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Determination of Base Composition of DNA from a Bacterium Pathogenic
for Amoebae

Bakteria patogenna dla ameb zostala wyizolowana z ameby glebowe]
przez Drozanskiego (4). Otrzymano ja w czystej kulturze ameba—
pasozyt bakteryjny (6) i czeSciowo scharakteryzowano. Jest to Gram-
-ujemna paleczka o wymiarach 1,3—2,1 nXx0,6—0,8 p, o lofotrichalnym
urzesieniu, nie wytwarzajaca endospor ani otoczek (5). Drobnoustroj ten,
zakazajgc Acanthamoeba castellanii, powoduje zmiany w rozmieszczeniu
organelli komoérkowych, ich uszkodzenie, a nastepnie catkowitg lize ko-
morki gospodarza (8). Nie obserwowano wzrostu bakterii na podiozach
bakteriologicznych i na dezintegracie amebowym (7). Namnaza sie ona
w wolno zyjacych amebach, wyizolowanych z gleby i zbiornikéw wod-
nych, nie zakaza zarodkéw kurzych, myszy, swinek morskich i krolikow
(5). Mimo ze znana jest morfologia bakterii patogennej dla ameb i bu-
dowa mureiny w jej Scianie komérkowej (Drozanski, dane nie opu-
blikowane) nie zostala ona dotychczas sklasyfikowana z powodu trudnosci
w okresleniu jej wymagan wzrostowych (7).

W niniejszej pracy ustalono procentowsg zawarto$é par zasad guani-
na—cytozyna (GC) i adenina—tymina (AT) w DNA bakterii patogennej
dla ameb.

MATERIALY I METODY

Mikroorganizmy. Acanthamoeba castellanii — szczep otrzymany od Dr.
W. Balamutha (Department of Zoology University of California). Bakteria pa-
togenna dla ameb — wyizolowana przez Drozanhskiego (Instytut Mikrobiologii

UMCS). Micrococcus lysodeikticus (Muzeum szczepow Zakladu Mikrobiologii Og6l-
nej UMCS).
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Otrzymywanie masy bakteryjnej. Acanthamoeba castellanii na-
mnazano na wytrzasarce w temp. 28°C w 500 ml kolbach Erlenmeyera, zawieraja-
cych po 250 ml pozywki dla ameb, wg Banda (1). Hodowle ameb w logarytmicznej
fazie wzrostu (ok. 2X10®° komérek/ml) zakazano 10 ml hodowli bakterii patogennej
dla ameb i nadal inkubowano, az do uwolnienia drobnoustrojéw z komérek gospo-
darza (24—48 godz.). Bakterie, odwirowane przy 6000 obr./min. przez 20 min,, od-
dzielano od cyst i ameb, ktére nie ulegly lizie przez wirowanie przy 1000 obr./min.
przez 10 min. Enzymy hydrolityczne zawarte w lizosomach i sedymentujace razem
z bakteriami przeprowadzano w forme rozpuszczalng, dodajac do zawiesiny bakterii
w piynie fizjologicznym Triton X-100 w stezeniu 0,1%. W celu oddzielenia bakterii
od rozpuszczalnych hydrolaz, w tym DNA-zy amebowej, zawiesine komérek bakterii
nanoszonono na 15% roztwér sacharozy i wirowano przy 6000 obr./min. przez 30 min.
Procedure powtarzano kilkakrotnie, az do zaniku w supernatancie aktywnosci
DNA-zy (9).

Micrococcus lysedeikticus namnazano na piytkach Petriego z agarem odiyw-
czym. Po 24 godz. inkubacji w temp. 37°C bakterie zawieszano w 0,15 M NaCl+0,1 M
EDTA pH 8,0 i odwirowywano przy 6000 obr./min. przez 20 min.

