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Sposéb otrzymywania mutanbw
o zwiekszonej zdolno$ci wytwarzania antybiotykéw polipeptydowych

Przedmiotem wynalazku jest prosty sposdb otrzymywania mutantéw o zwiekszonej zdolnosci do biosynte-
zy antybiotykéw polipeptydowych,w szczegélnosci wysokoaktywnych mutantéw drobnoustrojéw tworzacych
endospory (przetrwalniki).

W opisie patentowym nr 66255 podany jest sposdb otrzymywania mutantdw o zwiekszonej zdolnosci
wytwarzania antybiotykéw z grupy polipeptydéw, polegajacy na selekcji mutantéw, niezdolnych do asymilacji
aminokwasOw, biorgcych udziat w syntezie antybiotyku. Istota tego wynalazku polega na uszkodzeniu w komoér-

* kach drobnoustroju, na drodze indukowanej mutac]i, uktadéw enzymatycznych, odpowiadajacych za przemiane
kataboliczng aminokwaséw, tworzacych czasteczke antybiotyku oraz na prostym sposobie réznicowania
poszukiwanych mutantéw.

Obecnie stwierdzono, ze w przypadku bakterii przetrwalnikujacych, opierajgc sie na innych niz wyzej
wymienione kryteriach, mozna otrzymywac w prosty i szybki sposéb mutanty o wysokiej zdoInosci wytwarzania
antybiotykéw polipeptydowych.

Biosynteza antybiotykéw polipeptydowych rozpoczyna sie po zakoriczeniu fazy logarytmicznego wzrostu
drobnoustroju i maksymalne jej nasilenie przypada na faze stacjonarng wzrostu. W tej samej fazie wzrostu
i w tych samych warunkach drobnoustroje przetrwalnikujace przechodzg w stadium sporogenezy, koriczace sig
uksztattowaniem endospory (przetrwalnika).

Wedtug dotychczasowego pismiennictwa naukowego przyjmuje sie, ze istnieje $cisty zwigzek mledzy
biosyntezq antybiotykdéw polipeptydowych i sporogeneza.

W toku badart wtasnych nad biosynteza antybiotykéw polipeptydowych, wytwarzanych przez szczepy
z rodzaju Bacillus, stwierdzono, ze aktywno$é antybiotyczna szczep6w nie jest zalezna od wytwarzania endospor.
Stwierdzenie tego faktu, przyczynito si¢ do opracowania prostego i szybkiego sposobu selekcji wysokoaktyw-
nych mutantéw, wytwarzajacych antybiotyki polipeptydowe, opierajacego si¢ na racjonalnej ingerencji w procesy
komoérkowe drobnoustroju.
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W sposobie wedtug wynalazku wydziela sie sposréd duzej liczby komoérek indukowane mutanty z blokiem
genetycznym na szlaku sporulacji. W biosyntezie antybiotykéw polipeptydowych i sporogenezie istotne znacze-
nie maja aminokwasy, z ktérych tworzy sie czasteczka antybiotyku i ktére sa podstawowym sktadnikiem
w procesie tworzenia endospory (np. ptaszcz endospory skiada sie z kilku warstw biatkowych). Obydwa
procesy, przebiegajac w tej samej fazie wzrostu, czerpia materiat budulcowy z tej samej puli metabolicznej
aminokwasow. Indukcja bloku genetycznego, wyrazajacego sie zahamowaniem procesu sporulacji, stwarza
korzystne warunki do zwiekszenia puli aminokwasowej w komérce drobnoustroju itym samym sprzyja
intensyfikacji biosyntezy antybiotyku polipeptydowego.

Sposob wedtug wynalazku polega na tym, ze komérki drobnoustroju poddaje sie dziataniu czynnika
mutagennego (np. promieni nadfioletowych, nitrozoguanidyny, iperytu azotowego), celem wywotania mutacji
gendéw kontrolujacych proces sporulacji, po czym wysiewa si¢ zawiesing na ptytki Petri‘ego z agarem hodowlanym
tak, aby wystapit wzrost w postaci pojedynczych kolonii, inkubuje w termostacie i sposrod wyrostych kolonii
selekcjonuje mutanty sporulacyjne metodga makroskopowa, mikroskopowq lub metodq wysiewu po uprzednim
ogrzaniu hodowli w kapieli wodnej o temperaturze 70°C w ciagu 20 minut.

W wyniku tak przeprowadzonej selekcji otrzymuje sie mata grupe populacji, stanowiaca drobny odsetek
(rzedu okoto 10~3) kolonii, wyrostych z komoérek, poddanych dziataniu mutagenu. Wyizolowane mutanty
poddaje sie dalszej selekcji, polegajacej na ocenie ich zdolnosci do biosyntezy antybiotyku metoda fermentac;ji
w kolbach na trzesawce.

