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|. BEVEZETES

A streptomycesek Gram pozitiv, aerob, fonalas kédési, elisorban
talajpan & baktériumok, melyek sokféle extracellularis medhiaussal
rendelkeznek a novekedeésiiket biztosito tapanya@slig, mas élenyekkel
(mikroorganizmusok, névények) val6é kolcsonhatasék, komplex, sporabdl
kiindulo és sporulacioval végdo életciklusuk biztositasara.

A streptomycesek tanulmanyozasa elméleti szempbrabért fontos,
mert életciklusuk soran komplex morfologiai valteakon mennek keresztl.
Ez a folyamat viszonylag egys#ermert a streptomycesek prokariotak),
kénnyen tanulmanyozhatd, de mar soksejk szamité differencialdodasi modell
(Chater, 1998; Chater, 2006). Morfoldgiai differgémédasukkal parhuzamosan
lejatszodd fiziologiai/biokémiai differencialodasoran pedig nagyszamu, a
gyogyaszatban és iparban alkalmazott vegyiletéib{atikum, pigment, enzim,
enzim inhibitor, rovarellenes szer, immuno-modulatamor ellenes vegytilet
stb.) termelnek (Strohl, 1997; Bérdy, 2005). Miwet egyesSreptomyces
torzsek kozott Iényeges kulonbségek vannak, s elté torzsek kilonbéd,
gyégyaszati és gazdasagi szempontbdl fontos vegkélie termelnek, a
legrészletesebben tanulmanyozd@reptomyces coelicolor mellett tovabbi
Streptomyces torzsek differencialédasanak, valamint a differéldcdas és
szekunder metabolizmus dsszefliiggésének vizsgélatalokolt. Ezt tamasztja
ala az is, hogy ma mar tébb mint tizenot kilortb8z eptomyces térzs genomi
szekvenalasat véegezték el.

A streptomycesek sporabdl kiindul6 névekedésik rgorgzilard
taptalajon, kezdetben t6bb genomot tartalmazé (@dows), elagazo
hifahal6zatot hoznak létre, melyben szeptum cs#étani fordul eb. Ez a
hifahaldzat atszovi a taptalajt, ezért szubsztidtimnak nevezik. A tapanyag
fogytaval a szubsztratmicéliumra rilEgesen, a levégranyaba légmicéliumot

fejlesztenek, amely parazita mdédon a programozejhaal soran szétés



szubsztratmicéliumbadl taplalkozik (Manteca és mt2ai07). A telep felszinét
befed légmicélium késbb intenziv szeptumképzéssel egyetlen genomot
tartalmaz6é kompartmentumokka (prespéra) alakulyekdtl pigmentalt, érett
spoérak jonnek létre (1. abra).
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1. bra. A streptomycesek életciklusa szilard tamma (Thompson CJ nyoman.)

A spoéraképzésre nem képes mutansoknakdkésdportjat kilonboztetjuk
meg. Az egyik a légmicélium képzésére nem képesmdofald) mutansok
csoportja. Az elnevezés a mutansok viasztsZényes fellildt megjelenésére
utal. A méasik csoportba tartoz6 mutansok a legmio#dl érett sporat nem
képesek létrehozni. Ezekehite mutansoknak hivjuk, mivel benntk elmarad a
spora érése soran jelleéngporulacidos pigmentek termelése, s a telepek é&hér
maradnak.

A streptomycesek novekedése folyékony tenyészetisenhasonlo.
Kezdetben szerteagazo, conocyticus hifafonalakandio Iétre. Ezt a kvazi-
exponencialis vegetativ névekedést egyes fonalakelimellett reproduktiv
tipusu (sporogén) hifafonalak megjelenése kovetelyeken az életciklus

befejeddésekeént bizonyos térzseknél sporakepzés figyethey (2. abra).



- —-»L— —
Vegetativ ndvekedés Reproduktiv névekedgs

- vegetativ z f . .

csirazas | ex ognenciélis bl pll reproduldiylife SHSI
A g szakasz novekedés| képzés
névekedeés

2. abra. A streptomycesek novekedése folyékony ésrgtben (Vitalis S.

nyoman).

A bakterialis differencialédast bonyolult, széveyés regulacio vezérli,
melyben a kérnyezeti szignalok érzékelése és aaazmlott valaszok mellett a
sejtek kozotti kommunikacionak is igen fontos sperean.

A differenciadlédas szabalyozasaban és a sejteétkd@mmmunikaciéban
a tobbsejinek tekinthet streptomycesek esetében valtozatos szerkezet
autoregulatorok vesznek részt (Willey és Nodwdl&). llyen autoregulator az
intézetlinkben leirt C faktor (Szabd és mtsai, 1962ab6 és mtsai, 1964;
tovabbi hivatkozasok a disszertaciéban), és a Klogklprofesszor vezette
szovjet-orosz munkacsoport altal felfedezett A-dak{Khokhlov és mtsai,
1967). Az A-faktor hatasmoédjanak részletes tanujnafisa a Beppu és
Horinouchi professzorok altal vezetett japan muskaort nevéhezukodik
(Horinouchi és Beppu 1992a; Horinouchi és Beppw2b9®lorinouchi és Beppu
1994; Horinouchi és Beppu, 1995; tovabbi hivatkokées disszertacidban).

Disszertaciomban a C faktor tisztitasara és hatdgmak felderitésére
irAnyuld Kisérleteinket foglalom 0©ssze, mely Kkistak egyudttal a két
legrészletesebben tanulmanyozott autoregulator, afaklor és A-faktor
kolcsbnhatasara is adatokat szolgaltatnak. Ezekewwigk azt a korabbi
hipotézisiinket, hogy a sporaképzés, mint a torisekmaradasanak eszkoze,

egy olyan folyamat, melyért semmilyen ar nem dragamelynek |étrejotte



nyilvdnvaléan nemcsak egyetlen Gton, hanem egyrhdsgalabbis részben
odsszeflgg, alternativ Utvonalakon jatszédhat le. Ezek abpriglak a kilonbdz

Sreptomyces  torzsekben eltérhetnek, egyes elemei az evolUuadans
elveszhetnek stb. Véleményem szerint ilyen altérretoraképzési programok
autoregulatorai a C faktor és az A-faktor. Adatagden alternativ Utvonalak

létezésének és kolcsdnhatasuknak azl@onyitékai.