Izolowanie DNA. DNA izolowano zmodyfikowang metodg Marmura
(13). 5 g wilgotnej masy bakteryjnej zawieszano w 60 ml 0,15 M NaCl+0,1 M EDTA
pH 8,0 i trawiono lizozymem (50 mg) przez 20 min. w temp. 37°C. Nastepnie doda-
wano 5 ml 25% roztworu SDS i inkubowano przez 20 min. w temp. 60°C. Po ochlo-
dzeniu do temperatury pokojowej dodawano nadchloran sodu do stezenia 1 M
i odbialczano réwng objetosciag mieszaniny chloroform—alkohol izoamylowy (24:1),
lagodnie mieszajac przez 20 min. Po odwirowaniu przy 5000 obr./min. przez 20 min.,
DNA znajdujace sie w fazie wodnej wytracano ochlodzonym etanolem. Precypitat
rozpuszczano w 0,015 M NaCl1+0,0015 M cytrynianu sodu (SSC) pH 7,0, dodawano
RNA-ze do stezenia 50 pg/ml i inkubowano 30 min. w temp. 37°C. Nastepnie DNA
poddawano odbialczaniu i wytrgcano etanolem. Odbialczanie prowadzono kilka-
krotnie do chwili, kiedy nie wykryto obecno$ci biatka metoda Lowry (11). Po
rozpuszczeniu DNA w SSC dodawano 1/5 objeto$ci 3 M octanu sodu+0,001 M EDTA
pH 17,0, a nastepnie wytracano DNA, dodajac kroplami 0,54 objetosci izopropanolu.
Precypitat przemywano 70% etanolem i rozpuszczano w SSC. W celu otrzymania
DNA bakterii patogennej dla ameb komoérki bakterii poddawano dwukrotnej de-
zintegracji ultradzwiekami o amplitudzie 4, 8, 12, 14 i 16 um w temp. 0°C w czasie
30 sek. dla kazdej amplitudy, stosujac 30-sekundowe przerwy. Przed inkubacja
z SDS dezintegrat trawiono pronaza (0,5 mg/ml) przez 20 min. w temp. 37°C. Obok
otrzymanych preparatébw DNA z M. lysodeikticus i bakterii patogennej dla ameb
w oznaczeniach sktadu zasad DNA stosowano preparat handlowy DNA z grasicy
cielecej (Sigma).

OZNACZANIE SKLADU PROCENTOWEGO ZASAD DNA

Metoda depurynacji. Roztwéor DNA o stezeniu 400—800 pg/ml (0,5 ml)
umieszczano w workach dializacyjnych wygotowanych w SSC pH 7,0 i przeptuka-
nych SSC pH 1,58. Worki przenoszono do prob6wek zawierajacych po 8 ml SSC
pH 1,58. Po 24 godz. delikatnego wytrzasania w temp. 37°C oznaczano gesto$¢ op-
tyczng (OD) dializatu w zakresie bliskiego ultrafioletu wobec standardowego roz-
tworu SSC pH 1,58. Molowg frakcje GC obliczano wg wzoru:
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gdzie Xg=molowa cze$é guaniny, R=O0D;/ODs, a, b, ¢, d=wielkos$ci wyznaczone
doSwiadczalnie: a=13,25 — molarna absorpcja adeniny przy 265 nm, b=5,2 — mo-
larna absorpcja adeniny przy 280 nm, ¢=7,4 — molarna absorpcja guaniny przy
265 nm, d=17,0 — molarna absorpcja guaniny przy 280 nm.

Wyznaczanie punktu topnienia Tm. Oznaczanie temperatury top-
nienia Tm DNA przeprowadzano wykonujgc pomiar OD przy 260 nm w ogrzewa-
nych kiuwetach kwarcowych wobec standardowego roztworu SSC i SSC 10-krotnie
rozcienczonego. Ilo§¢ GC w DNA obliczono wg wzoru:

GC=(Tm—60,3) X2,44 dla DNA w SSC,

GC=(Tm—53,9) X2,44 dla DNA w SSC 10-krotnie rozcienczonym (12).

Metoda brominacji. Reakcje przeprowadzano w oparciu o metode opi-
sang przez Wanga (17). Probki DNA dializowano przez calg noc wobec wody
destylowanej. Nastepnie DNA rozcienczano 1 N H,SO, tak, aby gesto$¢ optyczna
przy 260 nm wynosita 0,4—0,8. Wodne 1 mM roztwory dezoksyrybonukleotydoéw
(Sigma) rozcienczono 1 N Hy;SO, do stezenia 0,05 mM i uzyto je jako wzorce. Zmie-
rzono OD roztworéw wzorcowych i preparatébw DNA przy 270 i 360 nm wobec
1 N H,SO, Réinice ODg—ODye o0znaczono jako ODB. Nastepnie do probdéwek
odmierzono po 3 ml kazdej z prébek DNA i dodano po 0,1 ml 6 mM wodnego roz-
tworu N-bromoacetamidu (NBA). Do kontroli zawierajagcej 1 N H,SO, dodano
0,075 ml NBA. Po 2 godz. inkubacji w temperaturze pokojowej mierzono gestos$¢
optyczng przy 270 i 360 nm. -Ro6znice ODg;~—ODyg, 0znaczono jako ODA. Zawarto$é
AT w badanym materiale obliczono wg wzoru:

