Baktériumok valtozékonysaga, a genom evolucioja

Baktériumok evolucidja

IrAnyitott evollcids kisérletek

Mutaciok, reverziok, hibajavit6 mechanizmusok
Genetikai informaciok atvitele

1. Bevezetés

A baktériumok valtozékonysaganak legalapbbtmechanizmusa a baktériumok genetikai
anyaganak kémiai megvaltozasa, vagyigenotipus valtozasa

A baktériumoknal denotipus megvaltozasgyakran nem a genom kémiai megvaltozasanak
eredmeénye, hanem azt a sejtek fiziologiai tulajdgasak vagy életkorilményeinek
megvaltozasa valtja ki. Ezeknek a fenotipusos adajs jelenségeknek a hatterében gyakran
a gén-repressziok és derepresszidk bonyolult spaddi mechanizmusa rejlik. A fenotipusos
flexibilitas, vagyis a baktériumok nagyméntiékdaptacios képessége a genom
informéaciokészletének flexibilis és energiatakastf@hasznalasat ill. ikodését tikrozi.

A genetikai hattér valtozasa nélktgnotipusos eltéréselsokszokényszeii médosulasokat
tikroznek, pl. nem optimalis tapktzegben tokképesstleg csilldé nélkili formak, vagy
lizozim hatédséara sejtfal nélkili formak megjelends@bbi két esetben a csillg ill. a sejtfal
képzéssel kapcsolatos genetikai informacio éremedl sejtben.

A fenotipusos médosulasok masik csoportja, amiioyleges alkalmazkodas
végeredmény, pl. nagy sGkoncentraciohoz, antihiatidkhoz, toxinokhoz, extrém pH
értékhez. Az extrém korilmények kdzil ismét optimibrilmények kdzeé keriilve, néhany
generacid utan visszatér a tolerancia az eredetivallumra.

Fenotipusos moédosulas a jél ismert mechanizradsptiv enzimképzésvagyis az
indukalhatd transzkripcio és transzlacié, melyhiyos szabalyozé vegyuletek
megjelenésének, vagy éppertieisének a kovetkezménye (6konomikus anyagcsere).

A fenotipus mddosulasatél eltéganotipus mdodosulasaghiszen ilyenkor mindig a genom
kémiai megvaltozasarol van szé. A genom kémiai rdkkgrasa létrejohet fizikai hatasra, ill.
kémiai agensek hatasara, vagy mas DNS molekuladkealt kdlcsonhatasra.

A fizikai, vagy kémiai hatasra bekovetkemaradanddé moédosulasokat a genomban,
mutécioknak nevezzik.

DNS-DNS kdélcsdnhatasbol eiedenom modosulasokBXNS-rekombinaciénak nevezziik.



2. Evollciés kisérletek baktériumokkal

A genom megvaltozasat €s annak szerepét irangitolficios kisérletekben lehet
tanulmanyozni. Ezek soran egy bizonyos baktériumfdmot, vagy tobb baktérium vegyes
tenyészetét olyan anyagcsere feladatra kényszkritiglyre eredetileg, a kiindulé fenotipus
képtelennek bizonyult. A kényszériers a szelekciés nyomas.

Ezeknél a kisérleteknél feltételezziik, hogy a temates evollcid soran szerepet jatszo
mechanizmusok a laboratoriumi kisérletekben hageépiden lejatszodnak. Kilénésen fontos
szereplk lehet ezeknek a kisérleteknek a szenhy&zeyezeti elemek (viz, talaj, tledék)
altal kivaltott genetikai valtozasok, a baktériumak a szennyezettség altal kivaltott,
felgyorsult evolucioja vizsgalatakor.

Az ilyen tipusu vizsgalatok eredményei leggyakraibdzt mutatjak, hogy amikor a
baktériumok Uj anyagcsere-funkcidkra tesznek seerick mechanizmusa minddssze
egyetlen, vagy néhany mutacios lépést jelent, rkelggy mar megléyvenzimek produkcios
sebességét befolyasoljak, vagy korabban isdétdz nyugvo gének megnyilvanulaséra
hatnak, esetleg az enzimek felépitését, vagy azpamtrendszerek specifitasat érintik. Az
ilyen mechanizmusok Gtjan szerzett 0 tulajdonsagokagcsere funkciok megjelenésének az
az alapja, hogy a genomban mar eleve olyan gemnatfkamaciok vannak jelen, melyek mar
kozel megfelelnek a megoldando feladatnak. llyerskgenetikai kdédban mar viszonylag
kicsiny valtozasok a szervezet anyagcsere kapaoaidényeges modosulasat valthatjak ki.
Ezek a mechanizmusok féleg a finomabb kdrnyezétbxasokhoz val6 alkalmazkodast
teszik leheivé.