[l. CELKITUZESEK

Munkam célja az Intézetiinkben koradbban felfedegstta S. griseus
differencialodasanak szabalyozdsaban szerepetdj@sioregulator C faktor
azonositasa, tiszta formaban toé@iallitasa, s a differencialodasban betdltott
szerepének molekularis sdinhnalizise, melyhez az alabbi feladatok elvégzését
taztem ki célul:

1. A C faktor kémiai mibenlétének tisztazasa, idermaban valo ééllitasa és
jellemzése.

2. A C faktor fehérje voltanak megallapitasa utdehgrje génjének klbnozasa,
és analizise.

3. A klonozott gén, illetve géntermék differencdddra kifejtett hatasanak
vizsgalata kulonbdzStreptomyces toérzsekben.

4. A fehérje génjének delécidja édfacC mutans vizsgalata.

5. A gén transzkripciojanak tanulmanyozasa.

6. A C faktor fehérje kifejeztetése a klénozott @€nS. griseusban, S
lividansban ésE. coliban, nagy mennyiség konnyen tisztithat6 C faktor
eléallitasa céljabdl.

7. A heterolég gazdaban kifejeztetett C faktor fghébioldgiai hatdsanak
vizsgalata.

8. A C faktorral homolég fehérjék azonositdsa $tneyycesekben és egyéb
mikroorganizmusokban, szekvencia adatbazisok fettédasaval, s ez alapjan a
gén mikroorganizmusok kozaotti terjedésére hipotéadlitasa.

9. Arra alapozva, hogy a C faktor génje néhany humpa@aogénAspergillus
fajpan is megtalalhatd, aszpergillozis korai disptizalasara alkalmas
kvantitativ, valOs idej polimeraz lancreakci6 alapu eljaras kifejlesztése.

10. Az A-faktor és C faktor altal indukalt reguldsiutvonalak, illetve azok

esetleges kolcsonhatasainak vizsgélata.



11. A C faktor szekunder metabolizmus szabalyozasdietoltdtt szerepének
tanulmanyozasa.

12. Mivel a C faktor (és az A-faktor is) extrac#iis autoregulatorai a
differencialddasnak és szekunder metabolizmusioatbba streptomycesekben
az extracellularis eseményeknek rendkivil fontegexepe, célulitztik ki a C
faktor extracellularis proteomra kifejtett hatadamesgalatat.

13. Tekintettel arra, hogy a C faktor tertheBreptomyces tOrzs eredete
kezdetbl fogva kétséges volt, a toérzs taxondmiai besoémak megédisitése,

vagy helyes taxondmiai besorolasa 16S rDNA szekaeaalapjan.



[1l. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

[1I.1. TISZTA FORMABAN IZOLALTUK A C FAKTOR FEHERJET

Tobb Iépéses eljaras soran (ioncsere kromatogiag-agaroz affinitas
kromatografia) tiszta formaban izolaltuk a C fakiehérjét aS. griseus 45H
torzs fermentlevél. A tisztitds soran Iényeges volt a protedz gatiEiRTA, N-
etil-maleinimid,  fenil-metil-szulfonil-flourid)  alalmazasa, mivel a
streptomycesek nagyszamu €s nagy mennyipégteazt szekretalnak, amelyek
az ugyancsak a tapfolyadékba kivalasztott C faldbérjét lebontjak. Lényeges
volt tovabba a DNS-affinitds kromatografia soramnglacerin alkalmazasa a
seqiti eb. SDS-PAGE-val, illetve izoelektromos fokuszalassaigallapitottuk,
hogy a C faktor egy 34500 Dalton molekulatdinelgdzikus fehérje. Ezek az
adatok nagyon jol egybeesnek a dts a fehérje génjének ismeretében

szamithatdé molekulatémeg és izoelektromos ponke&kiee!.

[1.2. MEGALLAPITOTTUK, HOGY A C FAKTOR RENDKIVUL ALACSONY
KONCENTRACIOBAN KIFEJTI JELLEGZETES CITOMORFOLOGIAHATASAT

Amennyiben 1 egység C faktort ugy definidlunk, hogw a fehérje
mennyiség milliliterenként, amely a biologiai tesmdszeriinkben a jellegzetes
citomorfolégiai hatast kifejti, akkor 1 egység 8nngramm fehérjének felelt
meg. Ha feltételezzik, hogy a preparatumbaf féhérje egy része inaktiv, ez
az értek még ennél is kisebb lehetett. Ez egytawl is jelenti, hogy a
tesztrendszerliinkben a leoltadskor mintegy 1000 @ifakolekula van jelers.
griseus 52-1 spéranként. Mivel a C faktor jellegzetes mitofologiai hatasat 20-
24 oras korban fejti ki, a novekedésnek ebben diwst@aban mintegy 10
molekula C faktor esik genom-ekvivalensenként. Eaekadatok a C faktor
molekula és a C faktor biolégiai hatas rendkivilatdkonysagara és

specifikussagara utalnak.



1.3. A C FAKTOR AZ ELSOKENT LEIRT, STREPTOMYCESEKBEN

SEJTDIFFERENCIALODAST KIVALTO AUTOREGULATOR FEHERJE

Az el kbzlemény, melyben streptomycesek altal termegdaridaciot
serkenb, extracellularis, diffuzibilis anyagot irtak le,997-ben jelent meg
(Dondero és Scotti, 1957). Ezt kddeh a Sreptomyces griseus altal termelt
autoreglator faktort (A-faktor) Khokhlov és munkaidi tiz évvel k&sbb, 1967-
ben fedezték fel (Khokhlov és mtsai, 1967), nagyszdnutans szisztematikus
vizsgalataval egy olyan torzsben, amely nagyon &sueptomycint termelt. Az
anyagot mas, streptomycint nem terénelutansokhoz adva azok antibiotikum
termelését nagymeértékben fokozta. &#s az A-faktort nagyszam8. griseus
torzsben, & egyeb Sreptomyces fajokban is megtalaltak (Anisova és mitsai,
1984).

