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BADANIA NAD REGULACJA SYNTEZY j-GALAKTOZYDAZY
U MYCOBACTERIUM PHLEI
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Kierownik: prof. dr J. G. Weiszfeiler

Celem naszych badan bylo uchwycenie indukcji j-galaktozydazy
u pratkéw i regulacji syntezy tego enzymu. Uzyskane wyniki badan te-
go problemu przedstawiono na sympozjum atypowych mykobakterii
w Tihany 1971 r.

Badania przeprowadzono na szczepie M. phlei ATCC 19249. Hodowle
wstrzasane prowadzono na poisyntetycznym podiozu z hydrolizatorem
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Rys. 1. Badanie indukcji w nietknictych bakteriach M. phlei. Kolumny wykazuja
wyniki badan w roéznych ckresach czasu (migdzy 24 a 48 godzing)
a — wyjsciowa aktywno$¢ hodowli, b — wyjsciowa aktywnos¢ hodowli po glo-
dzeniu, ¢ — dziatanie laktozy, jako czynnika indukujgcego (10—:M), d — dzialanie
melibiozy, jako czynnika indukujacego (107*M)

kazeiny w temp. 30°C. Po odwirowaniu, glodzono je przez 38 godzin W
buforze fosforanowym M/15 przy pH 7 a nastepnie badano dziatanie
czynnikow indukujacych. Juz weczeéniej stwierdzono, ze w tym ukladzie
-galaktozydaza u M. phlei jest podatna na czynniki indukujace.
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Rys. 2. Indukcja enzymu z IPTG i ha-
mowanie antybiotykami oraz katabolity
u glodzonych bakterii M. phlei
1 — kontrola (wyjsciowa aktywnos$é po
glodzeniu), 2 — ITPG 10—3M, 3 — ITPG
10—3M + aktynomycyna D, 1500 ug/ml, 4 —
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/ % ITPG 10—3M + chloromycyna 150 pg/ml,
é é 7 5 — ITPG 10—3M + streptomycyna 100
00— 3 4 5 ug/ml, 6 — IPTG 10—M + glukoza 10—'M

Rysunek 1 dowodzi, ze melibioza stosowana w réznych odstepach cza-
su ma duzy wplyw na zwiekszenie aktywnosci enzymatycznej.

Rysunek 2 przedstawia wyniki badan, w ktérych obok czynnikéow in-
dukujgcych, stosowano rowniez roézne antybiotyki. Wykazano, ze dzia-
lanie PTG izopropylo-3-galaktopyranosydu prowadzi do zahamowania
specyficznego niemetabolicznego czynnika indukujacego p-galaktozydazy
ze zwiekszeniem enzymatycznej aktywnosci, stosowanego 1lgcznie z anty-
biotykami: jak aktynomycyna, D-chloromycyna czy streptomycyna, kto-
ra oddzialowuje na poziom translokacji czy transkrypcji. Do wywotania
hamowania sg jednak niezbedne wysokie stezenia antybiotykow (150 ug
na 1 ml).

Rysunek 3 przedstawia powtdrzenie uprzednich badan z tym, ze bak-
terie hodowane sg nie na polsyntetycznym podlozu z hydrolizatem ka-
zeiny, lecz na podlozu Sautona. W tych warunkach nie stwierdza sie
dzialania indukujgcego na zwiekszenie aktywnosSci enzymatycznej.
W przypadku prowadzenia hodowli no podiozu bulionowym réwniez nie
stwierdzono zadnej indukcji enzymatycznej. p-galaktozydaze mozna
stwierdzi¢ tylko przy prowadzeniu hodowli na podlozu z hydrolizatem
kazeiny i w tym przypadku glodzone bakterie M. phlei wykazujg wplyw
na czynniki indukujace. '

Zubay, Chamber i Chong wykazali, ze g-galaktozydaza powstaje row-
niez u E. coli. Wykazali oni réwniez zdolno$¢ jej indukowania w wolno-
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Rys. 3. Badanie indukcji i jej hamowania “&1,0
u bakterii M. phlei hodowanych na pod- 25

luzu Soutona 'gz_o
1 — kontrola (aktywno$é wyjsSciowa), 2 — E"
melibioza 10—2M, 3 — TMG 10-3M, 4 — ="
IPTG 10-3M, 5 — IPTG 10-3M + akty- =10
nomycyna D, 150 pug/, 6 — IPTG 10-3M + x 05
chloromycyna 150 ug/ml, 7 — ITPG 10-3 + = 80 4 4

+ glukoza 10-'M J 6 !