A kornyezet szelektiv nyoméasa hatasara létrejath @enetikai valtozasok esetén, melyek
soran egy Uj szubsztrat hasznositasanak, vagy gblaoxikus anyagirésének képessége
jelenik meg, mind a szabalyoz6 szakaszokat, minlihpee struktirgéneket érintik a
valtozasok.

Gyakori, hogy egy Uj enzim génje a baktérium gerddran nyugvé allapotban van jelent, s
ahhoz, hogy ismét képes legyen megnyilvanulni, oiaté van szilkség. A genomban nagy
mennyiséf meg nem nyilvanuld genetikai kapacitas van, mégios foku genetikai
plaszticitast biztosit, mely az evollcié szempdjaebnyds, hiszen néhany mutaciés
Iépéssel Uj anyagcsere-kapacitashoz lehet jutgemom nyugvé részének replikacidjara
forditott energiat kompenzélhatja a anyagcsereditggsan refl elony.

A DNS-DNS kdlcsénhatasokon alapulé adaptacio vizdgéa is alkalmasak az evollcios
kisérletek. Francia kutatok ilyen kisérleltekketdmyitottak pl. egy klérozott szénhidrogének
bontdsaban szerepet jatsz6 plazmidnak a szennyaagitin valo elterjedését a kldrozott
szénhidrogén koncentracio-, mint szelekciés nyonadéasara. A kisérletben olyan
génmanipulacioval ééllitott baktériumokat juttattak a talajba, melyelde emlitett géneket
plazmidhoz kétve épitették be. A talajban kévetweamipulalt baktériumok sorsét, azt
taléltak, hogy azok 24 -48 6ra leforgasa alatt stpultak. Viszont a sejtekbe épitett
plazmidok kimutathatdk voltak a talaj endogén mikn@jahoz tartozé baktériumokban.
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hatasat, szerepét és sorsat kovetni lehet ilyemggjtervezett evolucios kisérletekben, melyek
folyamatat a legmodernebb géntechnikai modszerd&ket kovetni.

3. A mutéacio

A mutéacié molekularis szinti értelmezésesoran a gén nukleotidszekvenciajaban
bekovetke# valtozasrél beszéliink, mely a kédolt fehérje gtredis és nikddésbeli
megvaltozaséat vonja maga utan. A valtozas két mddjaiba csuszik a replikacioba, 2. a
DNS cukorfoszfat lanca megszakad.

A spontan mutéciok soran altalaban pontmutéacio jon létre.éssterepet a bazisok tautomer
atalakuladsa jatssza.

Indukalt mutaciok esetén a mutagén agensek vagy a bazisok tauté@ciéjanak mértékét
névelik meg, vagy mas moédon idézik el replikacié soran a normalisan dssze nefn ill
bazisparok 6sszekapcsolodasat. Pl. ha a DNS-be hielyett 5-brom-uracil épll be, ennek
tautomer alakja sokkal gyakoribb, mint a timiné.tkién agensek még az alkilezerek,
melyek a bazisokat alkilezése révén okoznak téaesspdast. Az akridinfestékek a DNS
bazisparjai kozé ekédive Uj bazisparok beépiilését idés. Sugarzasok okozta mutaciok
esetében gyakori a pirimidinbazisok kdzott kialakkbvalens kdtések, melyek hianyokat
okoznak a kiegésditfonél szintézisében.

Szupresszormutacionaknevezzik azt, melynek soran eg§zeites mutacio altal mar inak-
tivalt gén nfikddoképességének visszadllitasa megy végbe. VO. rageit@&s back-mutacio.

Jellegzetes pontmutécio a baktériumokmithérséklet érzékenységnegjelenése. llyenkor a
mutécié a genomban csak kis métite#ltozast idéz é| mely valtozas a fehérje aktivitasat
normalis lbfokon nem befolyasolja, viszont extrém korilméniékott, pl. magas
hémérsekleten a nem tokéletes szekvenciaju fehérjiokmaciojat ugy modositja, hogy az
mar nem tud eleget tenni feladatanak, biologiavaksat megvaltoztatja, vagy megszinteti.

