsagban besugdroztak

alacsony UV ddzissal. Ezutan vagy egyszerien tovabbfolytattak

a tenyésztést, vagy friss tapfolyadékba oltottdk az indukalt

tenyészet kisebb részletét. A tenyészet mikrobioldgiai jellem-

z0it kovetve a k&évetkezd eredményt kaptak :

a/ Az UV indukcidt kdévetd 90.perctdl kezdve a tenyészet
denzitasa csokken.

b/ A sejtszam szintén csdkken.

c/ A telepképzd baktériumok szama a tenyészetben mar a 90.
perc elott is drasztikusan esik.

A denzitas-csdkkenést a sejtszam csdkkenése azonban nem aranyo-

san koéveti, ami azt a feltételezést szlilte, hogy ez az intra-

cellularis anyagok tapfolyadékba jutadséanak az eredménye, vagyis

a megacinA az ozmotikus viszonyokat valtoztatja meg. Erre utal-

nak a tenyészetben az indukcidét kovetd morfoldgiai valtozasok

is. Az elsd lathatd elvaltozds a lancképzés redukcidja, majd

nagy elongaldédott bacillus formédk jelennek meg.

60 perccel az UV kezelés utan madr sok az abnormédlis sejtforma,

amelyekben vakuolumok képzddnek, s véglil a sejt kiliril. Az in-

dukcid irreverzibilis, a 90. perc utan total, 97-99%-os lizis



kovetkezik be. A megacinA letdlis bioszintézise tehat kb.:

90 percig tart.

1.6. A megacinA hatasa protoplasztokra

Az indukcid utdn szintetizalt anyag megvaltoztatja a
sejtek ozmotikus allapotat irreverzibilisen, s ez az &llapot-
valtozas lizishez vezet. Ivanovics és munkatarsai t8bbek k&-
zOtt protoplaszt preparatumokon tanulmdnyoztik a megacinA
hatasanak mdédjat.-
A B.megaterium KM torzs baktérium tenyészetét protoplaszt szusz-
penzidéva alakitottidk, s a preparatum optikai denzitasat, mikro-
bioldégiai jellemzdinek valtozasat mérték kilénbdzd koncentra-
cidéju megacinA jelenlétében, az idd filiggvényében. Parhuza-
mosan mikroszkoposan is megfigyelték a protoplasztok allapot-
valtozasat, 8 azt tapasztaltak, hogy a megacinA mar az optikai
denzitas csOkkenése eldtt elkezdte azt a deformald hatast, amely
a protoplasztokat "ghostlike" képzOdményekké alakitja.
Az optikai denzitds hirtelen cstkkenésébdl és a protoplasztok
jellegzetes gdmb formadjanak eltorzuldsabdl arra kdvetkeztettek,
hogy a megacinA a sejtmembranra hat, s a membran szerkezeté-
ben bek&vetkezd valtozasok miatt sziinik meg a sejt ozmotikus

védettsége.

1.7. A megacinA azonos a foszfolipdzA enzimmel

Mar a megacinA indukcidéjaval foglalkozd k&zleményekben

leirtak, hogy ez a diffuzibilis, indukcid utadn szintetizalédo



anyag fehérije természétﬁ, s feltételezhetden enzim /ivano-
vics és mtsai, 1957/.

Erzékeny sejteket megacinA termeld tenyészet tapfolyadékaval
kezeltek normal és alacsony hdmérsékleten. Mig a normdl homér-
sékleten folytatott inkubacid teljes megacin hatast eredménye-
zett, alacsony hdmérsékleten a hatd molekula elvesztette ak-~
tivitasat.

Nagy E. és munkatarsai részlegesen tisztitott megacinA
preparatum hOstabilitasat, proteolitikus érzékenységét vizs-
galtak, s megallapitottdk, hogy az anyag hdérzékeny s fehér-
jebontd enzimekkel emészthetd. A megacinA fehérje részletes
jellemzését B.Holland végezte el.

A homogenitasig tisztitott megacinA egyszeri fehérje,
mélsulya kb. 50 O0O0OD. Elektroforetikus mobilitasa, aminosav
Osszetétele alapjén [/az Osszaminosav 30%-a Asp és Gln/ savas
tulajdonsagu. HSvel és 7 M ureaval denaturalhatd, kimotripszin
nem, pepszin és tripszin gyengén emészti. Nemcsak h&labilitésa,
de a membranon kifejtett hatdsa is a megacinA enzim jellegére
utalt. A foszfolipazA enzimmel vald azonositésdt japan kuta-
tdék [41/ végezték el. Usszehasonlitottdk a homogenitésig tisz-
titott megacinA fehérje és a foszfolipdzA enzim hemolitikus
aktivitdsat, s lecitin emésztési képességét. Immunprecipita-
cids vizsgalatokkal megallapitottak, hogy a megacinA preparéa-
tumban egyetlen fehérje felelSs a lipidbontdé és a megacinA
aktivitdsért. Ezek szerint a megacinA azonos a foszfolipaza

enzimmel.



1.8. A megacinogénia genetikai determinéacidja

A megacin-termeld tdrzsek izolalasa idején a B.megaterium
tdrzsek k&zdtt semmilyen genetikai atviteli forma sem volt is-
mert. A termeld torzsek friss izolatumok voltak, zdmében
sporogén és prototrdéf tulajdonsaguak. Genetikai vizsgalatra
alkalmas rendszer hijdn a megacinogénia determinécidjéra csak
feltételezéseket tettek.

Igy, Ivanovics és munkatarsai a megacin indukcidé és a 1li-
zogén baktériumok profag indukcidja kozdtti hasonldésadg alapjéan
a megacin termelést bakteriofag altal kédolt tulajdonsagnak
vélte. A kés®bbi kisérletek soran azonban a sejtlizatumban sem
érett fagot, sem defektivitasra utaldé fagdarabot sem tudtak ki-
mutatni. A megacin-termell képesség tesztelésekor az is kide-
rilt, hogy ez nem stabil tulajdonsdag, nem termeld baktériumok
ezrelékes gyakorisidggal szegregalnak egy termeld tenyészetben.
Mivel ez a labilitds plazmidokra jellemzd, felvetették, hogy
a megacinogénia plazmidkdédolt tulajdonsag lehet.

EbbSl a feltételezésbdl indultak ki azok az amerikai ku-
tatdék is /Carlton, Helinski, Hennebery, Smith és Brown/, akik
a Gram pozitiv bacillusok cirkuladris DNS-ének tanulmanyozaséra
a B.megaterium 216 megacin-termeld és a B.megaterium 58 megacin
szenzitiv tdrzsét valasztottak.

Mar az elsd kisérletek rendkiviil érdekes eredményt hoztak.

Mindkét torzs Ossz-DNS-ének jelentds része extrakromoszémalis
DNS-nek bizonyult, s EM*vizsgélatok alapjan e molekuladk mérete
heterogénnek tilint. A tovabbiakban e heterogén cirkularis mole-

kuladk jellemzését, eredetiik tisztazasat kivantak elvégezni, s

*
EM = elektronmikroszkdpos
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természetesen annak eldéntését, hogy van-e olyan extrakro-

moszémalis DNS molekula, amely a megacin determinacidjaért

felelds.

1.9. A B. megaterium 216 és 58 tdrzseinek extrakromoszOmalis

DNS-e

Az aﬁerikai kutatdk koézleményei alapjédn a B.megaterium
e két torzse komplex plazmid rendszerrel rendelkezik. E rend-
szer legfdbb jellemzbje az, hogy nagyon kiilénbozd molekula
osztalyok tObb szaz kdépiadban vannak jelen sejtenként, de ere-
detiik, funkcidjuk, regulécidéjuk még nem ismert /3/.
A B.megaterium 216 tdrzs 6ssz-DNS-ének 15-40%-a bizonyult
extrakromoszomalis DNS-nek. Elektronmikroszkdpos mérések
alapjan a molekulak mdélsulyat a kovetkezdképpen hataroztak
meg : mind a B.megaterium 216, mind az 58 tdrzs tiz kildn-
bdz6 méretii molekulat tartalmaz. Legnagyobb ménnyiségben a
3.9, 6.2, 16, 31.0, 60.0 MD mbélsulyuak vannak jelen, s ki-
sebb mennyiségben a 7.6, 11.7, 47.0, 89.0, 112.0 MD nagysa-
guak talalhatdék /23/. Kildnbozd fizioldgiai koriilmények ko-
z6tt felndvesztett baktérium tenyészetekben a preparalhatd
extrakromoszémalis DNS mennyisége valtozd volt, de az o6t leg-
nagyobb mennyiségben jelenlévd osztaly ardnya allandé. |
Carlton egy specifikusan Gram pozitiv baktériumra hatdé DNS
szintézis gatld pirimidin analdg hatasat vizsgalta a
B.megaterium 216 torzsben /5/. Eredményei szerint a HPUra
a kromoszémdlis és a nagy molekulasulyu plazmid DNS-ek rep-

likacidéjat jelentSsen gatolja, mig ez a hatés nem érvényesiil



a két legkisebb /3.9, 6.2 MD/ plazmid replikacidéjara. Feltéte-
lezi, hogy legalabb két regulacids rendszer milkddik a
B.megaterium 216 tdrzsben, amely a kiilénb8zd méretii moleku-
lak kodpia szamat szabalyozza. A két kis plazmid eltérd regu-
lacibjara utal az is, hogy ez a két plazmid teszi ki az
-extrakromoszomalis DNS 75%-at /600 kodpia/sejt/.