A Dondero és Scotti altal leirt jelenséget kivaityagot kémiailag nem
azonositottak, az A-faktor pedig egy kis molekutedi, lipid oldékony butiro-
lakton. Bar a C faktor fehérje leirdsa 1962-ben toregnt (Szab6 és mtsai,
1962) fehérje voltanak megbizhato bizonyitéka #ité&sa volt, ami egyuttal az

elss fehérje természétautoregulator leirdsa is (Bir6 és mtsai, 1980).

[11.4. KLONOZTUK ES AZONOSITOTTUK AC FAKTOR FEHERJET KODOLO GENT

Egy .mini-génbank” screenelésével, probaként att €efaktor fehérje
ismert N-terminalis végéet kédolé 76 bp degeneréijonukletidot hasznalva
klbnoztuk és analizaltuk a C faktort kddold géntgén 975 bp hosszlsagu, s
startkodonja nem a baktériumokban altalanos AT@ehma streptomycesekben
gyakran startkodonként hasznalt GTG. A gén GC ltaga70,7 mol%, s a

s

utobbi adatok jellegzeteseksaeptomyces génekre.
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[11.5. A GEN EGY324 AMINOSAVBOL ALLO FEHERJET KODOL

A klénozott gén DNS szekvencigja alapjan megaldjik, hogy a C
faktor fehérje 324 aminosavbol all, s molekulatomedft523 Da. A kddolt
fehérje N-termindlis végén egy 38 aminosavat tawdab tipikus szekrécios
szignal szekvencia talalhato, amely szekrécio kibzbeagodik, s nem része az
érett, biologiailag aktiv  fehérjének. Szekvencia aleais alapjan
valoszirisitettik, hogy a fehérje a Tat (twin arginine tfaoation) Gtvonalon
kerll exportra. Az érett C faktor fehérje 286 amsienb6l all, s molekulattmege
31038 Da. A fehérje szamitott izoelektromos poja9, ami j6 egyezés a

korabban tisztitott fehérje kisérletesen meghatdrazoelektromos pontjaval.

[11.6. SZEKVENCIA ADATOK MEGEROSITESE TOMEGSPEKTROMETRIAVAL

A gén szekvenaldsat, s a szekvencia alapjan mpgattaaminosav
sorrendet a C faktor fehérje, illetve a fehérjeptikus fragmentjeinek
electrospray-tomegspektrometrias analizisévé&sitattik meg. Az érett fehérje
mért tomege 31047 Da, ami j0l megegyezik a szeksealapjan szamitott
31038 Daltonnal (3. abra). Ugyancsak tokéletes gyezés a 11 triptikus
fragment esetében megallapitott aminosav sorreral gé&n szekvencia alapjan

varhaté aminosav sorrend kozott (Szabd és mtséf)19

11



100 - 31047.0

80 -

60 A

40

20 -

0

20000 25000 80000 85000 40000

3. abra. A C faktor fehérje molekulatomegének ES+ivEghatarotasa.

[1.7. A KLONOZOTT C FAKTOR GEN BIOLOGIAI HATASANAK VIZSGALATA

A klénozott C faktor gént kis képiaszamu, pSGF4zpialon— melyen a
gén sajat promoter@drfejezédik ki — bejuttatva &S. griseus 52-1 teszttdrzsbe,
ugyanolyan citomorfoldgiai hatast valt ki, mint exogén hozzaadott C faktor

fehérje.

[11.8. A C FAKTOR GEN KIFEJEZTETESE NAGY KOPIASZAMU PLAZMIDRO

A fehérje kdonnyebb tisztithatésaga eérdekében médituk a fehérjét a
nagy képiaszamu plJ702 plazmiiel C1 promoter kontrollja ala klonozofacC
genil kifejeztetniS. griseus €sS. lividans térzsekben, de ez nem sikertlt. Ennek
okat abban latjuk, hogy a C faktor fehérje streptoesekben nagy

koncentracidban letalis. Ez egybevag azzal a bial@gtékmérés soran szerzett
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korabbi tapasztalatunkkal, hogy nagyobb exogén &tofa koncentracid

részleges, vagy teljes névekedésgatlast okoz.

[11.9. A C FAKTOR GEN KIFEJEZTETESHE. COLIBAN

Sikeresen kifejeztettilk a C-terminalisan hexa-fdgztfarkat tartalmazo
C faktor génjét a filogenetikailag tavol. coliban. Az igy Ni-affinitas
kromatografiaval izolalt rekombinans fehérje mindisztidin farok, mind a C
faktor ellenes antitesttel reagal, s biologiailagyanolyan aktiv, mint &5

griseus 45H torzs tapfolyadékabdl izolalt fehérje.

[11.10. A C FAKTOR GEN EGYETLEN PROMOTER@L, ELETCIKLUS FUGR)EN KERUL
TRANSZKRIPCIORA

Amikor a C faktor gén 5’-végét és a kodolo részgetiezd, mindosszesen
547 bp-nyi szekvenciat, mely feltételezésink stesinpromotert kédolja, a
plJ2587 promoter proba vektorba kldnoztuk, s arpidat S. coelicolor M512
torzsbe transzformaltuk, az a légmicélium megjedené@tan piros pigment
termelését eredményezte. Az inszertet nem tarté@lrkantroll tenyészet fehér
maradt (4. abra).