A mutaciok kdvetkezményei a sejtbenhogy megvaltozik a genom, melyet a megfigyeihet
tulajdonsagok (morfolégiai, fizioldgiai, kulturalipl. enzimaktivitdsbeli) jeleznek.

A mutacio lehet nyereséges (gain mutation), vagygteséges (loss mutation).

A nyereséggel jaré6 mutacidknal, pl. ha egy addig termebdott enzim termél képességét
idézi eb, akkor a genetikai valtozas késés nélkil megjklarfenotipusban.

A veszteséges mutacioknal kicsit mas a helyzemttlig van ideltolédas a genotipusban
kialakult helyzet és a fenotipusban megmutatkojdansag kozott. Pl. egy enzim
termelésének meg@aése csak késve mutatkozik meg, a kordbban megszéit
enzimtartalék megvan, aktiv, és a sejtek osztodksmaval feleédik, tehat a szaporodas
soran kihigul, hat generécio utan kb. az eredetc&ntracid 1 %-a lesz jelen az utddokban.

A mutacid a sejtpopulacié szintjén a mutans gyakorisaggal és a mutacié ratajavehjelz-
he®. A mutansgyakorisdg a mutansok aranya egy poidbidc, értéke 10és 10°kozott



valtozhat. A mutacié ratajat mutacio/sejt/generé&ggségben fejezzik ki, ami megadia,
annak a valészirségét, hogy a sejt egyszeri kettéosztoédasa soyametgcio fordul €.

A mutaciot kovet szelekcié a mutans és a nem mutans sejtek generacios idgje ko
kilénbség miatt is megtorténhet, természetesenmigittig a kivanatos irdnyba.

A kisérletekben altaldban un. abszolut szelekdkdtimaznak, vagyis olyan kdrtilményeket
teremtenek, mely csak a mutansoknak kedvezneknamgansok elpusztulnak, vagy
novekedésiuk gatolt.

Az antimutagenezisdsszefoglalé néven a mutaciok ellen hato téblye€s torténések
O0sszességét értjuk, pl. a hibajavitd rendszelgéodesét, vagy a mutécié fenotipusban valé
megjelenését akadalyoz6 okokat. Antimutagenéisszéliink akkor, is, ha a egy anyag,
vagy hatas a mutaciok szamat csokkenti. Megkuldweidet fiziologiai és genetikai
antimutagenezis. Esesetben a sejtek olyan fizioldgiai allapotuak,\hogm képesek
mutélodni, pl. nem szaporodnak. A masodik esetladddy, genetikai szinten végbenden
torténésekkel allunk szemben, pl. allélek, vagykikiiszobdb gének nikddésével.

Antimutagén agensek(fiziolégiai antimutagenezis) a purinnukleozidakkoffein, a
manganionok, az L-metionin, spermin €s mas poliakjiaktinomicin-D, bézikus fukszin. A
gének represszalt allapota is antimutagén hatédskakhet.

Genetikai hatterii antimutagenezisa sejtekben ikodé hibakikiiszébd@ mechanizmusokra
vezethet vissza. Erdekes, hogy a DNS hibajavitas-defic{aiggyos) baktériumokban az
UV-mutagenezis nemhogy ner,ide csokken. Ennek oka, hogy az UV hatasara békgxse
nem letalis mutacidk tulajdonképpen kdzvetve, @tén dolgozé javitorendszer altal kisebb
hibakkal helyredllitott genom valtozasai.

A DNS hibamentes javitasanak mechanizmusain. konvencionalis hibajavito
rendszerekkel torténik. Az E. coli UV hatasra lgtvé timin-dimerjeinek széthasogatasan
harom kilénbd& mechanizmusi enzimrendszer is dolgozhat:

1. Fotoreaktivacios mechanizmus: az enzimet, melyimidinbazisok dimerjeit elhasitja a
lathato fény aktivalja.

2. A sotétben javitas mechanizmusaban néggoaesében egymashoz kapcsol6dé enzim
végzi: egy specifikus endonukleaz, mely a dimerégja a DNS-BI, a létrejott rést egy
exonukleaz kitagitja, a hianyt a DNS-polimeraz pamalat templatként hasznalva kipétolja,
végll egy ligaz enzim Ujra 6sszekéti a szabad vatgek

3. Areplik&cio soran a testvér DNS duplexek kdzéttombinacioval is kikiiszobolhea
hibas szakasz. Specifikusan jelzett 8zDINS kovalens beéplilését tapasztaltak
leanyfonalakba UV-sugarzast ko§@NS replikacié és posztreplikacios javitas utan.
El6fordul a hianyos leanyfonalak posztreplikacios efgse is €s a hianyzo szegmentek
potlasa.