Ugyancsak Carlton és Brown /6/ elvégezték a 3.9 MD mdol-
sulyu plazmid restrikcids endonukledzokkal torténd fizikai
térképezését. A térképet hét enzim egyes és kettSs emésztésé-
vel nyert adatokbdél allitottak 6ssze. Adataik szerint a plaz-
mid DNS-nek nincsenek varialdédd szakaszai, szekvenciaja kon-
zervativ,

Sokkal bizonytalanabb a helyzet a nagyobb mélsulyu mole-
kulakkal. Hennebery és Carlton 1973-ban megjelent cikkiiket
azzal a bevezetdvel kezdik, hogy a B.megaterium cirkularis
DNS-e nem tipikus bakteri&lis plazmid DNS. Usszehasonlitotték
a cirkulédris és kromosz6malis DNS hOdenaturacidés-renaturéaciods
kinetikdjat és megallapitottak, hogy mindkét DNS tipikus
bakteridlis DNS mdédjara reasszocial. A cirkularis DNS-nek
nincs gyorsan renaturald frakcidéja, amely a plazmidokra jellem-
z0 repetitiv szekvenciék jelenlétére utalna.

DNS-DNS hibridizacibés kisérletekben kimutattdk, hogy a
cirkularis és a kromoszémalis DNS k&zdtt nagymértéki [/65-80%/
szekvencia homolégia van. Elképzelhetdnek tartottak, hogy az
extrakromoszom&lis DNS molekﬁlék kromoszdéma darabok kivagéo-
déséaval, s recirkularizacidjaval jonnek létre. Az izolalt
plazmid molekulak egymashoz valdé hibridizacidéja azt mutatta,

hogy a molekuldk z&mén azonos szekvencidju szakaszok vannak,



s ezeket a kromoszdémidlis DNS is tartalmazza. Vagyis, a kili-
16nb6zd méretli molekuldk szekvencidja nem egyedi. A moleku-
lasulyok alapjan feltételezhetd, hogy bizonyos molekuldk tet-
ramer vagy dimer formai egy alapmolekulanak /pl. 3.9 MD és

16 MD/. Restrikcidés endonukleazokkal végzett emésztés azon-

ban nem eredményezett azonos fragmentumokat.

A megacinogénia plazmid koédoltsdgara sem deriilt fény. Vald-

szinlileg azért, mert mindkét vizsgalt térzs komplikalt extra-
kromoszémélis DNS-sel rendelkezik, s a tulajdonsag genetikai

atvitele, vizsgalata sem volt még megoldhatd.

1.10. Genetikai atviteli médok Bacillus megaterium tdrzsek

kdz6tt : protoplasztfuzid, protoplaszt transzformacid

A protoplasztok mikroorganizmusok, illetve novényi sej-
tek sejtfaltdl megszabaditott, kettSs membrannal kériilvett,
gombalaku formai. A protoplasztok membranjai megfeleld keze-
lads hatéasara /magas Ca2+ ion koncentracidé, pH valtozéas, s leg-
hatasosabban PEG adasara/ &sszeolvadnak, s a citoplazmik &sz-
szekeverednek. Ezt a folyamatot nevezziik protoplaszt fuzidnak.

A protopiaszt fuzid széleskorii alkalmazasa genetikai
vizsgalatokhoz a névényi protoplasztok PEG-indukalta fuzid-
janak leirédsaval kezdddsétt [Kao és Michayluk, 1974/. 1975-ben
gomba protoplasztok PEG-indukdlta fuzidjat szegedi kutatdk
kdzblték [Ferenczy, Kevei és Szegedi/. A technika alkalmas-
nak bizonyult Gram pozitiv baktériumok protoplasztjainak
fuzionadltatédsahoz is /B.subtilis: Schaeffer, Cami és . Hotchkiss,

1976; B.megaterium: Fodor és Alfoldi, 1976/ [17/.



Sugargombéak /Hopwood, 1977/ s élesztdgombak protoplaszt fuzi-
6jér61 /Sipiczky, Ferenczy, 1977; van Solingen és van der Plaat,
1977/ megjelent tanulmanyok utadn a Gram negativ E.coli PEG
indukélta protoplaszt fuzidja is bevonult az ezzel a mikro-
organizmussal végezhetd genetikai atviteli mdédok soraba
/Tsenin, 1978/..

A bakterialis protoplaszt fuzid tobb alapvetden fontos vo-
nasban kiilonbdzik az ismert genetikai atviteli formdktdl. Mig
a konjugacidé, s R-faktorok altal inditott kromoszéma atvitel,
transzformdcid, transzdukcidé egyiranyu informacid atvitelt
jelent, a fuziondld protoplasztok egyenértékii partnerek. Ha
a fuzid soran rekombinacid t6rténik a genomok k&zdtt, a sejt-
falukat regeneralt utdédok koézétt reciprok rekombinansok talal-
hatdék. A sokkal bonyolultabb rendszer sajatsagaitdél eltekintve,
a fuzids rekombinacids folyamatok leginkabb a faggenomok k&-
z0tti rekombinacids folyamatokhoz hasonlithatdék. A rendszer
bonyolultsagat pl. a citoplazmads hatasok mutatjak. Fodor és
Alf51di munkajabél ismert, hogy bizonyos genotipusu rekombi-
nansok életképességét /genetikai analizisben szamszerii elosz-
lasat/ fizioldégias hatdsok nagy mértékben befolyasoljak /[16/.

A protoplaszt fuzid két tekintetben is alapvetden uj és ér-
dekes mbédszer a bakteriélis genetikaban. E1l0sz0r is egy lehet-
séges mesterséges genetikai Atviteli forma olyan baktériumok
korében, amelyek mis, természetes aAtviteli mdédokkal nem ren-
delkeznek [/illetve ezek a médok még nem ismeretesek/.

Masodszor a fent emlitett tulajdonsagai miatt, protoplaszt
fuzidéval uj szempontbdl kdzelithetd meg a rekombindciés folya-

matok tanulményozasa baktériumokban.



A B.megaterium tOrzsek protoplaszt fuzidjat /s a fu-
zids utddok kozdtt kizardan fuzidbdl szadrmazd rekombindn-
sok megjelenését/ Fodor és Alfoldi irta le 1976-ban. A
protoplasztok regenerdcids sajatsagait vizsgaltak, s lét-
rehoztak egy mutansparkot a B.megaterium rekombindcibs
folyamatainak tanulmanyozasa, illetve a baktérium kromo-
szbma térképének elkészitése céljibdl. Kisérleteikben a
kilonb6zd auxotrdof markerekkel rendelkezd sziildi proto-
plasztok fuzidjabdl szarmazd utddok zOme haploid és szi-
16i genotipusu volt, de kb. lO—3 - ].O_4 gyakorisaggal
haploid rekombindnsok, s szegregald parciélis diploid,
diploid utédok jelentek meg.

A haploid rekombinadnsok kétpontos térképezési elven,
vagy kapcsoltsédgi analizissel tOrténd térképezése nem
adott megbizhatd eredményt, s valdszini, hogy a fuzid
soran bekovetkezd rekombindcids események szamszeri ana-
lizise a klasszikus térképezési elvektdl eltérd megkdzeli-
tést igényel. A mar emlitett fizioldgids hatésok, s a pro-
totréf fenotipusu szegregald utddok jelenléte is torzitja
az elsddleges események szamszeri értékelését.

Hopwood és munkatdrsai Streptomyces coelicolor /[konjuga-
cibs térképe ismert/ tdrzsek protoplaszt fuzidjabdl szar-
mazd rekombinéns utddok genetikai analizisét végezték el
/26 /. Eredményeik szerint a protoplaszt fuzidéval nyert
marker sorrend /[térkép/ 6sszevethetd a konjugécids térkép-
pei, de a fuzid soran felmeriild zavard tényezdket ez eset-

ben is észlelték.
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Osszefoglalva, a bakteridlis protoplaszt fuzid hasznos
médszer a baktériumok genetikai folyamatainak vizsgalatara,
kiilén6sen olyan esetekben, ahol ez az egyetlen ismert infor-
macid atviteli méd.