Ez arra utal, hogy a klénozott DNS fragmentum tardata afacC
promotert, s annak kifejédése a légmicélium megjelenése utan kdvetkezik be.
Ez megfelel korabbi feltevésinknek, miszerint aaBtdr a differencialédas

fontos regulatora, s expressziodja életciklus fiigg
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4. dbra. AfacC promoter région vivo tesztelésé&. coelicolor M152 térzsben. 1.
plJ2587 kontroll plazmid; 2. expresszidaaC promoterédl; 3. és 4. expresszio

ramC vegetativ promoteft; 5. expresszié a promoter nélktdcC génil.

A C faktor gén S1 nukleaz térképezésével megatiipk, hogy a gén
egyetlen promotedt, a differencialédasi program reproduktiv szakbsrdkeril
transzkripciora (5. 4bra). A -10 és -35 regidk seeicia analizise alapjan
valészirisitettik, hogy promoterét nem az altalanos (a geéibbségének

felismerésében résztwes"®) szigma faktor ismeri fel.
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5. abra. A facC transzkripcios starthelyének meghatarozasa ,sloitn”
kisérletben S1 nukleaz térképezéssel*M-végjeldltHpall emésztett pBR322
molekulaméret marker, mellette a fragmentumok Ipdizisan kifejezett
méretével; az 1-6 oszlopok a 0, 30, 60, 120, 24@28s perces mintavételi
idépontokbdl nyert mMRNS mintakkal kapott szignalok.

[11.11. A C FAKTOR HELYREALLITJA A S GRISEUS NRRL B-2682 TORZS KOPASZ
MUTANSAINAK SPORAKEPZESET

A sajat promotefil kifejeztetett, klonozott C faktor gén helyreddlita
differencialddasaban blokkolt, kopaSzgriseus NRRL B-2682 ttrzs A-faktor
termeb (B-2682 AFP) és A-faktort nem ternde(B-2682 AFN) mutansainak
sporaképzését. Ez kulonodsen érdekes felismerégl mivnutansok, és sil
torzsik sem tartalmaznak C faktor gént. Ez egyattais jelenti, hogy ezek&
griseus torzsek tartalmaznak C faktorral koélcsdnhatasbpo,léez idaig

azonositatlan regulaciés elemeket.
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[11.12. A C FAKTOR GEN DELECIOJA KOPASZBLD) FENOTIPUST EREDMENYEZ

A C faktor fehérjének a streptomycesek differerddakaban betoltott
szerepét a génnek a terthed. griseus 45H tdorzsben val6 inaktivalasaval is
bizonyitani kivantuk. Terveink szerint génmegszekiinddszerével (inszercids
inaktivalas) C faktort nem terndel,null” mutanst kivantunk éallitani A
tervezett génmegszakitas helyett azonbdac@ gén delécidja kdvetkezett be.
Az igy eballitott AfacC mutdns kopasz fenotipusu, s amelynek normal
sporulacioja afacC génnel helyredllithatd. Ez a C faktornak a mofao

differencialddasban betoltétt szerepét egyéiieimalatamasztja.

[11.13. A C FAKTOR INDUKALJA AZ A-FAKTOR REGULONT S GRISEUS NRLL B-
2682TORZSBEN

A S griseus B-2682, B-2682 AFN mutansa és a B-2682 AFN/pSGF4
transzformansa proteom analizisével azt vizsgaltoélyek azok a fehérjék,
amelyeknek szintézise a kopasz mutansban szigndda@ eltér a vad tipusu
torzsben észlelt szilt s amelyek kifejeddése a transzformansban visszaall a
vad tipus szintjére. SzignifikAnsnak az eltéréstoakekintettik, ha a fehérje
szintek kozotti kilénbseég legaldbb kétszeres vbltehérjéket, melyek a fenti
kritériumnak megfeleltek, a gdibkivagtuk, és triptikus emésztés utan MALDI-
TOF-MS analizissel azonositottuk. Az 1. tablazatl@mlom meg azokat a
fehérjéket, melyek expresszidja a B-2682 AFN muianscsokkent, s a mutans

facC transzformansaban visszaallt a vad tipus szintjére
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1. tablazat. Az A-faktort nem terntelS. griseus B-2682 AFN mutansban

csokkent expressziot mutato fehérjék

Elnevezés Fehérje | Adatbazis | Egyezé® | Lefedettséy| MW® PSD vagy
jellése | azonositd CID¢

megebsités

Tripszin- SprU BAD24662| 11/24 28% 26 kDa igen

szefi szerin

proteaz

Karboxi- Cpase SG CAA4663527/34 41% 49 kDa igen

peptidaz

Amino- SGAP BAD67179| 15/28 37% 36 kDa | igen

peptidaz

Protedz A SGPA CAA017466/21 46% 18 kDa | igen

Metallo-endo-| SgmA BAC21011| 9/17 13% 70 kDa| igen

peptidaz

NAD(P) StrU CAH94303| 13/14 31% 45 kDa | igen

fuggd

oxidoreduktaz

Foszfat ko | PstS CAB65418 18/47 38% 39 kD4 igen

fehérje

Szuperoxid | SodF AAD30139 19/36 37% 23 kDa | igen

dizmutéz

Szuperoxid | SodF AAD30139 13/35 34% 23 kDa | igen

dizmutéz

a Az azonos és észlelt triptikus fragmentek szama

b Szekvencia lefedettség

c Szamitott

d PSD vagy CID megésités torént-e.

molekulatbomeg. A poszttranszlaciés MmiGdiid miatt
lényegesen eltérhet az észlelt tondegt

Az eredmények azt mutattdk, hogy a mutansban neagy wnagyon

lecsOkkent expresszioju extracellularis hidrolareknelése, amelyek a églo

légmicéliumot (sporogén hifat) latjak el tapanydgga apoptotikus folyamat

soran elpusztuld sejtek anyagainak hidrolizisé@efaktor hatasara helyreall.

