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AfacC A facCgén delécigja



1. BEVEZETES

A streptomycesek Gram pozitiv, aerdb, fonalas kégési, elisorban talajban él
baktériumok, melyek sokféle extracellularis mechamissal rendelkeznek a névekedésiiket
biztositd tapanyagellatdsuk, masdoléhyekkel (mikroorganizmusok, noévények) valo
kolcsbonhatasuk, és komplex, spérabdl kiinduldé ésridacioval végads életciklusuk
biztositasara.

A genetika egyik alapvét kérdése, a szabalyozasnak egy, a fehérje szintézis
regulacidjanal bonyolultabb, magasabb fenskintje; az egyedfdjtiés soran kialakul6
szubmikroszképos, mikroszképos szerkezetek Iétégjek, ill. a két- vagy tobbséjt
szervezetek fajldésének, differencialodasanak megismerése.

A differencidlédas mar egysejimikrorganizmusok esetén is megfigyethetz élet
egyes szakaszaiban eltéiunkciok és szerkezetek létrehozasa soran, déardisithatébb
modellként a mar kétséjiek szamitd spoéraképprokariotaBacillus subtilis hasznaljak. A
sejtdifferencialodas tanulmanyozasanak egy kisseyddoltabb, de kivalo modelljei a
streptomycesek. Ezek azinyek ugyanis még viszonylag egysmdt, mert prokariotak, de
soksejti szervezetnek tekinthi, melyeknek morfoldgiai differencidlodasa Osszets,
ugyanakkor mikroszkOpos és szabad szemmel lathasrkemek segitségével [ol
tanulmanyozhat6. AStreptomyces coelicolomint modellszervezet differencialodasat igen
részletesen tanulmanyozték, séemz utdbbi években is tébb 6sszefoglald cikk jelereg
(Chater és Losick, 1997; Chater, 1998; Chater, 2@b@ter, 2001; Chater, 2006; Chater és
Chandra, 2008). AStreptomyces coelicolagenomjanak szekvenalasa is befégkit 2002-
ben (Bentley és mtsai, 2002).

A streptomycesek az elméleti szempontbol fontosfohagiai differencialodasuk
mellett azért is jelefsek, és igen szertedgazban tanulményozottak, mert
differencialédasukkal parhuzamosan nagyszamu, @s¥gtban és iparban alkalmazott
vegyuletet (antibiotikum, pigment, enzim, enzim ibitor, rovarellenes szer, immuno-
modulator, tumor ellenes vegylulet stb.) termeln8kahl, 1997; Bérdy, 2005). Tekintettel
azonban arra, hogy az egysteptomycesorzsek kozott Iényeges kilbonbségek vannak, s
ezen eltéf torzsek kulonbdk gydgyaszati és gazdasagi szempontbdl fontos Vetgyidt
termelnek, tovabbStreptomycesirzsek differencialodasanak, valamint a differéldclas és
szekunder metabolizmus 6sszefliggésének vizsgalatdokolt. Ennek alatdmasztasara elég

talan megemliteni, hogy az utdbbi években tovaldireptomycestérzsek genomi



szekvenaldsa tortént meg, amelyek egy része matéwa is van és hozzéaférlietlyen a
streptomycint termélS. griseudFO 13350 (Ohnishi és mtsai, 2008), az avermeetimeb
S. avermitilisMA-4680 (lkeda és mtsai, 2003), a streptomycesgkdl ritkanak szamito

noveny-patogéls. scabie87.22 http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_scab)egs néhany, a

kilonbd®d genomikai kdzpontok altal annak reményében szelkvealabbi fajok egyes
torzsei G. albus, S. clavuligerus, S. ghanaensis, S. dl@ses, S. hygroscopicus, S. lividans,
S. noursei, S. roseospous, S. viridochromogenagns8um,valamint a taxonomiailag nem
karakterizaltStreptomycetirzsek [Mgl, SBP78, AA4, ACF1, C]), hogy sikediitibiotikum
termelésben résztvéy eddig nem azonositott, torzs-specifikus, és/vagygvd géneket
azonositani Http://genomesonline.org. Ezen toérzsek egy része extrémshélyekil

szarmazik. Itt emlithéttovabba a korabbas. erythreulsént ismert — erythromicin terniel-
Saccharopolyspora erythraes (Oliynyk és mtsai, 2007).