A protoplasztok preparalasa, PEG-indukalta fuzidéja, baktéri-
ummé valdé regeneraltatadsa technikailag kdnnyen kivitelezhetd,
tobb baktérium fajra madr kidolgozott eljaréas. A fuzié sSoran
lejatsz6dd rekombindcidés folyamatok, a rekombinans utédok
genetikai analizise a jelen kutatasok targya.

A kettds membrannal koriilvett baktérium protoplasztok plazmid
DNS-sel transzformalhatdk is, ugyancsak PEG-indukcid segitsé-
gével /Chang és Cohen, 1979/. A B.megaterium protoplasztok
plazmid DNS-sel t6rténd sikeres transzformacidjat Khmel és
munkatdrsai /[/49/ irtdk le 1980-ban. B.megateriumbdél, vala-
mint B.subtilisb®l szarmazdé plazmid preparatummal magas gya-
korisadgu atvitelt értek el. B.subtilis és E.coli plazmidokbdl
in vitro nyert bifunkcionalis replikonnal B.megaterium proto-
plasztok transzformdlhaték voltak, s csakugy mint a B.subtilis-
ben a B.megateriumban is a B.subtilis plazmidrész altal ké-
dolt tulajdonsag nyilvanult meg. A kdzelmultban megjelent
kb6zlemény /Brown és Carlton, 1980/ B.megaterium protoplasz-
tok Staphylococcus aureus és Bacillus cereus plazmidokkal
toérténd tovabbi sikeres transzformacidéjardl szamol be /[2/.

A bakteridlis protoplaszt fuzidé mellett tehdt egy tovab-
bi, bar egyeldre csak plazmid DNS bevitelére alkalmas gene-
tikai atviteli méd &1l rendelkezésilinkre a B.megaterium ge-

netikajanak tanulmdnyozasara.



Osszefoglalva :

1. A B.megaterium 216 tdrzs bakteriocin termeld képességgel
rendelkezik. A bakteriocin termékek egyike a megacinA, a

foszfolipézA‘enzimmel azonos.

2, A megacinA sziik hatasspektrumu, de a B.megaterium tor-
zsekre kivétel nélkiil hat, beleértve a termeld tdrzset is.

3. Feltételezetten plazmid, vagy defektiv profag altal koédolt
tulajdonséag.

4., A termeld tOrzs a B.megaterium 216 OsszDNS-ének kb. 30%-
at extrakromoszdémdlis DNS alkotja, amelynek eredete, fi-

zioldégiai szerepe nem ismert.

5. A bakterialis protoplasztfuzidé és plazmid DNS-sel végzett
protoplaszt-transzformacidé lehetOséget nyujt tulajdonsa-

gok atvitelére B.megaterium tdrzsek kdzdtt, valamint az at-

vitt tulajdonsdgok megnyilva@nulasanak tanulményozisara.



2. CELKITUZESEK

Az MTA Szegedi Bioldgiai Ko&zpont Mikrobidlis Genetikai
csoportjadban a bakteridlis protoplasztfuzidbdl szarmazd utd-
dok genetikai analizisét végeztiik. Mint a bevezetd3ben mar
emlitettem, a csoport munkaterve B.megaterium mutanstdrzsek-
b3l eldallitott protoplasztok fuziondltatésa, s a fuzids
utdédok genetikai analizise utdn kromoszdéma térkép szerkesz-
tése volt.

Az elsd kisérletekben a kiildnb&zd auxotrdf tulajdonsa-
gokat hordozdé sziildk fuzidjaboél szarmazd rekombinadns utd-
dokat direkt modon szelektaltak. Ez azt jelenti, hogy a
fuziondltatott protoplasztokat olyan aminosavakkal megfele-
18en kiegészitett ozmotikus minimal téptalajra rétegezték
ki, ahol csak a rekombinédns utdédok voltak képesek anyagcse-
rét folytatni, s sejtfalukat regeneralva baktérium koldéni-
dkat létrehozni. Klasszikus térképezési elvek szerint igy,
a kiilénb6zd genotipusu rekombindnsok szamszerli eloszléasa a
kromoszéman elég kozel 1lévd tulajdonsagok sorrendjét és
viszonylagos tavolsagat kellene hogy tiikrozze.

Az elsO problémakat az eltérd genotipusu szildi és rekom-
binans protoplasztok kiilénbbzd regeneracids képessége okoz-
ta, mivel ez bizonytalannad tette az adatok szamszeri érté-
kelését. A kiilénbbzd regeneracids képesség a direkt szelek-
cidhoz alkalmazott, mindig valtozd fizioldgids kOrnyezettel
fligg O6ssze. Ezeknek a zavard tényezdknek a kikliszobOlésére

a fuzidés utddok kapcsoltsidgi analizisét vezettilk be. A gene-



tikai rendszer egyszerlisitése céljabdél az egyik szildi pro-
toblaszt szuszpenziodt strepfomicinnel inaktivaltuk, s ezzel
a tulajdonsag-atvitelt egyiranyuva tettiik. A rekombinédnsok
szelekcidja itt 'is minimal t&ptalajon tdrtént /megfeleld
aminosav kombinacidkkal kiegészitve/, de a kapcsoltsagi ana-
lizist mindig az azonos kérilmények k&z6tt regeneralt utddok
k6z6tt végeztik el.

Ily médon viszonylag pontosan reprodukdlhatd kisérleti rend-
szert &llitottunk be, de néhany /2-2/ tulajdonsag

hatarozott kapcsoltsagan kivil a markerek sorrendjét meg-
dllapitani nem tudtuk. A sok szegregdld prototrdf utdéd megje-
lenése azt sugallta, hogy az egyik szild inaktivacidja talan
megndveli az ilyen fenotipusosan prototré6f utddok kialakula-
sdnak gyakorisagat.

E kisérletekbdl nyert adatok alapjan tehat kromoszdéma
térképet nem lehetett szerkeszteni, s ez két dologra hivta
fel a figyelmiinket. El18sz6r is a fuzid soran lejatszddo ge-
netikai események jellege nem ismert, igy lehet, hogy klasz-
szikus térképezési elvekkel ezeket leirni, értékelni nem lehet.
A madsik dolog ami figyelmiinket a fuzidtdl eltérd irdnyba te-
relte az, hogy a B.megaterium genomjardél is igen kevés adat
41l rendelkezésiinkre. A bevezetd3ben emlitettem, hogy ami vi-
szont ismert, az igen érdekes, s eléggé rendhagyd is. A két
tanulmédnyozott B.megaterium tdrzs genomjat igen sok "darab"
alkotja. A kromoszémalis DNS mellett az &sszDNS kb. 30%-a
heterogén méretli extrakromoszdmidlis DNS formédban taldlhatd.

Munkéank kovetkezd szakaszdban azt kivantuk megvizsgalni,

hogy vajon az altalunk haszndlt B.megaterium KM tdrzs is komp-



lex plazmid rendszerrel rendelkezik-e, s ha igen, milyen tu-
lajdonsagokat hordoznak ezek a plazmidok? Elképzelhetd-e,
hogy a fuzibds eredmények analizisét befolyasoljdk vagy el-
torzitjdk az extrakromoszdomalis DNS molekulédk?
Az irodalmi adatok alapjan feltételezhetd volt, hogy életfon-
tossadgu tulajdonsagok nemcsak a kromoszémalis DNS-en, hanem
plazmid DNS-en kddolva is eldfordulhatnak.
Munkaterviink a kdvetkezd volt :
1. A B.megaterium egyetlen torzsében ismert olyen tulajdon-
sadg, ami feltételezhetlen plazmid koédolt: a 216 jell tdrzs
bakteriocin termeld tulajdonsaga. Ezt a tulajdonsagot atvisz-
szik protoplaszt fuzidéval a KM jell torzsbe, s plazmid kédolt-
sagat bizonyitjuk.
2. Megvizsgdljuk a B.megaterium KM tbrzs és szarmazékai
plazmid tartalmat, s Osszehasonlitjuk a B.megaterium 216
tdrzs plazmidjaival.
3. Azonositjuk a B.megaterium 216 plazmidjai kdz&6tt a bak-
teriocin termelésért felelds plazmidot.
4. Ha a B.megaterium KM tOrzs is komplex plazmidrendszerrel
rendelkezik, ezek fuzidbeli viselkedését vizsgaljuk, a
mar rendelkezésiinkre 4116, s bizonyitottan plazmid kédolt
bakteriocin termelés marker segitségével.
5. Ugyancsak a bakteriocin plazmid segitségével elkezdjik
a plazmidok és a kromoszdémalis DNS kozotti azonossagok
kimutatédsat és vizsgalatat.