Meglepetésiinkre, az azonositott enzimek egy réSpelJ( SGPA, SgmA és

StrU) S griseusban az A-faktor regulon altal szabalyozott.
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1.14. A

TARTOZASANAK TOVABBI BIZONYITEKA

HELYREALLITOTT EXPRESSzZIOJU GENEK ADPA

REGULONBA

Az azonositott fehérjék tovabbi jellemzése céljabal 6sszes fehérjét
koédolo géntin silico vizsgaltuk a Target Explorer programmal (Sosingsy
mtsai, 2003) annak megallapitasara, hogy tartalalaen a promoter
régiojukban potencialis AdpA fehérje kdtelyet, ami az AdpA regulonhoz valo
tartozasukra utalna. Mivel ilyen szekvenciat mindkeggén esetén sikerult
azonositani (2. tablazat), elmondhatjuk, hogy \Ahideg az 6sszes azonositott
fehérje bioszintézise AdpA altal szabalyzott.

A helyreallitott expresszioju gének tovabbi kozdadlemzje, hogy
kofaktoruk van (ami tébbségukben cink) és a Tain arginine translocation)

utvonalon keriilnek szekréciora.

2. tAblazat. Cisz elhelyezkedé&dpA fehérje-kdb szekvencidk a B-2682 AFN

mutansban csokkent expressziot mutato fehérjélegelijti regioban

NCBI Gén | Afehérje neve] cisz szekvencia PoZitiBcore| Megebsités
azonosito
AB182576| spru | 11Pszin-széll | rooocoanaA| -300 | 6.84| Katoes
szerin proteaz mtsai, 2005
X65719 | scpD | Karboxipeptidaz TGGCCGGAAC| -98 8.23 | insilico adat
AB125217| sgaP | Aminopeptidaz CGGCCGGATC| -72 751 in silico adat
TGTCCGGTTT| -171 7.23
A24972 | sprA Proteaz A | AGGCCGGATT| -149 6.59 | Tomono és
TTGCTACCTT | -382 0.62| mtsai, 2005
AB085745| sgmA Metallo- TGGCCGGTTT -100 8.89 Kato és
endopeptidaz TGGCCAGATT | -300 8.56| mtsai, 2002
CGGCTGATTC -332 5.36
NAD(P)-fuggs | TGGCGCGATC -319 7.201 Vujaklija és
AJ862840| stru?
oxidoreduktaz | TGACCGAAAA | -115 | 4.81| mtsai, 1991
TGGCCGTTGC -89 2.79
AJ243674| pstS | Foszfat-kos | CCTCCGAAAT | -107 | 4.59) i gico adat
fehérje CGGCGGCTTC| -130 4.48
AF141866| sodF Szuperoxid TGGCCCGTAA - 89 5.79 in silico adat
dizmutéz CGGCCCGAAC| -344 5.39
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a Az AdpA kodbhely azstrR gén ebtt van, amely astrU gén transzkripcios
aktivatora.

b A transzlacios starthebjtlegtavolabbi nukleotid pozicio.

A megeésités vagy kisérletes bizonyitékot, vagysilico adattal vald

alatdmasztast jelent.

(@)

[11.15. A C FAKTOR HELYREALLITJA A S. GRISEUS B-2682AFN TORZSA-FAKTOR
TERMELESET

Azok a kisérleti eredmények, melyek szerin® ayriseus B-2682 AFN
mutans normal sporaképzésefawC hatasara helyreallt, s a transzformans
extracellularis proteomja a vad tipusuhoz volt hésobeleértve az AdpA altal
szabalyzott hidrolitikus enzimek megjelenését, amjalltak, hogy valamilyen
maodon afacC helyreallitotta &. griseus B-2682 AFN torzs A-faktor termelését.
Ez kulénbdsen érdekes, mertSagriseus B-2682 torzs és AFN mutansa nem
tartalmaz C faktor gént.

Az A-faktor bioszintézis helyredllitasara vonatkozéltételezésiinket
megebsitette az autentikus A-faktor, valamint a vizsgatbrzsek
sejtextraktumanak HPLC-MS/MS analizise. Az A-faktomegspektrometrias
mérése azt mutatta, hogy @& griseus B-2682 és aS griseus B-2682
AFN/pSGF4 térzsek nagyjabol azonos mennyis@gmg mi* a standard médon
készitett sejtextraktumban) A-faktort termelnekSAyriseus B-2682 AFN torzs
extraktumaban csak nyomokban detektaltunk A-faktmig aS. griseus 45H
torzs extraktumaban egyaltalan nem talaltunk AdektA S. griseus B-2682
AFN torzs esetén nyomokban detektalt A-faktor a ekola fragmentacios
mintazata alapjan minden kétséget kizaréan A-faktioffelel meg, azaz ebben a
mutansban az A-faktor bioszintézis génjei minderoionyal funkcioképesek, de
a bioszintézis aktivalasa elmarad. Amennyiben az,igz a mutans az A-faktor

bioszintézis szabalyozasanak megértésében naggandsalehet.
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[11.L16. A S GRISEUS B-2682 AFN TORZS VAD TIPUSUAFSA GENT TARTALMAZ,
MELYNEK TRANSZKRIPCIOJA FOKOZOTT

Annak elddntésére, hogy az A-faktor szintézis ehlasa &. griseus B-
2682 AFN mutansban aafsA (az egyetlen eddig ismert, az A-faktor
bioszintézisben résztvév és arra specifikus gén) mutacidjanak a
kovetkezménye, vagy valamilyen mas okbol nem kesXpressziora,
meghataroztuk a gén szekvencigjat, illetve vizefgah géen transzkripciojat
szemikvantitativ RT-PCR mddszerrel. A mutans t@fs8 génje és a vad tipusu
torzs afsA génje minddssze egyetlen szinonim GGT>GGC (Glipletben
kulonbozott, ami nem magyarazza az A-faktor tersiedé kilonbseget.