A streptomycesek sporabal kiindulé novekedésikrsasailard taptalajon, kezdetben
tébb genomot tartalmazd (conocyticus), eladgazdhifezatot hoznak létre, melyben szeptum
csak ritkan fordul €. Ez a hifahalozat atszovi a taptalajt, ezért szésnicéliumnak
nevezik. A tapanyag fogytaval a szubsztratmicélainmetlegesen, a levégiranyaba
légmicéliumot fejlesztenek, amely parazita médopragramozott sejthalal sordn szétes
szubsztratmicéliumbol taplalkozik (Manteca és mts2007). A telep felszinét beféd
léegmicélium  ké8bb intenziv szeptumképzéssel egyetlen genomot Inteat®
kompartmentumokka (prespora) alakul, melygkpigmentalt, érett sporak jonnek létre (1.
abra).

A spéraképzésre nem képes mutansoknak ké&sbportjat kulonboztetjik meg. Az
egyik a legmicélium képzésére nem képakl (kopasz) mutansok csoportja. Az elnevezés a
mutansok viasz-szér fényes fellldt megjelenésére utal. A masik csoportba tartozo
mutansok a legmicéliumbadl érett sporat nem képéste&hozni. Ezeketvhite mutansoknak
hivjuk, mivel benniik elmarad a spéra érése sotlamjes sporulacids pigmentek termelése, s
a telepek fehérek maradnak.

A szilard taptalajon torténsporaképzés ezen altalanosan elfogadott mechasézmu
mellett et6l eltér6 modon is lehetséges spéraképZeseptomyces bikiniensis (S. griseus)
HH1, légmicélium képzésére nem képes torzsénelerdiitialodasat tanulmanyozva, a
tenyésztésre hasznalt tptalajtol fégg sporaképzést figyeltek meg (Szabd és Vitalis2)1.9
Ezek a spérak a szubsztratmicélium reproduktivstipatalakulasaval, a telep belsejében
fejlédnek. A sporak morfolégiai és fizioldgiai szempdaiitls sokkal heterogénebbek, mint a

légmicéliumbdl keletkezett sporak.



Egy vad tipusu, tehat légmicéliumot- és sporat egwaképsd S. carpinensis
telepmorfolégiai vizsgalata ugyancsak azt a meglepredményt hozta, hogy a
szubsztratmicéliumban is van sporaképzés. A kédplara képzése egyszerre torténik, de
amig a légmicélium egésze atalakul spérava, addigzubsztratmicéliumban csak egy
rendkivil stk zonaban a telep aljan van sporaképzés. Kulonbtmgibba a spérak felszine
is. A légmicélium sporait vékony réteg fedi, migsaubsztatmicélium sporainak felszinét
amorf nagy elektrondezitasu anyag boritotta (Miga@&s mtsai, 1997).

Mindezek az altalanostdl eltérspéraképzési médok valosiieg annak tukrében
érthebk meg, ha figyelembe vessziik, hogy a spéra ezélendek tuléb sejtie, azaz
amennyiben az életfeltételek kedéenek, a spbéraképzés a tulélés egyetlen esélyat &
torzsek barmi aron és barmilyen alternativ médgekgznek sporat képezni.

A streptomycesek novekedése folyékony tenyészetisenhasonld. Kezdetben
szerteagaz6, conocyticus hifafonalakat hoznak .ldE& a kvazi-exponencidlis vegetativ
novekedést egyes fonalak lizise mellett reproduktipusd (sporogén) hifafonalak
megjelenése koveti, melyeken az életciklus beéejézeként bizonyos térzseknél spéraképzés
figyelhe® meg (2. abra).

A bakteridlis differencialdodast bonyolult, széveyés regulacid vezérli, melyben a
kornyezeti szignalok érzékelése és az azokra adaitiszok mellett a sejtek kozotti
kommunikaciénak is igen fontos szerepe van.