Dolgozatom a munkaterv els® harom pontjat targyalja.
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3.1. Téptalajok

3.1.1. Minimdl_ tapfolyadék baktérium_tenyésztéshez :

Tris 12 g; KC1 0,035 g; NH,Cl 1,0 g; MgCl, x 6H20 2 g;

4 2

NaCl 0,058 g; Na,SO, x 10H,O 0,3 g; 1% FeCl2 0,05 ml/l liter

2774 2

pH = 17,5,

Sterilezés 121°C-on 30 percig.

Sterilezés utan a taptalajt 2% gliikkdézzal, 2 x lO_ZM KH2P04—
3

tal és 10 "M MgCl,-dal egészitettiik ki.

2
Szilard taptalaj készitéshez 1,5% Difco agart adtunk.

3.1.2. Minimal tapfolyadék protoplaszt_preparalashoz :

- - — - ——— —— e P G e e e i e o e s e o s e e B o e = —— -

Megegyezik az 1. tapfolyadékkal, plusz 0,15 M szaha-
rozt tartalmaz, és sterilezés utan lO_3M MgClz-dal egészi-
tettik ki.

3.1.3. Minimal tapfolyadék protoplaszt_regenerdltatashoz

Megegyezik a 2. tapfolyadékkal, de sterilezés utéan

az l.-hez hasonlédan, MgClz-dal és KH2P04-tal van kiegészit-

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

3.1.4. Gazdag_taptalaj _megacin_teszteléshez_: MTE -~

- —— - ——— . — s ———— i - - —— - - ————— i —— = — . —— ———

NaH, PO, 3 g; KH,PO, 5,3 g; NH,Cl 1 g; Bacto Trypton
5 g; NaCl 8 g; gliikkébz 1 g; Yeast extract /Difco/ 1lg/l liter,

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

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

1 M MgSO, Iml; 1 M CaCl, 1 ml/l liter, pH = 7,2-7,3.

4 2
Sterilezés 110°C-on 30 percig.



3.2. Baktérium tenyésztés

3.2.1. Inokulumok

3.2.1.a/ Inokulumok protoplaszt prepardlédsi kisérletek-

hez: Sajat minimdl tapfolyadékédban felndvesz-
tett, logaritmusos tenyészet 1 térfogatat 2 térfogat
30%-0s glicerinnel Osszekevertiik, szétosztottuk 0,5 ml-
es részletekre, s -20°C-on taroltuk. Az azonos iddben
készitett inokulumokat kb. 1-2 hdénapig hasznaltuk.
3.2.1.b/ Azokbdl a baktérium tenyészetekbdl, amelyeket

plazmid preparalasi kisérletre hasznaltunk,
kis, 10-20 ml-es eldtenyészeteket készitettiink. A friss,
logaritmusos el6tenyéséet részleteit hasznaltuk inoku-

lumként.

3.2.2.a/ Baktérium tenyésztés protoplaszt fuzibs kisér-

letekhez: 100-100 ml aminosavakkal (50 ug/ml),
timinnel (100 ug/ml) megfeleld kombindcidban kiegészi-
tett protoplasztold tapfolyadékba 1-1 glicerines inoku-
lumot oltottunk. A tenyészeteket é&jszakan at 30°c-on
razattuk. Teljes mértékii protoplasztoldéddashoz
Ogso=0,7 - 0,8 tenyészet az idealis.

3.2.2.b/ Baktérium tenyésztés plazmid preparalasi kisér-

letekhez : Plazmid prepardliashoz 100 ml -~ 101 té
fogatu tenyészeteket haszndltunk fel. YTA tapfolyadék
1 térfogatdhoz 1/100 térfogat eldtenyészetet oltottunk.
A tenyészeteket 30-36°C-on éjszakan at novesztettik. A

kb. ODg g = 1 tenyészeteket 4 OO0 rpm-mel centrifugaltuk,
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s az Uledéket TS pufferrel /25% szaharéz, 50 mM Tris,
pH = 8,0/ mostuk. A baktérium masszat vagy azonnal fel-

hasznaltuk, vagy -20°Cc-on taroltuk.
3.3. Protoplasztpreparalas /13/

A protoplasztoldé tapfolyadékban felnbvesztett baktérium

tenyészetet (kb. 108

bakt/ml) lecentrifugaltuk /4 000 rpm,
15’, 4°C/ s az tledéket felszuszpendaltuk 1/10 térfogat
Mg++-mal kiegészitett protoplasztold folyadékban. 50 ug/ml
végkoncentracidban lizozimet adtunk hozza, s 20-30 percig
36°C-on inkubaltuk. Faziskontraszt mikroszkdéppal ellendriz-
tik a protoplasztoldédads mértékét. Az igy készitett prepara-
tumban rendszerint alig talalhaté palcika alaku baktérium,
a tenyészet zdme gdmb formaéju protoplasztta alakul.

A protoplaszt szuszpenzidét centrifugadltuk /4 000 rpm, 20',

4OC/, s felvettik 1/10 térfogat Mg++—mal kiegészitett pro-

toplasztoldé oldatban.
3.4. Protoplasztfuzid

A sziildi protoplaszt szuszpenzidk O,1 - O,1 ml-ét
(kb. 107-,108 protoplaszt/ml) &sszekevertiikk, és 0,8 ml 40%-os
PEG /6 000/ oldatot adtunk hozz&a. Ovatosan Osszeraztuk,
s 2-10 percig szobahdn inkubdltuk. A fuzidés elegyeket meg-

feleld médon higitottuk, s lagy agarba keverve lemezeltiik.



3.5. Protoplaszt regeneraciod

A fuzids elegy 0.1 ml-ét 2 ml 4OOC-os, ozmotikus,
0,4%-o0s minipél feddagarba kevertiik és a szelekcidnak meg-
felellen elOkészitett alapagar felszinére rétegeztiik.
30°Cc-os termosztatszekrényben 2-4 napig inkubaltuk. A tor-
zsenként valtozd kisebb eltérésektdl eltekintve a B.mega-
terium protoplasztjainak regeneracids gyakorisaga gyakor-

latilag 100%-os.
3.6. Protoplaszt transzformldcidé plazmid DNS-sel

A transzformdlandd baktérium tenyészetbdl protoplasztot
preparaltunk. O,1 ml (5 x 108 pplt/ml) protoplaszt szuszpen-
zidhoz 10 pg /100 pl plazmid DNS prepardtumot adtunk. Ovatosan
Osszeraztuk, majd egyenld térfogatu 20%-os PEG /6 000/ oldat-
tal Osszekevertik, s szobahdn két percig inkubaltuk. A pro-
toplasztokat a DNS felvételi lépés utan ozmotikus korilmények
kozb6tt regenerdltattuk. A megacinA termeld transzformansokat
6ndetekcidval mutattuk ki. Olyan higitasokat készitettiink,
ahol a regenerdld baktériumok pazsitot képeznek, s e pazsit-
ban a megacinA termeld telepek kdril tiszta oldasi zbna lat-
hatdé. Az ily moédon kiszelektalt telepeket tisztitottuk,
auxotrofidjukat,megacind termeld képességiiket ujra ellendriz-

tik.



3.7. Gélelektroforézis

Az elektroforézist 0,7-1%-0s, 3 mm vastagsagu vertikalis
agarb6z /Sigma/ lapgélen végeztiik. A géleket Helling et al.
szerint készitettik /22/. Az elektrddpuffer Osszetétele a
kévetkezd volt: 50 mM Tris HCl pH = 8,0, 20 mM Na-acetéat,

2 mM EDTA, 18 mM NaCl. Az elektroforézist lassu futtatas
esetén 30 V fesziiltség mellett 14 6raig, gyors futtatas
esetén 60 V fesziiltséggel 6 6raig folytattuk. Az elektro-

_ forézis befejeztével a géleket 0,5 ug/ml etidium bromidot
tartalmazd elektroforézis pufferben festettilk 20-30 percig,
majd révidhullémhosszu UV lampa alatt értékeltiik, illetve

fényképeztik narancsvdrds szilirdt hasznalva.
3.8. CsCl-EtBr egyensulyi silirliségi gradiens centrifugalas /39/

A Curier-Nester mdodszerrel részlegesen tisztitott DNS
preparatumot 1,58 gr/cm3 CsCl, 500 upg/ml EtBr jelenlétében
36 000 rpm-mel, 15°C-on 48-60 6raig Sorvall T.658-1 rotor-
ban centrifugaltuk. A supercoiled plazmid DNS-t tartalmazd
frakciot Osszegylijtottik, s az etidium bromidot i-amilal-
koholos extrakciéval, a CsCl-ot 20 mM Tris.HCl /pH = 8,0/;

2 mM EDTA pufferrel szemben vald dializissel eltavolitottuk.
A plézmid DNS-t 2 térfogat alkohol és 0,1 térfogat kalium-
-acetdttal kicsaptuk, s centrifugdlas utén /16 000 rpm,

4°c, 1 6ra/ 10 mM Tris.HCl /pH = 8,0/; 10 mM NaCl; 1 mM

EDTA-t tartalmazd pufferben feloldottuk.