REGULACJA SYNTEZY B-GALAKTOZYDAZY U M. PHLEI

253
16,0 - 2
N 14,0}
i %
© 12,0 %
e 2
ok g ?
7 Z
Rys. 4. Indukcja w ukladzie wolnym od D 40 % /
~.
komoérek S 601 % /
A — 2-godzinny okres indukcji, B — 18- S 40 / /
-godzinny okres indukcji, I — kontrola E ’ % /
(aktywno$é wyjsciowa), 2 — IPTG 10—3M, 20 4 / 3 : % 3
3 — IPTG 10—3M + streptomycyna 0,0 é |77 . . // 273
100 pg/ml A 8

komorkowym ukladzie przy nieobecnosci makroergicznych polaczen
(ATP, CTP itp. oraz aminokwasow).

Rysunek 4 przedstawia wyniki do$wiadczen, w ktoérych badano indu-
kowang synteze enzymatyczng w ukladzie wolnokomoérkowym u M. phlei.
Przemyte wygtodzone bakterie rozbijano przy pomocy wirowania przy
23 tys. g w desintegratorze typu Mickla. Supernatant, ktory zawieral cala
zawarto$¢ komoérki, bez Sciany komoérkowej, dodawano do podloza z hy-
drolizatem kazeiny i IPTG, jako czynnika indukujgcego. Nie stosowano
zadnych makroergicznych polgczen, Jak ATP, CTP jako dodatkéow do
uktadu.

Na podstawie przeprowadzonych ba'dan stwierdzano wyrazng indukcje
enzymatyczng zaréwno po krotkim czasie, nie dluzszym od 2 godzin, jak
1 po diugim okresie czasu indukcji trwajgcym 18 godzin. Stwierdzone
zwigkszenie aktywno$ci enzymatycznej bylo hamowane przez strepto-
mycyne.

W dalszych doswiadczeniach badano, czy p-galaktozydaza w bakte-
riach jest wbudowana w organelle komoérkowe, czy wytwarzana jest
w stanie wolnym. Bakterie rozbijano w desintegratorze Mickla i frakcjo-
nowano roézniczkowym wirowaniem. Po rozbiciu w desintegratorze, od-
rzucano nierozbite komorki przez wirowanie przy 10 tys. g a Sciany ko-
morkowe przy 17 tys. g. Przez wirowanie przy 30 tys. g otrzymywano
frakcje ,,mitochondrialng”. Z supernatantu, uzyskanego po wirowaniu
30 tys. g otrzymywano rybosomy, izolowano réwniez frakcje cytoplazma-
tyczng po 3-godzinnym wirowaniu przy 105 tys. g. We wszystkich frak-
cjach badano aktywno$¢ @-galaktozydazy. Tylko frakcja supernatant
105 tys. g wykazywala wyrazng aktywno$¢ enzymatyczng. Enzym ten nie
jest zwigzany z organellami komoérkowymi.

Z supernatantu 105 tys. g uzyskano dalsze frakcje, czesciowo za po-
mocg chromatografii jonowymiennej a czeSciowo technikg filtracji w zelu.

Rysunek 5 przedstawia wyniki badania supernatantu 105 tys. g, uzy-
skane chromatografia jonowymienng. Do kolumny DEAE Sephadex

18 — Atypowe mykobakterie
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Rys. 5. Frakcjonowanie chromatografia jonowymienng elstraktéw wolnych od ko-
moérek (105 tys. g supernatant) na kolumnie DEAE Sephadex Aj,Cl
I — woda destylowana, II — M/15, pH 7 P roztwér buforu, III, 1V, V — w roztwo-
rze buforowym 0,1 M, 0,3 M, 1,0 M NaCl, a — krzywa elucji przy dlugoéci fali
260 mu, b — krzywa elucji przy diugosci fali 280 mp, ¢ — krzywa elucji przy
diugosci fali 420 mu (aktywno$éé enzymatycznej frakcji)

As5oCl, czestos¢ 2X20 cm, nakladano 10 ml supernatantu z 600 pg/ml
biatka. W tych warunkach uzyskiwano ok. 90% g-galaktozydazy w e-
luacie badanej frakcji, przy uzyciu 1,0 M NaCl. Frakcja ta pod wzgledem
tadunku zachowywala sie jednorodnie.