A differencialdodas szabalyozasaban és a sejtekdtkdxkommunikacioban a
tobbsejtinek tekinthet streptomycesek esetében valtozatos szenkeaetoregulatorok
vesznek részt (Willey és Nodwell, 2008). llyen aatmulator az etiként intézetiinkben leirt C
faktor (Szabo és mtsai, 1962; Szabo és mtsai, 191)a Khokhlov professzor vezette
szovjet-orosz munkacsoport altal felfedezett A-daKiKhokhlov és mtsai, 1967). Az A-faktor
hatasmaddjanak részletes tanulmanyozasa a Beppwrésotichi professzorok altal vezetett
japan munkacsoport nevéheizddik (Horinouchi és Beppu 1992a; Horinouchi és Beppu
1992b; Horinouchi és Beppu 1994; Horinouchi és Bed®95; tovabbi hivatkozasok az 1.2.

fejezetben).
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A streptomyceseknél a differencidlodas és az aiidoim termelés kozotti
kapcsolatra utal a két folyamat gyakorblieli egybeesése és kdzos szabalyozésa, valamint
az, hogysS. coelicoloban ésS. griseuban is sok olyan mutacié ismert, amelyek mindkét
folyamatot blokkoljak (Horinouchi, 1999; Chater, @8). Az antibiotikumokat sokan un.
szekunder anyagcsereterméknek tekintik. E termékideli megjelenése az életciklus &es
differencialédasi szakaszara jellefnzAz, hogy mi az antibiotikumok szerepe, hogyan
vesznek részt adket termeb szervezetek életfolyamatainak szabalyozasaban, meéy
ismert. Egyes feltételezések szerint szerepuk keletibsztratmicélium lizisekor felszabadulo
tapanyagok mas mikroorganizmusoktol valé védelméfigmater és Merrick, 1979). Ezt
tamaszthatja ala, hogy az antibiotikum termelébét egybeesik a légmicélium képzéssel.
Az antibiotikumokat termél szervezetekben a primer és szekunder anyagcsdre-ut
egymassal vald kapcsolata és ezek genetikai szaddg, annak megértése, hogy ezek
miként kapcsolédnak a sejtdifferencialédashoz, k@ébhdolyamat megismeréséhez kdzelebb
vihet.

A disszertaci6 a C faktor azonositasara és a diifgélodas szabalyozasaban bet6ltott
szerepének tisztazasara iranyulod kisérleteinkeglyaéfin, melyeket nagyrészt az utobbi 10
évben végeztink. Az eredmények targyalasa nentléglté koveti a kisérletek végzésének
kronologiai sorrendjét. Terjedelmi okokbol azokreakisérleti eredményeknek a targyalasa,
amelyek lektoralt nemzetkdzi folyoiratokban korabbpublikalasra keriltek révidebb, s
altalaban az abrak és tablazatok kozul is csakgyadks szempontjabol elengedhetetlendl
fontosakat ismétlem meg a disszertacidéban, a tégzpedig a disszertacio végén, az eredeti

kozleményekben talalhaték meg.
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1.1.A C FAKTOR FELFEDEZESE ES HATASMODJANAK LEIRASA

A fejezethez tartoz6 sajat kozlemény:
Szabo G, Vitédlis S, Szeszak F, Bir6 S. Phenotypatedogeneity of the progeny of
Streptomyces grisewsnidia. Acta Biol Acad Sci Hung 48, 45-65 (1997).

A differencialddas tanulmanyozéasa a Debreceni Quadmsnanyi Egyetemen az 1960-
as években Szabo Gabor professzor vezetésévdidardamelyhez kisérleti objektumkeént a
mar akkor is ismert — a spora csirdzasaval &z a fonalas micéliumon at spéraképzéssel
végzdé —komplex életciklussal rendelk&zipari szempontbdl is fontdatreptomyces griseus
torzset valasztottak. Célulaték ki természetes (endogénnek tekirithahyag, vagy anyagok
azonositasat, izolalasat, jellemzését, és a dejhifcidlodast befolyasolé hatasanak
tanulményozasat (Szabd, 1970). Az ilyen jdll&gtatas nem példa nélkuli, hiszen 1957-ben a
Journal of Bacteriology-ban kdz6lt tanulmanyban ribero és Scotti, 1957) arrél szamolnak
be, hogy kulonb&z ipari Streptomycestdrzsek, melyek mai ismereteink szerint a
torzsfejlesztés soran elveszitették légmicéliunmspesaképé képessegiket, szilard taptalajon
kozvetlenldl egymas mellett tenyésztve, egy masgiksttégmicélium képzését helyreallitjak.
Ez valamilyen extracelluléris diffuzibilis anyagtasara utal. Ez valészinlleg a sejtek kdzotti
kommunikacié egyik els leirasa. Arra vonatkozéan azonban megbizhaté adagm
rendelkezem, hogy ezt a kozleményt ismerte-e Spedfésszor.