Réznicowanie mutantow sporulacyjnych (asporogennych i oligosporogennych), stanowigcych potencjalne
2rédto szczepdw o zwiekszonej zdolnosci wytwarzania antybiotykoéw polipeptydowych, mozna przeprowadzaé
réznymi sposobami. U wiekszosci szczepdw rodzaju Bacillus, ktére wytwarzajq wiekszo$¢ poznanych antybioty-
koéw polipeptydowych, skuteczna jest metode makroskopowa, polegajaca na obserwacji wygladu kolonii. Mutanty
sporulacyjne na agarze hodowlanym tworza kolonie przezroczyste i bezbarwne, istotnie r6zniace sie¢ od kolonii
szczepu wyjéciowego.

W przypadku drobnoustrojow, u ktérych nie obserwuje sie zréznicowania morfologicznego kolonii, izoluje
sie pojedyncze kolonie do ptynnej pozywki sporulacyjnej i po 48—72 godzinnej inkubacji ogrzewa sie hodowle
w kapieli wodnej o temperaturze okoto 70°C czlem zabicia komérek wegetatywnych i nastepnie wysiewa sie na
agar odzywczy. Te populacje, ktdre nie wyrastajag w ogble po ogrzaniu lub tworzg nieliczne kolonie, poddaje sig
dalszej selekcji. Korzystnym wariantem tej metody jest wstepna ocena zdolnosci sporulacji poszczegéinych
kolonii, dokonywana na podstawie obrazu mikroskopowego preparatow, barwionych zieleniag malachitowa (na
endospory).

Wysokoaktywne mutanty, wytwarzajace antybiotyki z grupy polipeptydéw, otrzymane sposobem wedtug
wynalazku wykazujg stabilnosé¢ pod wzgledem cechy wytwarzania antybiotyku, tatwa jest-ich hodowla i sq
uzyteczne w procesie produkcji antybiotykéw polipeptydowych. Kilkakrotne pasazowanie i przechowywanie
hodowli na agarze wciagu kilku tygodni w temperaturze 2°—4°C, jak réwniez przechowywanie w postaci
zliofilizowanej, nie wptywato na obnizenie aktywnosci antybiotycznej wyizolowanych wysokoaktywnych
mutantéw.

Dalsze szczeg6ty, dotyczace sposobu postepowania znajduja sie w przyktadach, ktére stuza do objasnienia,
ale nie ograniczajg wynalazku.

Przyktad |I. Otrzymywanie mutantow szczepu Bacillus licheniformis NCIB 8874 o zwigkszonej
zdolnosci wytwarzania bacytracyny.

Selekcji poddano aktywny szczep Bacillus licheniformis, ktéry w hodowli trzesawkowej wytwarzat okoto
230 j/ml (1 j = = 20 mcg) bacytracyny.

W celu otrzymania poszukiwanych mutantéw zawiesing szczepu wyjsciowego poddaje sie dziataniu
promieni nadfioletowych wdawce, wywotujacej inaktywacje komorek w 99,0—99,9%. Zawiesing bakterii
przygotowuje si¢ z hodowli na bulionie, bedacej w fazie logarytmicznego wzrostu. Osad bakterii, zebrany przez
odwirowanie, przemywa si¢ trzykrotnie jatowym 0,9% roztworem NaCl. Po doktadnym zhomogenizowaniu
zawiesing, zawierajacg okoto 10% komdrek/mil stosuje sie do doswiadczenia.

Naswietlong zawiesing wysiewa si¢ na ptytki Petri‘ego z agarern zwykiym w takim rozciericzeniu, aby po
72 godzinnej inkubacji w temperaturze 36°C wystapit wzrost w postaci pojedynczych kolonii. Po tym czasie
obserwuje si¢ na ptytkach zréznicowanie kolonii. Poszukiwane mutanty tworzg kolonie bezbarwne i przezroczys-
te, natomiast kolonie szczepu wyjsciowego sq nieprzezroczyste i bezowe. Z ptytek izoluje si¢ kolonie przezro-
czyste na agary skosne, inkubuje w 34°C w ciagu 42 godzin i nastgpnie okresla sig ich aktywnosé antybiotyczna
i zdolnos¢ do sporulacji wedtug nizej podanych schematéw.

Okreslenie aktywnosci antybiotycznej. Aktywnos$¢ antybiotyczng otrzymanych mutantéw sprawdza sig
metodgq fermentacji w kolbach na trzesawce. Wszystkie -doswiadczenia przeprowadza sie¢ w tych samych
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warunkach, w ten sam sposob i na pozywkach o jednakowym sktadzie. W kazdej serii doswiadczeri prowadzi sie
fermentacje kontrolng przy uzyciu szczepu wyjsciowego, co pozwala na doktadne poréwnanie aktywnosci
badanych mutantéw z aktywnoscig szczepu wyjsciowego.

Sprawdzenie zdolnosci sporulacji. Wyizolowanymi populacjami szczepi sie ptynne podtoze sporulacyjne
i inkubuje 48—72 godzin w temperaturze 36°C. Otrzymane hodowle ogrzewa sie w kapieli wodnej o temperatu-
rze 70°C wciggu 20 minut i nastepnie wysiewa na podfoze agarcwe. Mutanty asporogenne po ogrzaniu nie
wyrastaja w ogble, a mutanty oligosporogenne wykazuja wzrost w postaci nielicznych kolonii.