100x(ODA 5, + ODAT)+(100—x) (ODAg+ODA()

x(ODB,+ODB1)+(100—x) (ODBg+ ODBc)
ODA
gdzie x=%AT, P= —— X100.
ODB

Hydroliza DNA i chromatografia bibulowa. 25 mg zliofili-
zowanego DNA zawieszano w 0,05 ml 12 N HCIO,. Hydrolize prowadzono w 100°C
przez 60 min. (2). Nastepnie rozcieficzano prébke wodg redestylowang do objetosci
0,5 ml i odwirowywano od brunatnych pozostalto$ci. Klarowny hydrolizat DNA
w iloSci 20—40 ml nanoszono na bibute Whatmana nr 1 o wymiarach 18X50 cm.
Jako wzorce uzyto 4 zasady: A, G, C, T w stezeniach 2 mg/ml 1,2 N HC10, ktére
nanoszono na bibule w postaci mieszanin zasad w ré6inych stosunkach ilo$ciowych.
Chromatogram rozwijano 25 godz. w 2 N HCl w mieszaninie izopropanol—woda
(65:35) (2). Zidentyfikowano poszczegblne zasady, obliczajagc wspélczynniki migracji
(R, i Rr) dla otrzymanych plam. Rozdzielone zasady wyeluowano z bibuty 0,1 N
HCl i spektrofotometrycznie okres$lono ich stezenia. Na podstawie molarnych eks-
tynkcji zasad przy charakterystycznych dla nich diugoéciach fal obliczono procen-

oD
towg zawarto$é zasady w badanym DNA wg wzoru: molarno$¢ =——, gdzie OD=ge-
e

sto$¢ optyczna dla Ap,.y, E=molarna ekstynkcja (2).
Wszystkie pomiary spektrofotometryczne w powyzszych metodach wykonywano
na spektrofotometrze UV-Vis Varian Techtron Model 635.

WYNIKI I DYSKUSJA

Przeprowadzona analiza widmowa otrzymanych preparatow DNA
wskazuje na wysoki stopien ich oczyszczenia (tab. 1, ryc. 1, 2 i 3).
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Zawartos¢ AT i GC w badanych preparatach DNA, wyznaczona me-
toda depurynacji i reakcji z N-bromoacetamidem, jest zgodna z danymi
przedstawionymi w literaturze (10, 17) i wynosi 71% GC i 28% AT w DNA
M. lysodeikticus oraz ok. 40% GC i 59% AT w DNA grasiczym. Procen-
towy sklad DNA bakterii patogennej dla ameb okreslony tymi metodami
przedstawia sie nastepujgco: 46% GC i 56% AT (tab. 2 i 3, ryc. 1, 2 i 3).

Tab. 1. Analiza widmowa badanych preparatéw DNA
Analysis of UV absorbance profiles of DNA samples
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Tab. 2. Zawartosé GC w badanych preparatach DNA, oznaczona metoda depurynacji
GC content of DNA samples estimated by depurination
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Tab. 3. Zawartos¢ AT w badanych preparatach DNA, aznaczona metodyq brominacj:
AT oontent of DNA samples estimated by bromination
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* Srednia z 2 powtorzeh. * Mean values of 2 experiments.

** Srednia z 5 powté6rzen. ** Mean values of 5 experiments.
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Zawartos¢c AT i GC, oznaczona metodg chromatografii bibulowej hy-
drolizatu DNA bakterii patogennej dla ameb, wynosi 56,7% AT i 42,3% GC
(tab. 4).

Punkt topnienia Tm DNA bakterii patogennej dla ameb i DNA gra-
siczego wyznaczono w dwéch stezeniach SSC. Nachylenie krzywej Tm
zalezy od rodzaju anionu silnego elektrolitu obecnego w roztworze, na-
tomiast polozenie krzywej Tm w stosunku do osi temperatur zalezy od

Tab. 4. Zawartos¢ AT i GC w DNA bakterii patogennej dla ameb, oznaczona metodq
chromatografii bibulowej
AT and GC content of bacterial parasite DNA estimated by paper chromatography
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x in 0.1 K HCI after ! i
s elution from pape 1 !
b—.----—-b—nn---------------:n----}-- asw 4‘;
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i ¢ 0,0638 ' i
Pl S At SR8 o ) 43,3 1
! G 0,0565 ! 5
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* Ze wzgledu na niski odzysk, jaki uzyskano podczas elucji tyminy (T) z bi-
buty, pominieto ja w obliczeniach.
*+ Srednie z 4 powtérzen.
*** Srednie z 4 powtérzen, obliczone na podstawie stezen A i C oraz A i G.
* Since thymine (T) was not well eluated by 0.1 N HCI from paper its values
were omitted in calculations.
** Mean values of 4 experiments.
*** Mean values of 4 experiments calculated from A and C, A and G con-
centrations.