Vizsgalataikat az ipari streptomycin teréeb. griseus52-1 jeli torzsével (amely
folyékony tenyészetben differencialdédasaban elakadrt nem képez spérat), és annak egy
altaluk izolélt, streptomycint nem termieimutansaval, aS. griseus45H jeli torzsével
végezték, amely folyékony tenyészetben is teljetcidlussal rendelkezik, azaz sporat kepez
(Szab6 és mtsai, 1961; valamint 3a. és 3b. abra)toraseket tobb szempontbodl is
dsszehasonlitottak, igy példaul sejtfal Osszetédelli(Barabas és Szabd, 1965), és
novekedésiket kulonbéztenyésztési korilmények esetén (Szabd és mtséDd)1Mivel
abban mar az 1960-as években is konszenzus vgly, dastreptomycesek életciklusa két jol
elkilonithet fazisra, a vegetativ és reproduktiv szakaszrahat¥t a fenti két torzs
vizsgélataval lehéséget lattak arra, hogy olyan, a térzsek altal édrranyagot tudnak
azonositani, ami a vegetativ-reproduktiv dtmenbedolyasolja, vagy szabalyozza. llyen
anyagot a teljes életciklussal rendelké& griseusti5H térzs fermentlevében valoban tudtak
is azonositani. A fermentlé & griseusb2-1 torzs tapfolyadékahoz adva annak életciklusat

megvaltoztatta, a teljes életciklussal rendetkédrzshtz hasonléva tette, megjelentek a
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reproduktiv tipusa fonalak és sporaszéépletek (3c. &bra). Az akkor még ismeretlen
anyagot (gbbts névekedeést okozo6 hatdsara utalwdd amgol neve [clump] kedbetijével)

C faktornak nevezték el, s citomorfologiai hatas#gzletesen tanulmanyoztak (Vitalis és
mtsai, 1963; Szab6 és mtsai, 1967; Vitalis és SZH60).

3. abra. AS. griseugl5H (a), &S. griseu$2-1 (b), torzsek ndvekedése folyékony taptalagon,
a C faktor hatasa 8. griseus52-1 torzs novekedésére (c) folyékony tenyészeth&O-

szoros nagyitas (Vitalis, 1979)

Az anyag dlzetes vizsgalatok alapjanédrzékenynek, és nagy molekuldjunak
bizonyult, s DNaz rezisztenciaja alapjan kizarhatt hogy DNS lenne. A kisérleti
eredmények alapjan az is feltételesheolt, hogy a C faktor valamilyen médon DNS-hez
kotédve fejti ki hatasat, s befolyasolja az mRNS szis#t (Szabo és mtsai, 1967; Szeszak és
Szab6, 1973). Kébkb, mar az altalam &lllitott, nagy tisztasagu C faktor fehérje
preparatummal kimutattdk, hogy a C faktor, méar idgs koncentraciéban (0,7 ng Ml
kaliumion kibocsatast indukal (Szeszadk és mtsa8919Ugyancsak az &ltalamdaéllitott
tiszta C faktor fehérje preparatummal, nyulban, akbonalis antitestet allitottak &lamellyel
a C faktor ebfordulasat vizsgaltak kilonb6zStreptomycestdrzsekben. Kimutattak, hogy a
légmicélium képzésre kép&treptomycesdrzsek altalaban nagyobb mennyiség faktort
termelnek, ami megfelelt annak a feltételezésnalgyha C faktor a reproduktiv fazis
induktora (Szeszak és mtsai, 1990).

Mivel a tanulmanyozott két torzsS( griseus52-1 ésS. griseus45H) bizonyos
sajatsagai (sejtfal Osszetétel, novekedésik kukinképtalajokon) a vartndl nagyobb
kilonbséget mutattak, vizsgéltak a torzsek genietihkaonsagéat is DNS-DNS hibridizacioval.

13



Ez azzal a nem vart eredménnyel zarult, hogy askes kdzotti rokonsdg nem nagyon kozeli
(Fehér és Szabo, 1978).