SOS-hibakikiiszéboélésE.coliban tanulmanyoztak legtébbet. Ez abblekben leirt
hibamentes hibakikliszoboléshez képest igen nagghitzalékkal §kodo rendszer, tehat a
DNS-t nagy valosziiséggel hibasan kijavitd rendszer. Ez a hibaramajakikiiszobdl
rendszer két modon vesz részt a DNS javitasabasgyakz a hosszU szakaszu kimetszéses
javitas, a masik a chloramfenikol érzékeny poskikagios javitas.



A nem kérosodott sejtekben az SOS-hibakikiszbt@idszer represszalva van, azonban UV-
sugarzas hatasara aktivalodik. Nemcsak az UV-sagade mas mutagan és karcinogén
anyagok hatasara is aktivalédik a rendszer. A néutagagy karcinogén agensek szabalyozo
jelet véltanak ki (SOS-jel), mely komplex indukci@dyamatot kezdeményez. A folyamat
soran kiloénbog, koordinaltan ikods SOS-funkcidk derepresszalodnak. Ezek
tulajdonképpen a tulélést segitik eint egy életmedtmiitét. A hibajavito aktivitason kivl
megjelenik a sejtosztodas késleltetése, bizonyosudkteazok aktivitasanak gatlasa, vagy a
DNS szintézis Ujrakezdeményezése a kromoszémdjéral. Olyan DNS polimerazok is
miikddésbe Iéphetnek, melyek a hibas (timin-dimer) Dol replikacidjat képesek

folytatni, igaz, hogy igen nagy hibaszazalékkal.

Sértetlen, replikaciéra képes DNS-sel rendelkéajesen ép sejtekhez SOS
hibakikliszobdlést gerjeszaktivitasu pl. UV-sugarzott E. coli sejtkivonatesziink, akkor

a nem besugarzott populacidban is megnovélhdiazisok hibas beépitésének gyakorisaga,
tehat megnovekedett mutacids ratat eredményez.

4. Az informaciocsere modjai és feltételei a prokadtaknal
A rekombinécio lehetséges mddjai baktériumoknal:

1. Idegen DNS-ek transzmembran felvételére visszadiied transzformacio
2. Bakteriofagok segitségével a géneknek a dorbésej recipiensbe torténtranszdukciodja
3. Szexualisfolyamatokkal analdg és plazmidok (F-faktor) seggevel végbemérgéncsere.

(Ezek jelentését, lefolyasat, jellediiz korabbi tanulmanyok alapjan kell tudni)

A transzforméaci6 a természetben

A recipiens oldott allapotban veszi fel a donor D&SA transzformalé DNS-t egyes fajok
spontan bocsatjak ki, pl. nyalkaanyagukban, de @y, hogy az elpusztult sejtedvalnak
szabadda.

Transzformaciora azok a sejtek képesek, melyek madgkulasulyl anyagokat képesek
felvenni (kompetencia).

A genetikai rekombinacio tovabbi feltételei, hogséaztvev sejtek kdzeli rokonok legyenek,
hogy a restrikciés modifikaciés rendszerik komphgilbegyen és hogy a rekombinaciéhoz
szikséges DNS péarosodas, vagyis a homoldg DNSszakazoros 0sszetapadasa
megtorténhessék. A DNS parosodas nagyfokl homékigitelez fel. Csak ezutan
kovetkezhet a gének kicsefédése.

A természetes transzformacié a sejt normalis arpggjének része, a folyamat funkcioi a
kromoszoman kodoltak, a kompetencia pedig a sdelakbmastol fligden megjeled,
Orokletes tulajdonsag. A transzformacio jelenlététrmészetben az alabbiak valosgitik,

ill. befolyasoljak:



1. Nukleinsavak minden kornyezeti elembeffaidulnak, talajokban, tledékekben
felgyulemlenek, a humuszanyagokhozdkiite stabilizdlodnak. llyen allapotban a
nukleazokkal szemben ellendlléak, tehat a kompetepsk szamara rendelkezésre allhatnak.
2. Az oldott DNS jobban transzformal, mint a szlléészecskek fellletéhez kotottek.