Tab. 5. Zawartos¢é GC w DNA bakterii patogennej dla ameb obliczona na podstawie
temperatury tapnienia (Tm)
GC content of DNA of bacterial parasite estimated by melting temperature (Tm)

A » v e -
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2 S oA b bevgemcene. ' P b ltindel B i
: INA w S8C (] 86,9 [ 43,2 E
! DNA 1n 1 x BSC ' [ ' E .
. J - . -
* Srednia z 2 powtorzen. * Maean value of 2 experiments.

** Srednia z 3 powté6rzen. *¢ Mean vaiue of 3 experiments.
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Ryc. 1. Krzywa absorpcji UV DNA bak-
terii patogennej dla ameb, 1 — przed
i 2 — po brominacji
UV absorbance profile of bacterial pa-
rasite, 1 — before and 2 — after bro-
mination
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Ryc. 2. Krzywa absorpcji UV DNA M,
lysodeikticus, 1 — przed i 2 — po bro-
minacji
UV absorbance profile of M. lysodeikti-
cus DNA, 1 — before and 2 — after
bromination
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Ryc. 4. Temperatura topnienia (Tm),
1 — DNA bakterii patogennej dla ameb
i 2 — DNA grasiczego w SSC 10-krot-
- nie rozcienczonym
Thermal denaturation curves (Tm), 1 —
Tm of bacterial parasite DNA and 2 —
Tm of calf thymus DNA in 0.1XSSC
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sily jonowej roztworu oraz od wielkosci i wartoSciowosci kationu.
W zwigzku z tym do warto$ci Tm uzyskanej dla DNA w 10-krotnie roz-
cienczonym roztworze SSC dodano wyznaczong doSwiadczalnie wartosc¢
15,4 (12). Poniewaz wartoé¢ Tm uzyskana dla DNA grasiczego réznita
sie 0 2,8° od temperatury topnienia tego DNA podanej w literaturze (12),
roznica ta zostala uwzgledniona w odniesieniu do pomiaréw wykonanych
na spektrofotometrze Varian Techtron. Ilo$¢ GC, okreslona ta metods dla
DNA bakterii patogennej dla ameb, wynosi $rednio 43,3% (tab. 5, ryc. 4).

Procentowa zawartos¢ par zasad w DNA bakterii patogennej dla
ameb, obliczona jako $rednia oznaczen wykonanych czterema rézinymi
metodami, wynosi 56,5% AT i 43% GC. DNA bakterii patogennej dla
ameb ma zawarto$¢ GC zblizong do endosymbitonéw Paramecium cauda-
tum, w ktorych DNA % GC wynosi od 33 dla mu do 49 dla lambda (14).
Organizmy te wykazujg pod tym wzgledem podobienstwo do niektérych
tlenowych drobnoustrojéw z rodzaju Flavobacterium i Proteus (14). Ist-
nieje pewne ich podobienstwo réwniez do form wewngtrzkomarkowych
bytujacych w organizmach kregowcow i stawonogéw — zawartosé¢ GC
dla rodzaju Rickettsia waha si¢ w granicach 30—45% i zblizona jest do
zawartosci GC w DNA Caedobacter (16). Wartosci GC, uzyskane dla DNA
obligatoryjnego pasozyta ameb, sg rowniez zblizone do wartosci GC okre-
Slonej dla DNA Legionella penumophila (39% GC) (2), patogennej dla
czlowieka gramujemnej paleczki, ktorej wektorami przenoszacymi moga
by¢ ameby, a wsrdd nich Acanthamoeba castellanii (15).
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PE3IOME

Onpenenany cocras wenoudeyd JTHK natorenHon ana ame6 6akTepuy, BbIaeJI€HHON
B 1956 r. ApoxanbcCckuMm IIpuMeneHbl MeTOAbL! AEMypHMHALMM, XPOMaTOTpPaduu
KucaoTHoro ruapoamsara JHK, peakumm ¢ N-bpomanaramMmuaoM u onpenelieHue Tem-
neparypbl naaBienua JHK. YcraHosaeno, utro B JHK 9T1oro o6auraTioro snyTpu-
KJIETOYHOTrO nmapa3ura okono 43% cocrasuset I'Ll, okosno 57% — AT.

SUMMARY

The DNA base composition from the bacterium pathogenic for amoebae (Dr o-
zanski, 1956) was assayed. Depurination, bromination, ultraviolet absorbance —
temperature profile and paper chromatography of acid hydrolyzates were used
for determination of DNA base composition. It was found that DNA of this obligate
intracellular bacterial parasite contained about 43% guanine plus cytosine and 57%
adenine plus thymine.