3.9. Restrikcids endonukledz reakcidk

A plazmid DNS-ek emésztéseihez EcoRI, Sall, BamHI,
HindIII, PstI restrikcidés endonukledzokat hasznaltunk.
Az emésztési elegyek O0,5-2 ug DNS-t, s 1-5 A-egység
restrikcids enzimet tartalmaztak.

EcoRI enzimmel t&rténd emésztéshez 0,1 M Tris-HCl

pH = 7,5, 5 mM MgCl 150 mM NaCl 8sszetételili, a tdbbi

2!
enzimmel tOrténd emésztéshez 10 mM Tris-HCl pH = 7,5,

10 mM MgC1l 10 mM 2-merkaptoetanol Osszetételll /Hind-

5
-puffer/ puffért hasznaltunk. A reakcid elegyek /[50-100 ul/
Osszetétele a kovetkezd volt :

1/5 térfogat dtszdrds tdménységii enzimpuffer, 4/5 térfo-
gat DNS, enzim, viz. Az emésztéseket 37°-on 4-24 béras
iddtartammal végeztliik. A reakcidkat 1/5 térfogat 50%-o0s

szahar6éz, 0,2 M EDTA, O0,1% bréomfenolkék oldattal &alli-

tottuk 1le.
3.10. A fuzids utddok tesztelése

Szelektdlas auxotrdf markerekre: a regeneralt bak-

térium telepeket paralell a kivant aminosavak, illetve
bazisok kiildnb6z86 kombindcidjaval kiegészitett minimal
lemezekre inokuléaltuk.

Szelektdlas megacinA termeld utddokra : a fenti el-

lendrzd sorozat utolsd lemezeként egy MTE lemezt hasznal-
tunk. A rdoltott baktérium koldénidkat kb. 12 éras,

30°C-on t6rténd inkubacié utdn kloroform gbzzel eloltik



és megacinA érzékeny tdrzs /rendszerint AF100/ Oreg tenyé-
szetével fellilrétegeztik. A megacinA termeld telepek koril
1-10 mm széles baktérium mentes zdéna volt detektalhatd.

Plazmid tartalom tesztelése : mind a tdrzsek viszony-

lag gyors tesztelésére, mind a plazmid DNS preparativ célu
tisztitadsara a Currier-Nester médszert / 9/ hasznaltuk ki-
sebb médositasokkal /10/. A tesztelés a plazmid DNS rész-
leges tisztitasaval, s azt kévetd agardz gélelektroforézis-
sel tortént. A vizsgalandd baktérium koldénidkat 100 ml YTA
folyadékba oldottuk, s 34-36°C-on éjszakan at razattuk. A
tenyészetet lecentrifugaltuk /4000 rém, 10’ /, és kimostuk

TS pufferrel /50 mM Tris-HCl, pH = 8,0, 25% szahardéz/. Az
iledéket 3,3 ml TS pufferben vettik fel, 0,66 ml lizozimot
adtunk /1 mg/ml 50 mM Tris-HCl-ben oldva, pH = 8,0/ és

20 percig 36°C-on inkubaltuk. Ezutan 1,3 ml 0,25 M EDTA-t
/pH = 8,0/ mértiink hozza, s ujabb 20 percig 36°C-on tartot-
tuk. A sejteket 6 ml 1izald eleggyel feltartuk /3% Triton X-
-100; 0,19 M EDTA; 0,15 mM Tris-HCl, pH = 8,0/. Az igy nyert
lizatumot 16 000 rpm-mel centrifugdltuk /Sorval SS-34 rotor/.
Az {iledéket 8 ml TE pufferben /50 mM Tris; 20 mM EDTA; pH-8,0/
szuszpendaltuk. Az oldat viszkozitasat pipettdzassal csdkken-
tettik, majd 3 N NaOH-ot csbpbgtettiink hozza, pH = 12,2-12,4
értékig. 5 percig lassan kevertettik, s a denaturalddott
DNS-t tartalmazdé oldatot 5,5 pH-ju 2 M Tris-HCl puffer csep-
penkénti adasaval neutralizaltuk pH = 8,6 értékig. A denatu-
ralt kromoszémalis DNS-t t&mény NaCl oldattal /3%-os végkon-
* centracidé mellett/ kicsaptuk, majd egyenld térfogatu fenol-

lal és kloroform-i~amilalkohol 24:1 aranyu elegyével az olda-
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tot extrahdltuk. A vizes fazisban feldusult plazmid DNS-t
C,l1 térfogat Kalium-acetat adasa utadn 2 térfogat hideg al-
kohollal -20°C-on egy éjszakan at kicsaptuk. Az alkoholos
csapadékot 16 000 rpm-mel lecentrifugdltuk /Sorval SS-34
rotor/. A csapadékot viztelenitettiik és 200-500 nul DNS
dializaldé oldatban /10 mM Tris, 10 mM NaCl; 1 mM EDTA,

pH = 8,0/ feloldottuk. A DNS mintak 10-50 pl-ét O,7-1%-o0s

agardz gélen elektroforetizaltuk.
3.11. Plazmid DNS-ek filter hibridizacidja

3.11.1, Filter készités

Az emésztetlen vagy restrikcidés enzimekkel emésztett
plazmid DNS-eket 0,7-1,0 $-os agardz gélen elektroforézis-
sel elvalasztottuk. Az EtBr-dal festett géleket fényképez-
tiik, majd a gélben 1évd DNS-t vagy DNS fragmentumokat nitro-
celluldéz filterre vittlik &t a Southern-technika /47/ alkal-
mazasaval. A géleket 0,25 M HCl-val kezeltiik 15 percig, majd
0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl Osszetételli denaturaldé oldatba helyez-
tiik. 20 perces mosas utdn az oldatot cseréltiik s a denatura-
1l&s ujabb 20 perce utédn 0,5 M Tris-HCl1l, pH = 7,0; 1,5 M NaCl
Osszetétell neutralizald folyadékba helyeztik. 20 percig
mostuk, majd a kezelést megismételtiik.

A gél méretével azonos nagysagu filtereket 2 x SSC oldatba
aztattuk [/1 x SSC : 0,15 NaCl; 0,015 M Na-citrat, pH = 7,0/.
A denaturacidé sorén létrejdtt egyszalu DNS molekulékat az
eldkezelt nitrocelluléz filterre szivattuk &t a gélbdl, a

gél és a filter kozdtti folyadék transzfert /20 x SSC/ szilird-
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papir felilrétegezéssel biztositottuk. 20-24 6ra transzfer
utén a géleket ujra festettiik, s ellendriztik az atvitel
hatékonysagat. A filtereket 2 x SSC-vel mostuk, majd 80°c-
on vakumban 2 o6ra hosszat szaritottuk, a DNS-t irreverzibi-
lisen a filterre kotottiik. |

3.11.2. 32P-jelélt prboba készitése

1-2 ug DNS-t a—32P-dATP—vel /spec. act. 800 Ci/mmol/

nick-transzlalassal jeldltiink Righby szerint. A minték

spec. aktivitasa 10-12 x lO6 cpm/ug volt.

3.11.3. Hibridizaléas

A filtereket 5 x SSC; 5 x Denhardt oldatban 67°C-on
6 6rat inkubaltuk, az aspecifikus DNS k&tés csodkkentése
cé134b61. A 2p-vel jeld1lt DNS mintakat csirke vordsvér-
test DNS hordozé jelenlétében 50% formamidban 10 percig
100°c-on denaturaltuk, majd a nylon zsdkba ragasztott
filterekre mértiik és 24 odraig 37°C-on hibridizaltattuk a
kovetkezd Osszetételli hibridizacids elegy 12 ml-ében:
5 x SSC
50% formamid
1l x Denhardt oldat /0,02% polyvinilpyrrolinon; O,02%
Ficoll; 0,02% marha szérum albumin/
100 ug/ml csirke vdrdsvértest DNS
32P-vel jeldlt prbéba DNS [1-2 ug/l10-20 x lO6 cpm/
A hibridizacidé befejezése utan a filterhez nem kotddott
radioaktiv anyagot mosassal eltavolitottuk. A moséast

4 x 30 percig 2 x SSC oldattal végeztik szobahdn. A mosott

filtereket megszaritottuk, majd autoradiografaltuk Kodak



X-OMAT R rdntgenfilm és erdsitd fdlia felhasznaléasaval.

4, EREDMENYEK ES MEGVITATASUK
4.1. TOrzskonstrukcid

A kisérleteinkben hasznalt Bacillus megaterium 216
tdrzs [AF216/ prototrdf, sporogén tdérzs, s jelentds mennyi-
ségli extrakromoszomalis DNS-t tartalmaz. A genetikai és
biokémiai vizsgdlatokhoz célszeri volt a megacinA termeld
tulajdonsagot genetikailag jellemzett B.megaterium tor-
zsekbe, s a lehetSségektdl fiiggden plazmidmentes szarma-
zékokba &atvinni.