3. A szabad DNS-nek a baktérium kérnyezetébentjidaartozkodasi iske van sziiksége,
hogy a transzformacié realizalodjék.

4. A felveW sejt kompetenciaja atmeneti és tobb tétkéz kotott tulajdonsag.

5. A baktériumok sejtfalon at tort€iDNS-leadasa tobb faj esetében bizonyitott.

Plazmidok, vagyis extrakromoszomalisan orokitett rplikonok

Fajtai: szexfaktorok: pl. E. coli F-faktora
col-factorok: colicin termelésért feta géneket tartalmazo6 plazmidok. A colicinek a
koliformokra letélis fehérjetermésebxinok
rezisztencia faktorok: antibiotikum rezisztencidélelos géneket tartalmaznak
penicillindz plazmid, Staphylococcusoknadl: fag\etitéssel jutnak at egyik sejtbél a
masikba.

A plazmidok transzferje sefiirsejtre tobb mechanizmus szerint térténhet.

1. Konjugécié soran a plazmid képes sajat trangtfelvégezni

2. Szexpiluson keresztil: a pilus specidlis fefampdakbol allo kép&dmeény, szintéziséért a
plazmid felebs. A két sejt ezen keresztil kertil kontaktusbala&mpid egyik fonala az egyik,
masik fonala a méasik sejtbe keril. A transzfereghpzamosan megtorténik a DNS
komplementerével valo kiegészilése. A transzfar otagtorténik a cirkularizacio.

Episzéméanak nevezzik azokat a plazmidokat, melysezdasejt kromoszémajaba képesek
integralodni.

Az atvitelre képes plazmid mobilizalhatja az ont&tve nem képes plazmidokat, vagy ugy,
hogy azzal 6sszekacsol6dva segiti annak atjutgsiéidson, vagy ugy, hogy atadja a
mobilitdshoz sziikséges géneket a korabban onéévitem képes plazmidnak. Egyes
plazmidok mag a kromoszomat is képesek mobilizéin a az F-faktor.

A plazmidok elvesztése és transzfer utjan valGzasgerése az a két folyamat, melynek
egyensulya a baktérium populacidban egy alacsamgeszkban, de fenntartja a plazmidokat.
Ha az egyensulyt megzavarja a szelekciés nyomasgglas antibiotikum koncentracio, a
plazmidok hirtelen elterjednek a teljes populacitba

A plazmidok transzmissziojat a pilusképzés gyalagasimitalja. A plazmidok megfelel
korilmények kdzott transzformacioval is atjuthatealik sejtlbl a masikba.



A laboratdériumi gyakorlat menete

A gyakorlat soran szennyezett talajban lejatsamtiptacios folyamatokat fogunk
laboratériumi méretben modellezni.

Tiszta és kismértékben szennyezett talajok adaitidhgat vizsgalunk iszapreaktorokban.

A kornyezetben leggyakrabbarbferduld és legveszélyesebb szervetlen és szerves
mikroszennyedk kozul a nehézfémek és az asvanyi olajok hatazsgaijuk.

Novekw fém- ill. asvanyolajkoncentracio hatasat kovetizkdbben a szennyértiird
baktériumtdrzsek koncentraciojanak merésével.

A nehézfém (réz és cink) koncentraciét hetenkéfppth, az asvanyiolaj koncentraciot
hetenként 10 000 ppm értékkel néveljik. A szendyaellé tapsdoldatot is adagolunk az
iszapreaktorokba.

A toxikus anyagokatit ill. bontd baktériumpopulacié vizsgalata és aszdinok
meghatarozasa hatarhigitasos ill. lemezontésesikdetal torténik. Az adaptéltatott talajt
tartalmaz6 reaktorokbdl kivett mintakat a kontnolt viszonyitjuk.

A nehézfémirés és asvanyolajbontas tulajdonsaganak antibratiézisztenciahoz kapcsolt
voltat is vizsgaljuk, mérve és dsszehasonlitvandibiatikumrezisztenicia tulajdonsag
gyakorisagat az adaptaltatott és a kontroll kiseklsen.

Az adaptélodott sejtek szadmat hetenkénti vizsgdlltivetjik. A meginditott kisérletet
hetenként masik csoport értékeli, a legvégén mindeport megkapja a tobbiek eredményét
€s az egész kisérletidiszakra vonatkozo értékelést is ad.

A vizsgalatok menete:

1. Nehézfémiir6 sejtek szama

2. Olajbonto sejtek szdma

3. Antibiotikumtiré sejtek szama

Beadandd: jegyskonyv: elméleti alapokkal, a mérés menetével, sagdmeényekkel, teljes
idészakra vonatkozé 6sszehasonlité eredményekkel.
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