Részletesen vizsgaltuk és analizaltuk tovabba daerdicialédasi program
lejatszodasat egyes differencialodasi markerek ehaggséenek kovetésével a két torzsben
(Szab6 és mtsai, 1997). A streptomycesek diffeédddasa szilard taptalajon szemmel is
nyomon kovethét, a telep felszinének és szinének valtozasa alab@pekony tenyészetben
ez nem ennyire nyilvanvald. Itt is vannak azonbaarkerek, melyek a fdjlés egyes
stadiumaira jellemiek. Illyen markerek a folyékony tenyészetek differa@lddasanak
kovetésében a sejtfal vastagsdga, a citoplazmédéest, a poliszaharid eloszlasa PAS
reakcioval kovetve, a nukleoid fédese Feulgen reakciéval, vagy metilzold-pironiriéesel.

Ez alapjan a folyékony tenyészetben megkulonbdzkefiatal, tranziens és Oreg vegetativ
hifafonalakat, s reproduktiv (sporogén) hifat, arett sporalancokka alakul. A folyékony
tenyészetben is sporaz®. griseus45H esetében ezek a stadiumok, s a rajuk jebemz
markerek, bar a ndvekedés aszinkron volta miaghgészetekben egyszerre megfigydiket

a hifafonalak szabalyos heterogenitasanak tekinthegyetlen hifafonal fefildése soran
azonban iflbeni megjelenésuk karakterisztikus, s korrelal dfedincialédas egyes
stadiumaival.

Eltérs a helyzet a differencidlédasaban elak&dtgrises 52-1 ndvekedése soran. A
karakterisztikus differencidlodasi markerek egyetldifafragmenten belldl is sokféle
kombinacioban jelennek meg, s spoérat soha sem ReékezA torzs tenyészetéhez az
autoregulator C faktor fehérjét hozzdadva, a difierdlodas koordinaltabbnakinik, s
megjelennek a reproduktiv agak is, melyek ugyanaizakkarakterisztikus jegyeket mutatjak,
mint a sporazo torzs esetében, de sporat csakzéimbmn képeznek. Erdekes modon azt
talaltuk, hogy nemcsak a hifa fonalak heterogémeinem a képds spoérak is. Eltérnek
méretben, alakban, citologiai markerekben, seyfaitagsagban, és refraktivitasban is, pedig
elvileg genomjuk azonos. Eltérnek tovabba fiziokdigig, életképességiket és
ellendlioképességuket tekintve is.

Ezek azok a korai eredmények, amelyek tobbségetazsdiiletett, miditt a C
faktorral kapcsolatos munkékba bekapcsolédtam vdénayi év taviatabol, s az elmdlt tiz év
eredményeinek ismeretében is elmondhatom, hogyatposan végiggondolt, és helytallé
munkahipotézis alapjan indultak el ezek a kutatasaknnak ellenére, hogy a kutatas anyagi
és technikai feltételei megleldsen korlatozottak voltak, egy rendkivil jeléntfelismerés

tortént olyan terlleten, amely elméleti és gyakorEzempontbdl egyarant fontos. Ezt
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tamasztja ala az is, hogySareptomycesdifferencialédas és antibiotikum kutatas két dggen
Keith Chater és Sueharu Horinou€hi akik kooperaciés partnereink de egyben
versenytarsaink is, évekkel Szabd professzor vélaaltan, egy, a témaval foglalkozo
dsszefoglalé cikkiket a streptomycesek differedciasaban szerepet jatsz6 autoregulatorok
felfedeadinek, Khokhlov és Szabd professzorok emlékénekajgk (Chater €s Horinouchi,
2003).

! Horinouchi professzor a disszertaciékeiszitése soran, 2009 nyaran elhunyt. TAvoz&seeptomycekutatas
nagy vesztesége.