Az A-faktor termelés és sporulacio folyékony terpgiben a tapanyag
elfogyasakor kovetkezik be, ezért a transzkripeidutmanyozasara itt is un.
shift-down tenyészetet alkalmaztunk, amikor is apomencialis novekedeési
szakaszban lévtenyészetet minimal taptalajba visszik at. Enretkdara a vad
tipusu torzs tenyészeteben 1,5-2 oOraval az atmaisds reproduktiv fonalak,
majd 4-5 Oraval az atmosas utan spéraképzés vdafigyelhett. Ugyanez a
kopasz mutans esetén nem kovetkezett be. Meglépérésazt tapasztaltuk,
hogy a shift-down csak kis mértékben befolyasattafgA mRNS mennyiségét,
s az mMRNS mennyisége a mutansban jésamt fellilmdlta a vad tipusa torzsét
(6. 4bra).
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6. abra. AzafsA gén transzkripciojanak vizsgalata szemikvantit&®i-PCR
mabdszerrel. A minimal taptalajba valé atmoséaskantéaa 20, 60 és 180 perccel
RNS-t izolaltunk, s az RT-PCR reakci6ban mindentbese 100 ng RNS-t
hasznaltunk. Reverz transzkriptdz nélkili kontradakcioban nem kaptunk

felszaporodo terméket, ami az RNS preparatumok Ditesseégét igazolta.

Figyelembe véve, hogy a mutans kis mennyisAgfaktort termel, s az
afsA génje funkcidképes, valésasithet, hogy a mutacio az A-faktor
bioszintézis szabalyozasaban résziyeaddig még ismeretlen génben van. Az
afsA mRNS tdltermelése a mutansban arra utal, hogyrzs téz afsA gén
fokozott expresszidojaval probalja kompenzalni afaktor hianyt. Ezek az
eredmények, az irodalomban @ént, a két legrészletesebben tanulmanyozott
Sreptomyces  differencialodasban és antibiotikum termelésbembalyozo
szereppel bird autoregulator, a C faktor és A-fiaktegulacios utak

kolcsOnhatasara utalnak.
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[11.17. A C FAKTOR FOKOZZA AS. GRISEUSSTREPTOMYCIN TERMELESET

A szekunder metabolitok termelése a morfologidfedencialodassal
osszefluiggésben, szilard taptalajon a légmicéliumésgel parhuzamosan,
folyékony tapkézegben pedig a kvazi-exponencidbiwekedés befejédése
utan torténik. A szekunder metabolitok kdzul ip@si gydgyaszati szempontbdl
kiemelked jelentsédiek az antibiotikumok. Az altalunk vizsg&t griseus 52-
1, S griseus B-2682,S. griseus B-2682 AFN ésS. griseus B-2682 AFP torzsek,
bar elté6 mennyiségben, streptomycint termelnek. Arra kékeatvalaszt, hogy
ezeknek a torzseknek a C faktor gént kis, illetagynkopiaszamban tartalmazé
transzformansaiban hogyan valtozik a streptomyzintézis mértéke, vagyis a
C faktor hatassal van-e a morfoldgiai differendiliigsal 6sszefliggésbendév
antibiotikum termelésre. Adataink szerint a kis lsSdgamu, sajat promotéir
kifejeztetett C faktor gén & griseus 52-1 tOrzs streptomycin termelését
lényegesen nem befolyasolja, mig a B-2682 AFN é268&2 AFP tdrzsek
streptomycin termelése a kis kopiaszamu plazmididmadzott C faktor gén
hatdsara jelefisen fokozédik. Ezek az adatok alatamasztjak, hoGyfaktor a

morfoldgiai differencidlédas és antibiotikum teré®pleiotrop regulatora.

[11.L18. Az A-FAKTOR HIANYOS MUTANSBAN A TAPANYAG FELVETELBEN ES
STRESSZ VALASZBAN RESZTVEY) FEHERJEK TULTERMEIODNEK

A S griseus B-2682 AFN torzsben a vad tipusd, illetve a kl@tofacC
altal komplementalt térzsekhez viszonyitva fokokéalt ozmotikus és oxidativ
stresszvalaszban résztgev feheérjek expresszioja, valamint a
tapanyagfelvételben résztvievABC transzporter fehérjék szubsztratékot
alegysegeinek expresszidja is (3. tablazat). Ekhitgaldszitileg a hidrolitikus
enzimek expressziojanak elmaradasa miattéalél tapanyag hiany
kompenzalasara irdnyul, s a légmicélium (és sparduia) tapanyag ellatasat

hivatott (probalja) megoldani.
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3. tédblazat. AS griseus B-2682 AFN tdrzsben azonositott, megndvekedett

expressziot mutatd fehérjek.

Adatbazis Elnevezés Egyez&s Lefedettséy| Mr® | PSDvagy | Seé ADP-
azonosito (kDa) CID ribozilacios
megebsitésd szekvencia
SGR1460 Osm C-szer igen nincs nincs
ATP/GTP-ko6 4/9 24% 14.5
fehérje
SGR2245 szuperoxid 11/15 32% 15 igen nings nincs
dizmutaz SodN
SGR3109 feltételezett igen nincs nincs
aminotranszferaz 31/43 51% 39.4
SGR1498 xyl6z ABC nem 1-27| LAACG®
transzporter 32/34 56% 38.8
szubsztrat-kat
fehérje
SGR5704 SpoOM igen 1-17 nincs
sporulaciés 16/24 29% 28.5
kontrol fehérje
SGR2237| feltételezett igen 1-25| “LTACG®
arginin-, ornitin-|  34/47 69% 33.5
koto fehérje
SGR5275]  Maltoz-kt igen 1-29| PATACG?#
fehérje MalE 21/45 43% 44.8
SGR1737| glutamat ABC igen 1-22| PATACG#
transzporter 33
szubsztrat-kat 35/38 56%
fehérje
mangéan 9/14 56% 22.4 igen nings nincs
szuperoxid
dizmutaz SodA
SGR5280| feltételezedt 25/46 44% 60.7 igen 1-3b nincs
amylase

a Az azonos és észlelt triptikus fragmentek szama.

b
C

Szamitott

Szekvencia lefedettseég.
molekulatbomeg. A poszttranszlaciés MmiGdiid miatt

lényegesen eltérhet az észlelt tondegt

PSD vagy CID analizissel megsités.