Supernatant 105 tys. g, po okresSleniu ciezaru czasteczkowego, frakcjo-
nowano w kolumnie Sephadex G 200. Najpierw sporzgdzano krzywa
standardowg w celu okreslenia ciezaru czasteczkowego przy uzyciu ko-
lumny Sephadex G 200 Kjsx45 przy eluowaniu destylowang wodg. Woda
destylowana nie jest idealnym $rodowiskiem dla eluowania, w celu okre-
slenia ciezaru czgsteczkowego, jest ona jednak niezbedna do uzyskania
aktywnego enzymu.

Krzywa standardowa (rys. 6) byla sporzgdzona w mieszaninie zwigz-
kOw o znanym ciezarze czasteczkowym Dextran Blue, IgM, makroglobu-
lina, IgM globulina, hemoglobina, rybonukleaza, vitamina Bi,.

Supernatant 105 tys. g uzyskano z hodowli M. phlei.

Z rysunku 7 wynika, ze f-galaktozydaza w nieindukowanych komér-
kach bakteryjnych znajduje sie w 3 frakcjach o roéznych ciezarach
czgsteczkowych:

1) ciezar czasteczkowy ok. 400 tys.

2) ciezar czasteczkowy ok. 20 tys.

3) ciezar czgsteczkowy ok. 40 tys.
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Rys. 6. Krzywa standardowa oznaczania ciezaru czasteczkowego kolumna: Sephadex
G 200 K 25 X 45, eluat: woda destylowana
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Rys. 7. Frakcjonowanie supernatantu 105 tys. g nieindukowanych komorek bakte-
ryjnych na kolumnie Sephadex G 200
eluat: destylowana woda, a — krzywa elucji przy 620 mu, b — krzywa elucji przy
280 mu, ¢ — krzywa elucji przy 420 mp (aktywnosci enzymatyczne frakcji)

Nie rozstrzygnieto, czy te 3 formy, wiasciwe izoenzymowi, s3 jedno-
rodne, czy przedstawiajg rozne pod wzgledem czgsteczkowym formy po-
limeryzacyjne. Kwestia ta wymaga dalszych badan. Nalezy stwierdzi¢,
ze wiekszoéé indukowanych enzymoéw nalezy do frakcji o niskim cigzarze
czasteczkowym. Aktywnos$¢ frakcji o cigzarze czasteczkowym 400 tys.
jest bardzo niska.

W dalszej czeéci doswiadczenia badaniom poddano supernatant 105
tys. g uzyskany z wyglodzonych indukowanych komoérek przy uzyciu
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te] samej metody. Rysunek 8 dowodzi, ze wiekszo$¢ przypadkow p-ga-
laktozydazy w tych warunkach stwierdzono we frakcjach o wysokim
cigzarze czgsteczkowym.
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Rys. 8. Frakcjonowanie supernatantu 105 tys. g indukowanych komoérek bakteryjnych
na kolumnie Sephadex G 200. Objasnienia jak na rys. 7

Z. Magyar, J.G. Weiszfeiller

STUDIES OF THE REGULATION OF f-GALACTOSIDASE SYNTHESIS
IN MYCOBACTERIUM PHLEI

Summary

The experiments were performed with M. phlei ATCC strains No 19249. The
bacteria were cultivated in a semisynthetic media containing casein hydrolisate.
The f-galactosidase — production was induced by IPTG after 8 hour starvation.
It was shown that induced protein — synthesis could be inhibited by Actinomy-
cin D., Chloramphenicol, Streptomycin and glucose as a catabolite. The enzyme
induction process took place also in a cell-free systen and this was inhibited by
antibiotics at the level of translation and transcription. The bacteria grown in
casein — hydrolysate — containing media were disrupted by X-press or Mickle-
-desintegrator. Three isoensymes of f-galactosidase were etanilished in the cell-

free extract by differential centrifugation, Sephadex gelfiltration and ionicexchange
chromatography.