Laboratdriumunkban a B.megaterium KM tdrzsének [AF100/
szamos auxotr6f mutdnsa allt rendelkezéslinkre, bar plazmid-
tartalmuk még.nem volt ismeretes. A tulajdonsag-atvitel
"recipiensének" egy haromszoros auxotrdéf B.megaterium KM
szadrmazékot valasztottunk, az Arg Leu Ti  Str® térzset
/AF321/. A prototrdf megacinA "donor" ellenszelekcidjara
a Timin mutansok trimetoprim rezisztenciajat hasznaltuk
fel. A megacinA termeld rekombindns fuzids utdédok izola-
lasa a kovetkezOképpen tdrtént :
elvégeztilk a protoplaszt fuzidt az AF216 és AF321 tdrzsek
k6zott. A fuzids utddokat szelekcid nélkiil hagytuk regene-
ralédni Arg, Leu, Ti-nel kiegészitett ozmbétikus minimal

taptalajon, oOlyan higitasban, hogy Osszefiiggd baktérigm;kn




kacsnyit Arg, Leu, Ti és timetoprim tartalmu minimal folya-
dékba oltottunk. A bendtt, trimetoprim rezisztens tenyésze-
tet kihigitottuk, és Arg, Leu, Ti, Trim tartalmu taptalajra
szélesztettik. Az izolalt klénok tulajdonsdgait replikazas-
sal ellendriztik, s az utolsdé /MTE/ lemezen a megacinA ter-
melést teszteltilk. A trimetoprim rezisztens kldénok kozdtt
nagy gyakorisdggal [kb.: 10%/ nyertiink megacinA termeld
utddokat. Ezek egy része az auxotrdf markerekre is rekom-
binans volt

Arg- Leu Ti~ Trim®' str’ megA

Arg_ Leu+ Ti~ Trim® Str’ megA

F str? megaA

Arg+ Leu Ti Trim
Arg+ Leu+ Ti~ Trim® Str® megA
A B.megaterium KM tdrzs tovabbi szarmazékaiba az Arg Leu
Ti~ Str® megA [AF321-1/ tbrzs fuzidjaval vittliik at a megaci-
nogéniat. Rendelkezésiinkre allt tehat néhany, genetikai mar-

kert hordozd megacinA termeld tdrzs, amelyekben elSszdr

megvizsgaltuk a tulajdonsagok stabilitéasat.

4.2. A tulajdonsagok stabilitéasa

Mar a megacinA termeld kldénok fisztitésa és ellendrzése
soran nyilvanvaldéva valt, hogy a termeldképesség nem stabil
tulajdonsag. Tiszta tenyészetekben mintegy 30%-os gyakori-
sadggal spontdn nem termeld utddok jelentek meg /l. abra/.

A fotd az AF321-1 tdrzs spontdn szegregidcidjat mutatja.
Az érzékeny baktérium pazsiton /AFl00/ szamos kldén nem hoz
létre oldasi z6nat. A spontdn szegregdcid a tulajdonsag

plazmidkdédoltsagara utal, ezért megprdobaltuk tovabbemelni



a szegregacid gyakorisagat plazmidtdrld szer alkalmaza-

sadval. Plazmidtdrld szernek ethidium-bromid oldatot hasz-

naltunk, 0,0-0,2 ug/ml koncentracidban.

Az eredményeket az alabbi tablazat foglalja &ssze

Baktérium | EtBr A vizsgalt megA‘ telep megA_ szegr.
torzs kongc. telepek szama $-0s gyak.
ug/ml szama
AF216 o néhany ezer O 0
0,2 néhany ezer 0 0
AF321-1 0 2192 657 2997
0,1 3143 1104 35,17
AF4z1-4 0 1266 390 30,8
0,025 1144 450 3953
0,05 1506 960 63,7
0,1 673 589 87,5




Az itt feltintetetteken kivil tovabbi 5 megacinA ter-
meld tdrzs spontan és indukalt szegregéciéjét vizsgaltuk
meqg [37/.

Osszegezve, azt az eredményt kaptuk, hogy az eredeti izo-
latum az AF216 t&rzs, igen stabil a megacinA termelés
szempontjabdl. Kisérleteink soran egyetlen nem termeld
k1ldént sem izolaltunk. Az AF1l00 tdrzs Osszes szarmazéka
viszont kissé eltérd, de atlagosan 30%-o0s gyakorisaggal
spontan veszti e tulajdonsagot. A plazmidtdrld szer hatésa
az egyes tdrzsekben eltérd, a megacinA termelés 30-90%-o0s
vesztését indukalja. A megacinA termelés tesztelésével
parhuzamosan minden egyes t&rzs auxotrdfia és rezisztencia
markereit is ellenOriztiik, s ezek a tulajdonsé&gok mindig
stabilnak mutatkoztak.

A B.megaterium KM t8rzs és mutans szarmazékainak
extrakromoszémalis DNS-érdl az irodalomban nem allt ren-
delkezésiinkre adat. Igy a megacinA atviteli kisérletekkel
parhuzamosan a fuzids partnerek és néhany tovabbi térzs

plazmid tartalmat vizsgaltuk meg.

4.3. A B.megaterium AF100 tdrzs és szarmazékai plazmid-

tartalmanak kimutatéasa

Az AF216, AF100, AF321, AF321-1 és AF421 jelld torzsek
tenyészeteibdl az Anyagok és Mdodszerek fejezetben ismerte-
tett médszerrel részleges plazmid tisztitdst végeztiink.

A plazmid prepardtumokat agard6z gélelektroforézissel vizs-

. galtuk és hasonlitottuk 8ssze.
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Az AF216 torzs extrakromoszomdlis DNS-e jOl tanulményozott,
a plazmid osztalyok szama és méretei ismeretesek. Ezért az
AF216 tOrzs plazmidpreparatumat durva molekulasuly referen-
cianak is hasznéltuk.

Az elektroforetikus vizsgdlatok eredménye azt mutatta, hogy
mind az AF100 tdrzs, mind auxotré6f szarmazékai /egy kivétel-
lel/ tartalmaznak plazmid DNS-t /2. abra/.

Az AF100 tdrzs legnagyobb plazmidja, az AF216 tdrzs plazmid-
jaihoz viszonyitva kb. 30 MD nagysagu, s joéval nagyobb meny-
nyiségben két kisebb mdélsulyu plazmid is jelen van.

Az AF321 tOrzs csak a legnagyobb méretii, 30MD mbélsulyu
plazmid DNS-t tartalmazza, a két kis mdélsulyu plazmid DNS
eltlint, valdszinilileg a t8bbszdri NTG mutagenezis eredmé-
nyeképpen. Az AF321-1 tdrzs az AF321 tOrzzsel azonosnak
tind, kb.: 30 MD mdélsulyu plazmid DNS-t tartalmaz. A 2. abra
5., 6.. és 7. preparatumdrdl késdbb lesz szod.

Az eredményeket az aldbbi tablazat foglalja Ossze
A_tdrzs_jele AF216 AF100 AF321 AF321-1 AF421

Plazmid oszt. Gl 3 12 1 o}

l. Az AF216 tdrzs 10 plazmid osztalyabdl agardz gélelektro-
forézissel csak 6 detektalhatd.
2. Az AF321 torzs igen kis mgnnyiségben tartalmaz egy
30 MD mélsulyu plazmid DNS-t.
Mivel az AF321 és AF321-1 tOrzs azonosnak tind plazmid
DNS-t tartalmaz, bizonytalannd valt, hogy fuzid soran vald-
ban plazmid atvitel tortént-e. Ha feltételezziik, hogy igen,

a fuzid sordn az AF216 tdrzsbd8l valamelyik plazmid atvivo-

dott, elképzelhetd, hogy



AF216

AF'100

AF321

AF321-1

AF421-4

2

11

abra

10

AF216

9

AF421-1
AF421-1
AF100 +
AF100

AF216 +

transzf.
fuziod

BamHI

BamHI



1. az AF321-1 tOrzs két kiilonbozd plazmidot tartalmaz,

s ezek kb. azonos nagysaguak;

2. az AF321 rezidens plazmidja elimin&ldédott, s csak az
atvitt plazmid van jelen;

3. az AF216 tdrzs egyik plazmidja atkeriilt ugyan, de vagy
a rezidens plazmiddal, vagy a kromoszdémalis DNS-sel rekom-
binalédott.