A szekrécios szignal szekvencia hossza.

d
e
f Az ADP-ribozilaciés szekvencia pozicidja.

rendelkezik amino-terminaliseks&ciés szignal

A fehérjék tobbsége

szekvenciaval, és egy konzervalt prokariota membiigoprotein lipid

kotohellyel, amelyben megtalalhatd a szekréciot szalbalDP-ribozilacioban
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résztvew konzervalt cisztein. A fehérjék mindegyike nagyak konzervalt az

ismert genomu streptomycesekben.

[11.L19. A MEGNOVEKEDETT FEHERJESZINT TRANSZKRIPCIOS SZABALYZAS
EREDMENYE

A kopasz mutansban (B-2682 AFN) tultermelt azombis@xtracellularis
fenériék egy része meglepetésunkre lipoprotein, yehkela sejtfelszinen
lokalizalédnak, tehat a szekretomban észlelt kaméeidjuk nem feltétlendl
tukrozi génjuk transzkripcidés aktivitasat. Ez teszetesen igaz a szekretom
0sszes fehérjéjére is, mivel a szintetizdlt fehérjmennyisége
poszttranszkripcionalisan, valamint a transzla@ésposzttranszlacios lépések
soran is szabalyozhatd. Ezért annak eldontésérgy laa észlelt fehérje
tultermelés legalabbis részben a gének fokozotinsaaipcidjanak a
kovetkezménye-e, vizsgaltuk a tenyészetekben akgémpresszidjat szemi-
kvantitativ RT-PCR modszerrel (7. abra).

Eredményeink azt mutattak, hogy az 06sszes vizsgéhérje
transzkripcibja jeledisen magasabb volt a légmicélium képzés Korali
szakaszéban (A oszlopok) a kopasz mutansban (B-26BQ, mint a vad tipusu
torzsben (B-2682). Ez a streptomycesek életcikisman megfelel annak a
kritikus szakasznak, amikor a programozott sejtha@gkezddik, és a sejtek
lizise szolgaltatja a tapanyagot a differencialéggmicéliumnak. Lényegesen
kisebb expresszios szintkllonbséget észleltink zsgait torzsek kozoétt a
sporulacié idszakaban (S oszlopok). Ez arra utal, hogy a traimszé
fokozédasa a programozott sejthalédsdakara specifikus, s a megnévekedett

fehérje szintek a gének fokozott mekiékanszkripciojanak eredményei.
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B-2682 B-2682 AFN B-2682 B-2682 AFN B-2682 B-2682 AFN

A S A S A S A S A S A S

rpsl no RT SGR1460
SGR1498 SGR1737 SGR2237
SGR2245 SGR3109 SGR5275

SGR5280 SGR5704
7. abra. AS griseus B-2682 AFN tdrzsben tdltermelt 9 fehérjét kddoléng

transzkripciéjanak vizsgélata szemikvantitativna RTIRP modszerrel. A.
Mintavétel a légmicélium képzés dskakdban (36 6ra); S. Mintavétel a
sporulacio idszakaban (54 ora). Apsl az SGR2801 fehérje génje, mely az S9
riboszomalis fehérjét kddolja, s bélkontrollként hasznaltuk. No RT. Kontroll,

mely azonos aespl-el, csak nem adtunk reverz transzkriptazt.

[11.20. A C FAKTOR FELTETELEZETT HATASA AZA-FAKTOR BIOSZINTEZISRE

A C faktor hatasanak molekularis s#irdértelmezése ugyan nem adhaté
meg a dolgozatban leirt kisérletek alapjan, deétidikzhei, hogy hatasa,
legaldbbis aS griseus B-2682 tdrzsben az A-faktor bioszintézis eddig
ismeretlen regulacios lépését érinti (8. abra) ystedS. griseus B-2682 tOrzs és
AFN mutansanak genomi szekvenalasaval, s a mugaoidositasaval kivanunk

megvalaszolni.
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8. abra. Az A-faktor és C faktor regulacios Utvakaleltételezett kdlcsdnhatasa

S griseus B-2682 tbrzsben.

111.21. A FACC ELOFORDULASA ES TERJEDESE

Elsdsorbanin slico analizissel kimutattuk, hogy a gén csak néhany
Sreptomyces térzsben, bizonyos humanpatogén fonalas gombakbagyes
Gram-pozitiv  baktériumokban és fagjaikban fordul 6,el s ezen
mikroorganizmusok k6zott horizontalis géntrans&deterjedt. A humanpatogén
gombakban valé éfordulas pedig a gén detektalasanak diagnosztikhl c

felhasznalasat teszi leldgé.

[11.22. A C FAKTOR TERMELO TORZS TAXONOMIAI BESOROLASA

A torzsek 16S rRNS gén szekvencigja alapjan meagéikauk, hogy &
griseus 45H jeli torzs taxondmiai besorolasa helytelen. A térz®jablan aS.
albidoflavus csoport tagja, ezért javasoltuk elnevezé&édlbidoflavus 45H-ra

megvaltoztatni.
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[11.23. A C FAKTOR MINT PATOGENITASI FAKTOR?