Postepujac wedtug opisanego schematu wyizolowano 32 mutanty sporulacyjne, wsrod ktérych znaleziono
4 mutanty (3 asporogenne i 1 oligosporogenny), wytwarzajagce od 50 do 75% wiecej bacytracyny w poréwnaniu
ze szczepem wyjsciowym,

Przyktad Il. Otrzymywanie mutantéw Bacillus subtilis o zwiekszonej zdolnosci wytwarzania bacytra-
cyny.

Do selekcji uzyto aktywnego szczepu Bacillus subtilis IA—L, wytwarzajacego w hodowli na trzesawce
okoto 250 j/ml bacytracyny. :

Mtoda szesciogodzinng hodowle na bulionie szczepu Bacillus subtilis odwirowuije sie, trzykrotnie przemy-
wa sie¢ jatowym 0,9% roztworem NaCl iotrzymany osad bakteryjny zawiesza w jatowym buforze tris
(2-amino-2-hydroksymetylo-propanodiol-1,3) o wartosci pH = 7. Tak przygotowana zawiesine, zawierajaca oko-
to 10® komorek/ml, poddaje sie dziataniu nitrozoguanidyny w dawce, wywotujacej inaktywacje komérek
w okoto 99%. Doswiadczenie prowadzi sie w temperaturze 2—4°C. Po ekspozycji zawiesing odwirowuie sig, osad
zawiesza w 0,9% roztworze NaCl iwysiewa na podtoze agarowe tak, aby po 48 godzinach inkubacji
w temperaturze 34°C wystapit wzrost w postaci pojedynczych kolonii. Z pojedynczych kolonii, oznaczonych
numerami, przygotowuje sie preparaty barwione zielenig malachitowa i obserwuje w mikroskopie wystepowanie
przetrwalnikow bakteryjnych. Koloniami, u ktérych nie stwierdza sie przetrwalnikéw, szczepi si¢ ptynne
podtoze spoluracyjne i inkubuje w temperaturze 36°C w ciggu 48—72 godzin. Otrzymane hodowle ogrzewa sie
w tazni wodnej o temperaturze 70°C w ciagu 20 minut i nastepnie wysiewa na podtoze agarowe, korzystnie na
mate sektory, wyznaczone na pfytce Petri‘ego. Te kolonie, ktére po ogrzaniu nie wykazuja w ogéle wzrostu lub
tworza tylko nieliczne kolonie izoluje sie na agary skosne i po inkubacji 42 godzinnej w temperaturze 34°c
sprawdza sig ich aktywnos¢ antybiotyczng wedtug schematu, podanego w przyktadzie I.

W wyniku selekcji, przeprowadzonej w wyzej podany sposéb, wyizolowano 19 mutantéw, wsréd ktérych
stwierdzono 2 populacje o zwiekszonej ponad 60% zdolnosci wytwarzania bacytracyny w poréwnaniu ze
szczepem wyjsciowym.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposob otrzymywania mutantéw szczepéw z rodzaju Bacillus o zwigkszonej zdolnosci wytwarzania
antybiotykéw polipeptydowych przez dziatanie czynnikéw mutagennych, znamienny ty m, 2e zawiesing
drobnoustroju szczepu przetrwalnikujacego wysiewa sie po dziataniu czynnikow mutagennych na podtoze
agarowe, inkubuje w termostacie i sposréd wyrostych kolonii selekcjonuje makroskopowo, mikroskopowo oraz
metodq wysiewu po uprzednim zabiciu komérek wegetatywnych, mutanty asporogenne i oligosporogenne,
ktérych aktywnosé antybiotyczng poréwnuje si¢ w znany sposdb metodq fermentacji z aktywnoscia szczepu
wyjsciowego.

2. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Zze zawiesing szczepu wyjsciowego, otrzymang
w hodowli w fazie logarytmicznego wzrostu, poddaje sie dziataniu czynnikéw mutagennych w dawce, wywotuja-
cej inaktywacje komoérek.

3. Sposdb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, 2e jako czynniki mutagenne, w odniesieniu do
otrzymywania mutantéw asporogennych i oligosporogennych o zwigekszonej zdolnosci wytwarzania antybiotyku,
stosuje sie korzystnie promienie nadfioletowe i/lub nitrozoguanidyne.

4, Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, e po inkubacji selekcjonuje sie wyroste kolonie,
charakteryzujace si¢ odmiennymi od szczepu wyjsciowego cechami morfologicznymi, tworzace mutanty
asporogenne.

5. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze selekcje mutantéw przeprowadza si¢ wsréd
ptynnych hodowli, ktére po ogrzaniu w temperaturze, zabijajacej komérki wegetatywne, nie wykazuja zdolnosci
wzrostowych.
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