A kérdés elddntésére az AF321 és AF321-1 tbrzs plazmid DNS-
ét CsCl-EtBr gradiens centrifugdlassal tisztitottuk, s
BamHI restrikcids endonukledzzal megemésztettiik. A két
plazmid DNS restrikcids fragmentképét a kovetkezd abra

mutatja

AF321-1 AF321

3. abra

A BamHI enzim egyetlen hasitd hellyel rendelkezik az
AF321-1 tOrzsbdl izoldlt plazmid DNS-en, amig legaldbb
3-4 uj fragmentumot eredményez az AF321 plazmid emész-
tése.

Ha az AF321-1 tdrzs mindkét plazmidot tartalmazna, vagy az



AF321 plazmid szerkezete megvaltozott volna /rekombinacid,

delécid, inverzid/, az AF321-1 plazmid a meglévd egy helyett
tObb BamHI hasitd helyet kellene hogy hordozzon. Elfogadhat-
juk tehat azt a tényt, hogy az AF321 t&rzs rezidens plazmid-

ja elimindlédott.

Az eddigi eredményeket a kdvetkezOképpen foglalhatjuk
Ossze :
1. Mivel mds lehetséges méd nem allt rendelkezésilinkre, a
megacinA termeld tulajdonsagot protoplasztfuzidval vit-
tiik 4t a B.megaterium 216 [AF216/ tOrzsbdl a B.megaterium KM
tdrzs auxotrdof mutédnsaba [AF321/.
2. A megacinA termeld fuzidés utddok nagy gyakorisaggal szeg-
regalnak.
3. Az AF321-1 tdrzsben kimutattunk egy, az AF321 tdrzs
plazmidjatdl kililénbdzd plazmid DNS-t, amelynek moleku-
lasulya ~30 MD, latszdlag megegyezd az AF216 30 MD plazmid
kategdériajaval. |
Ezek az eredmények azonban még nem bizonyitjak kdzvetleniil,
hogy a megacinA termelés valdban az atvitt plazmidon koédolt
tulajdonsag, tekintve a protoplasztfuzidés kisérletek beveze-
tésben leirt kiértékelési problémait. Ennek bizonyitéasat
két kisérlettel kivantuk elvégezni :
1. kihaszndlva az AF42] torzs plazmid mentességét, olyan
fuzidés rendszert terveztiink, amelyben a megacinA ter-
melés atvitele, szegregacidja kozvetleniil kdvethetd a plaz-

mid DNS kimutatasaval.



2. Ugyancsak az AF42]1 todrzset hasznalva, az AF216 toOrzs

plazmid DNS-ével protoplaszt transzformacidét végeztlink,
s ezzel a megacinA termeld transzformansokbdl az AF216
plazmidjat azonositani tudtuk.

Az AF321-1 tOrzs haromszoros auxotrd6f, Str rezisztens,
megacinA termeld és egy kb. 30 MD molekulasulyu plazmid
DNS-t tartalmaz. Fuzibds partnere az AF421 tdrzs, szintén
harom auxotrdéfia markert hordoz, amelyek az AF321-1 marke-
reitdl eltérnek, soha nem volt megacinA termeld és nem tar-
talmaz plazmid DNS-t. A fuzid elvégzése utan tSbbféle tulaj-
donsag atvitelére szelektalhattunk.

Elsdnek izolaltunk olyan fuzidés utddot, amely csak a
megacinA termelést hordozta, mint ﬁj tulajdonsagot, egyéb-
ként AF421 sziiléi genotipusu volt. A plazmid tartalom tesz-
telésekor bebizonyosodott, hogy a megacinA termeléssel par-
huzamosan egy plazmid DNS is atkeriilt az AF321-1 tOrzsbdl.
Az AF421-1 baktériumok tovabbi tenyésztés soran megacinA
nem termeld utddokat szegregdltak, s ezek a sejtek plazmid-
jukat is elvesztették. |

A tovabbiakban a fuzidés elegy minimdl taptalajon tor-
ténd regeneraltatasaval prototrdf tulajdonsagu fuzids utd-
dokat izoldltunk.

Azok a prototrdof koldénidk, amelyek egyben megacinA
termeldkké is valtak, plazmid DNS-t is hordoztak. A megacinA
nem termeldk plazmid mentesek voltak.

Hasonld volt a plazmid tartalmuk a prototrdf megacinA
termeld és megacinA nem termeld szegregansoknak.

A megacinA termelés és a plazmid jelenléte tehdt mindig



A megacinA termelés és a plazmid atvitel kapcsolata fuzids

rendszerben
A kisérlet vazlatat az alabbi abra mutatja

AF321-1 AF421

Arg Leu Ti \/ Tre His Try
StrrmegA <::::>

PEG indukalta

protoplaszt fuzid

= | e

AF421-4 AF421-3 AF421-1

prot.megA e prot. Tre His Try
megA

AF421-4 AF421-1

prot. szegregans




egylitt észlelhetd, kapcsoltsagot mutat.

Erdekes megjegyezni, hogy az AF321-1 és AF421 tdrzsek fuzi-
6jabdél nyert prototrdéf megacinA nem termeld rekombindnsok nem
tartalmaznak plazmid DNS-t, mig az eredeti AF1l00 prototrof
térzsben harom kiilonb6zd méretl molekulat talalunk. Feltéte-
lezhetjik, hogy a plazmid molekuldkon nincs életfontossagu
tulajdonsag kdédolva, s a nem szelektalt markerként hasznalt
streptomycin rezisztencia is bizonyosan kromoszémalis tu-

lajdonsag.

4.4, AF216 total plazmid DNS-sel tOrténd protoplaszt

transzformaciod

Az AF216 tbrzs plazmid DNS-ét CsCl-EtBr gradiens
centrifugdlassal tisztitottuk. A tdrzs Osszes plazmidjat
tartalmazdé DNS preparatummal transzformaltuk az AF421 tdrzs
protoplaszt szuszpenzibdjat.

A transzformacid eredményeként megacinA termeld koldnidkat
kaptunk. A transzformdnsok elektroforetikus mobilitas alap-
jan az AF321-1 td8rzs altal hordozott plazmiddal azonos nagy-
sagu plazmid DNS-t tartalmaztak. Genotipusuk Tre His

Try megA volt /2. &bra 5., 6., 7. jeld mint&i/.

A tisztitott plazmid DNS-sel t&rténd transzformlcid direkt
bizonyiték arra, hogy az AF42]1 tdrzs protoplasztjaiba plaz-
mid DNS vitte a4t a megacinA termeld® képességet, Az irodalom-
b6l azonban ismert, hogy az AF216 tdrzs genomjanak kompli-
kalt a szerkezete /[/nagy extrakromoszomélis DNS tarta;om, ennek

feltételezett azonossdga a kromoszémalis DNS-sel/, s igy nem
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zarhatjuk ki annak lehet®ségét, hogy ebben a tdrzsben a
megacinA termelést meghatarozd DNS szekvencia a kromoszd-
mén is eldfordul.

Az AF216 és AF321 tdrzsek protoplasztfuzidjakor a két
szil6éi genom k&zvetlen kapcsolatba keriil egymassal, a kro-
moszomalis tulajdonsagok rekombindldédhatnak, s a citoplaz-
mak keveredése révén a plazmid molekuldk is uj kombinécid-
ban kerililhetnek at az utddsejtekbe. Annak elddntésére, hogy
ez az uj kombindcid csak kiilénb&zd0 molekula tipust jelent,
vagy megvaltozott molekula szerkezetet is, Osszehasonlitot-
tuk az AF421-1 transzformans és az AF321-1, AF421-1, AF421-4
fuzidbdl szarmazd tdrzsek plazmid DNS«&t, HindIII restrik-

cids endonukledz emésztést kdvetden.

4. &bra
l. AF421-1 transzformans; 2. AF421-1 fuzids szarmazék;
3. AF321-1; 4. AF421-4;

A: HindIII enzimmel emésztve



Az emésztési képen lathatd, hogy mind a transzformans, mind
. a fuzidbdl eredd megacinA termeld tbrzsek plazmid DNS-
ének HindIII enzimmel nyert emésztési fragment képe azonos.

A fuzid soran a plazmid molekula szerkezete nem valtozott

megq.

4.5. Az AF216 tOrzs megacinA termelést ko6dold plazmidjanak

kivalasztasa

Az AF216 tbrzs plazmidjainak molekulasulya Carlton és
munkatarsai munkajabdél ismert. Az AF100 mutdnsok fuzidval,
vagy transzformacidéval nyert megacinA termeld tdrzsei csak
egy, a megacinA termelést k6dold plazmidot tartalmazzak.
A plazmid molekulasulyanak meghatarozasa utadn az AF216
tdrzs 10 plazmidjabdél a megacinA termelést determindld
plazmidkategdria azonosithatd.

E célbbél az AF321-1 torzs plazmid DNS-nek néhéany
restrikcidés endonukledzzal végzett emésztését végeztik el.
Mivel laboratdriumunkkal kollaboracidban szovjet kutatdk
ugyanennek a plazmidnak a részletes fizikai térképezését
végezték, megelégedtiink az azonositdshoz elegendd adatok
megszerzésével. Adatainkat a fénykép és a tébiézat fog-
lalja O6ssze /5. abral/.