A C faktor termeb t0rzs megvaltozott taxonomiai besorolasa, s agy lao
gén a burgonya varasodast okd2o0scabies térzsben, illetve humanpatogén
gombakban fordul é| felvetette a C faktor esetleges szerepét a paitdge
kialakulasdban. Mint hozzéaférlbekisérleti rendszert, a burgonya varasodas
kialakulasat vizsgaltuk kooperacioban, mikrogumidétaesével. Eredményeink
alapjan a burgonya varasodas kialakulasaban szejéiszd extracellularis
észteraz termelése, amely potencialis patogeriditir, ugyancsak a C faktor

regulacioja alatt all.
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V. GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAG

A dolgozat eredményei alapjan két terileten latelens gyakorlati
hasznositasi leh&téget.
1. A C faktor gén egyes human patogén fonalas gbamba@Aspergillus
fumigatus, A. terreus, Neosartorya fischeri, Chaetomium globosum) valo
el6fordulasa alapjan leh#tég van az emberben aszpergillozist okozé tdrzsek
human eredét mintakban (vér, bronchoalveolaris moséfolyadély) stalo
kimutatasara. Az erre a célra alkalmas, rendkivizéléeny és specifikus,
TagMan alapu RT-gPCR esszéket ki is dolgoztuk. Ezelesszék alkalmasak
diagnosztikai célu kitek kifejlesztésére. Az elg@ranagyar szabadalmi
igénybejelentése 2008-ban P0800%2@mommegtortént. Jelenleg a nemzetkozi

bejegyzés [PCT] van folyamatban.

2. Az eredmények leh&téget kindlnak a C faktor génnek az antibiotikum
termeb ipari torzsek fejlesztésében valé hasznositasaralgen gyakori
probléma az iparban a torzsfenntartds, mivel aséirzem képeznek sporat.
Bizonyos torzsek esetén legalabbis latok esély, arogy C faktor génnel valo
transzformaciojuk megoldhatja ezt a gyakorlatbamds kérdést.

Eredményeink alapjan bizonyos tdrzsek esetébenneggé elképzelhét hogy

C faktor génnel val6é transzforméaciojuk a termeltidatikum mennyiségének

fokozasat eredményezi.
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V. EPILOGUS

Befejezéstl néhany gondolat a streptomycesek dift@alodasarol, a
differencialodassal dsszefitygzekunder metabolizmusrél és ezen folyamatok
szabalyozasarol.

A streptomycesek a talaj baktérium populacidinddn@s részét alkotjak.
Ennek oka nyilvanvaléan az, hogy kivaléan alkalnomiziak az adott
éléhelyhez. Ebben micélidlis novekedésik, a nagyszamftracellularis
hidrolitikus enzim termelése, melyekkel a legkuldoribb, mas baktériumok
szamara hozzaférhetetlen, vagy nehezen hasznésiti@dnyagokat képesek
felhasznalni, s szekunder metabolit termelésik r@gydontos szerepet jatszik.
Béséges tapanyag ellatottsdg esetén a hifafonaldtalmpindvekedése és a
gyakori elagazasai révén a telep novekedése kxaorencialis. A hifafonalak
atszovik a talajt, tehat helyhez koétottek. Ez aatdqag lokalis elfogyasakor az
élélény pusztulasaval jarna. Hogy ez ne kovetkezzenalzeevollcid soran
kialakult a mozgékony, tulélsejtek Iétrehozasanak a képessége. Ezek & tulél
sejtek, a spoérak, a legklulonttb fizikai és kémiai behatasokkal szemben
rezisztensek, metabolizmusuk gyakorlatilag ledireévszazadokig is képesek
nyugvo allapotban maradni, s amikor kediv&drilmények kézé kerilnek, Ujra
kicsirazni és vegetativ novekedésbe kezdeni. Auspad tehat a torzsek
fennmaradasanak eszkdze, melyért semmilyen ar n€mgads amelynek
létrejbtte nyilvanvaléan nemcsak egyetlen Uton,enaregymassal legalabbis
részben Osszeflfgalternativ Gtvonalakon jatszodhat le. Ezek anmdak a
kulonbo®d Sreptomyces torzsekben eltérhetnek, egyes elemei az evoluc#ns
elveszhetnek stb. Ennek a sporaképzeési programnedsze a Iégmicélium
képzés, a telep bizonyos hifainak programozottlé#fza az elpusztult sejtek
anyagainak hidrolizisére szolgalé enzimek termelgse ilyenkor felszabadul6
tapanyag védelme mas talajlaké mikroorganizmusoldz@dmben, melyre a

szekunder metabolitok széles tarhaza szolgélhat.
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Mindezeknek a folyamatoknak térben é8hien szigorian meghatarozott
rendben kell lejatszédniuk, melyet csak egy bonyamabalyozas biztosithat.
Ugy tiinik, hogy a reguléacié edsorban a transzkripcio szintjén valésul meg. A
szabalyzasnak hierarchikus rendje van. Koézpontstkripcios aktivatorok
tovabbi transzkripcios aktivatorok szintézisét i@liédk, amelyek bonyolult
bioszintetikus utakat kapcsolnak be. Nyilvanvaléatinyés, ha ezek a
folyamatok egyszerre sok, vagy az 6sszes sejtbereliangoltan jatszodnak le.
Erre szolgalhatnak a kiulonb®diffuzibilis autoregulator molekulék.

A két legrészletesebben tanulmanyozott autoreguktd® griseus altal
termelt A-faktor, és &. griseus 45H éltal termelt C faktor. Erdekes, hogy az A-
faktor egy lipidoldékony kismolekula, a C faktordig egy fehérje. Tovabbi
érdekesség, hogy mindkét autoregulator homologgmtadalhatok az ugyancsak
talajlaké fonalas gombakban. Ez a regulator mokdtnak az éhelyhez valo
alkalmazkodas kialakulasdban nyujtotirglos voltara utal.

Az a tény pedig, hogy az A-faktor termelésére némpekS. griseus 45H
altal termelt autoregulator, a C faktor, a C faktgmnel nem rendelkézSs.
griseus NRRL B-2682 torzs mutansaban az A-faktor termeléséaz A-faktor
regulon aktivalasat valtja ki, arra utalhat, hoggrdbban egyitt létéz
egymassal kolcsonhatasba Iépni képes alternatitaeigs utvonalakkal allunk

szemben.
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