Az emésztési eredményekbdl lathatd, hogy a BamHI en-

zim egyetlen hasitdhellyel rendelkezik a plazmid molekuléan.



5. abra

Az AF321-1 tOrzs plazmid DNS-e

1
2
£
4
5
A

HindIIT
BamHI
Salrl
Sall

BamHI + Sall enzimekkel emésztve

HindIII enzimmel emésztve
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Az emésztéshez hasznalt enzimek

Sall BamHI Sall + BamHI HindIII EcoRI

Az emésztéssel nyert fragmentumok molekulasulya

MD-ban van megadva

11.7 31.0 11.5 4.0, 3.3 5.8, 4.2
8.8 6.4 3.0, 2.7 3.8, 3.45
6.4 6.0 2.15, 1.85 2.65, 2.2

3.4 1.55, 1.50 1.85, 1.6
1.25, 1.2 1.15, 0.96
0.9, 0.8 0.88, 0.77
0.72, 0.56
0.34
26.7 31.0 27.3 25.82 29.32

Sall enzimmel t&rténd emésztés 3 fragmentumot eredményez,
s a Sall + BamHI kettSs emésztés egy uj  fragmentuma valdszi-
niisiti, hogy a BamHI hasitdhely a Sall emésztéssel nyert
2. legnagyobb fraémentumon van.
HindIII és EcoRI enzimekkel /ldsd 4. abra/ végzett emésztés-
sel sok kis molekulasulyu fragmentumot kaptunk, amelyek ko&-
zil szamos a HindIII emésztési képen azonos mobilitasu.
Az itt nyert adatok alapjan a plazmid molekulasulya ‘26-31 MD.
Szovjet munkatarsaink a pontos értéket 30,9 MD-ban allapitot-
tiak meg. A 6. abra az altaluk elkészitett fizikai térképét

mutatja.
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6. abra

A baktérium rendszertani nevének kezddbetiiibdl, s a
molekulasuly szamjegyeibdl képezve a plazmid a pBM309 je-

let kapta.

Az irodalombdél ismert, hogy az AF216 tOrzs plazmid-
jali azonos szekvenciakat tartalmaznak. Az AF100 tdrzs
3 plazmid DNS-érdl nincs irodalmi adat. Erdekesnek lat-
szott annak ellendrzése, hogy a pBM309 plazmid vajon
egyedi szekvencidju-e, vagy szintén tartalmaz olyan sza-
kaszokat, amelyek méds molekulasulyu plazmidokon is megta-

lalhatdk.



Mivel az AF100 tdrzsnek nincsenek természetes megacinA
termeld szarmazékai, s szintén nem ismert természetes
genetikai kapcsolata az AF216 tdrzzsel, feltételezhetden
plazmid DNS-ei is kiilonbdznek pl. a pBM309 DNS-t3l. Ezt
tdmasztja ala a két térzs 30,9-31 MD mdélsulyu plazmidja-
inak eltérd restrikcidés emésztési térképe is.

Az Osszehasonlitast a pBM309 plazmid és az AF216, AF100
tdrzsek plazmidjainak DNS-DNS filter hibridizacidéjaval
végeztik el /35/. A hibridizacids kisérletben a pBM309

32P—dATP—vel nick-transzlalassal jeldl-

plazmid LNS-ét a-
tiik és hasznaltuk prdébaként. A Southern technikéaval /[47/
készitett nitrocelluldéz filterek at AF216, AF1l00 emész-
tetlen plazmidokat, s kontrollként a pBM309 plazmidot
hordoztdk /7.a. &bra/, valamint ezek HindIII enzimmel
nyert fragmentumait /7.b.abra/. A hibridizalast az
Anyagok és Mbdszerek fejezetben leirtak szerint végeztiik.

A pBM309 DNS nemcsak sajat magaval hibridizal
+/7.a. abra 1. és 3. savja/, hanem az AF100 t@rzs kismole-
kulasulyu plazmidjaival is /7.a. abra 2. savja/.

Az emésztett plazmid DNS-ek hibridizacibés képe mu-
tatja /7.b. &bra/, hogy a hibridizacid nemcsak néhéany
DNS szakaszra specifikus, hanem szinte minden fragmen-
tumra kiterjed.

Valdszinii tehat, hogy a pBM309 plazmid a megacina
termelésért felelds DNS szakaszon kiviil mds olyan szek-

venciakat is tartalmaz, amely mind az AF216, mind az

AF100 tdrzs plazmidjain eldfordulnak.



N

AF216 Osszplazmid preparatum
AF100 O8sszplazmid preparatum

pBM309 plazmid DNS

AF216 Osszplazmid DNS HindIII restrikcic
endonukleazzal emésztve
AF100 Osszplazmid DNS HindIII restrikcids

endonukleazzal emésztve
pBM309 plazmid DNS HindIII restrikcids

endonukleazzal emésztve



Az AF100, AF216, illetve pBM309 plazmidok homoldg
régidinak térképezése, valamint a megacinA termelésért
felelds régid lokalizalésa a pBM309 plazmid genomon to-
vabbi kisérleteket igényel. Az észlelt homoldogiak
Carlton és munkatarsai elméletét tamogatijak.

Tovadbbi érdekes informacidt szolgaltathat a Bacillus
megaterium plazmidok evolucidjaval kapcsolatban a pBM309
és a plazmidmentes AF421 tdrzs kromoszdmalis DNS-e k&-

zO0tti esetleges homoldégia vizsgalata.
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5. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy a megacinA terme-
lés plazmidon kédolt tulajdonsag. A protoplasztfuzidé, mint
plazmidatviteli médszer is igen hatéasosnak bizonyult a
Bacillus megaterium AF216 és AF100 tdrzs mutansai k&zott.

A megacinA termelést kdédold plazmid, a pBM309, kiilénbdzd
mértékl instabilitdst mutatott az idegen citoplazméas kor-
nyezetben, s kb. 30%-0s spontdn eliminacidéjat EtBr-dal tor-
ténd kurédlassal 30-90%-ra lehetett ndvelni.

Az irodalombd6l ismert az AF216 tdrzs 1O plazmidjanak

molekulasulya, s néhany fizikai jellemz&je. Az AF1l00 tdrzs
és mutansainak plazmidjairdl nem volt ezideig adat. Megdlla-
pitottuk, hogy az AFlOO tdérzs 3 klilonb6zd méretii plazmidot
tartalmaz, kozililiik a legnagyobb kb. 31 MD mélsulyu, s még
két kisebb molekulasulyu plazmid DNS is jelentOs mennyiség-
ben jelen van. Az AFl00 tdrzs kilonbdzd szarmazékai valdo-
szinlileg az NTG mutagenezis eredményeként a két kis mole-
kulasulyu plazmidot elvesztették, s egyikdjik [/AF421/ nem
tartalmazza detektdlhatdé mennyiségben egyik plazmid mole-
kulat sem.
Ez a tbrzs [/AF421/ megfelelt a plazmid DNS-sel végzett
protoplaszt transzformdcids kisérletek céljara, mivel a
transzformansokban egyértelmiien azonosithatd volt a bevitt
molekula. .

A protoplasztfuzidval és protoplaszt transzformacid-

val nyert megacinA termeld kldénok plazmid DNS-eit restrik-



cids emésztéssel Osszehasonlitottuk, s megallapitottuk,
hogy szerkezetlik azonos, a fuzid soran nem tdrtént DNS
adtrendezddés a molekuldan.

A megacinA termelésért felelds plazmid molekulasulyat
durvan 26-31 MD-ban allapitottuk meg, ami valészinusi-
tette, hogy ez az AF216 t6rzs 31 MD mélsulyu plazmidjaval
azonos.

A pBM309 egyetlen BamHI hasitdéhellyel rendelkezik, s mivel
markert [bakteriocin termelés/ hordozd plazmid, alkalmas
lehet mint vektor Bacillus megaterium tdrzsekben, s talan
a Bacillus genus néhany mas fajdban is /[pl. Bacillus
cereus/ genetikai manipulacids kisérletekre.

Elvégeztiikk a pBM309 plazmid DNS-DNS filter hibridi-
zacidjat az AF216, AF100 tdrzsek plazmid DNS-eihez, az azo-
nos szekvencidk kimutatasa céljabél. Erdekes mdédon a
plazmid mind az AF216; mint az AF100 tdrzs plazmid DNS-
eivel jelentds azonossagot mutatott.

E nem "megacinA-specifikus" hibridizacid magyarazata
azonban még tovabbi kisérleteket igényel, amelyek va-
laszt adhatnak az egyes Bacillus megaterium tdrzsek plaz-

midjainak evolucibéjara is.
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