15



1.2.AZ A-FAKTOR FELFEDEZESE ES HATASMODJANAK VIZSGALATA

A Streptomyces griseu8ltal termelt autoreglator faktort (A-faktor) Khakv és
munkatarsai tiz évvel az éldyen jelledi kozlemeény (Dondero és Scotti, 1957) megjelenése
utdn 1967-ben fedezték fel nagyszami mutans smistitels vizsgélatdval egy olyan
torzsben, amely nagyon kevés streptomycint termfedt.anyagot mas, streptomycint nem
termeb mutansokhoz adva azok antibiotikum termelését megiekben fokozta. Kébb az
A-faktort nagyszam(B. griseustorzsben, & egyéb Streptomycedajokban is megtalaltak
(Anisova és mtsai, 1984). Az A-faktor hatasanalula@dnyozasa soran kimutattak, hogy az
nemcsak a streptomycin bioszintézisét fokozta, mma@ezimatikus (Voronina és mtsai, 1982,
Vasilenko és mtsai, 1983) és morfoldgiai valtozasok kivaltott (Khokhlov és mtsai, 1973;
Zaslavskaya és mtsai, 1979). Rendkividfeszitést igényelt az A-faktor tiszta formaban valo
eléallithsa, és szerkezetének meghatarozasa, mivetehtacidja a fermentlében igen
alacsony. Tisztitasat a fermentlé kloroformos éxiiGaval, s kilonbdz kromatogréafias
eljarasokkal (celluléz, szilikagél) és mobil fadikal (benzol, dietil-éter, kloroform) oldottak
meg. lly médon, mintegy 500 liter fermenttébd0 mg tiszta A-faktort nyertek, melynek
szerkezetét 2-izokapriloil-(3R)-hydroximeti#butirolaktonként hataroztak meg (Kleiner és
mtsai, 1976). Az A-faktor kémiai szintézisét 19&htoldottak meg (Kleiner és mtsai, 1977),
ami megnyitotta az utat az A-faktor hatasmechanganak vizsgalatdhoz, hiszen
rendelkezésre allt egy standard A-faktor preparatdm A-faktor hatasmechanizmusanak
molekularis felderitése nem az A-faktort felfedleszzovjet-orosz, hanem egy japan
kutatécsoport nevéhefiZodik.

Az A-faktor termelése életciklusfiggs a hatasanak kifejtéeséhez sziikséges kritikus
koncentraciét fokozatosan emelkedve, az exponesciabvekedés soran éri el a
tapfolyadékban. Ez a koncentracié igen alacsonyndissze 1-20 nM. Az A-faktor
lipidoldékony kis molekula, s mint ilyen szabadddifiundal a membranon, illetve szabadon
diffundal a tébbmagvu hifafonalakon belil, ezalsdinkronizalni képes a morfologiai
differencialédast és a szekunder metabolizmustarskiltadptalajon, egy telepen belll,
folyékony taptalajon pedig a teljes tenyészetberérie, mikrobialis hormonnak” tekinthét
Az A-faktorhoz hasonl6an, Gram negativ baktériunasklz acil-homoszerin, Gram pozitiv
baktériumokban pedig oligopeptidek szolgalnak saigolekulaként a sejtek kozotti
kommunikaciéban (Bassler és Losick, 2006; CamdliBassler, 2006).

A-faktor termelésére nem kép8s griseusmutansok sem szekunder metabolitok (pl.

streptomycin) szintézisére, sem pedig légmicéliusn sporaképzésre nem képesek. Ha

16



azonban tenyészetilkh6z exogén A-faktort adnak 1 kowvicentracidban, morfoldgiai
differencialédasuk és szekunder metabolit képzégiylarant helyreall, ami az A-faktornak a
szabalyz6 szerepe mellett a differencialodas ébiatikum szintézis k6zos regulacidjara is
utal (Horinouchi és Beppu, 1994; Horinouchi, 2002).

S. griseuban az A-faktor hatdsara az A-faktor regulacioszkad indukalodik,
melynek molekularis eseményei réviden az alabbiakist foglalhatdk 6ssze: Amikor az A-
faktor koncentraciéja eléri a kritikus szintet (Mha sejteken belll, hozzakapcsolodik
specifikus receptorahoz, az A-faktor receptor fgingz (ArpA). Az ArpA represszor fehérje,
mely alaphelyzetben apAgén expressziodjat gatolja, amely gén egy A-fakiggo fehérje
(AdpA) szintézisééert felék. Az A-faktor koédésének hatdsara az ArpA represszor
ledisszocial aadpA operatorarol (Ohnishi és mtsai, 1999), s ezzelimdeghat azadpAgén
atirdsa. AzadpA az egyetlen ismert gén melynekikidését az ArpA fehérje szabalyozza
(Kato és mtsai, 2004).

Az adpA gén transzkripciés aktivatort kodol, amely szamas, morfologiai
differencialédasban és szekunder metabolizmushsaivedé gén transzkripciojat aktivalja.
Az ismert gének, amelyeket az AdpA aktival, azagatieaz AdpA regulonnak a kbvetkikz

= strR a streptomycin bioszintézis specifikus transzkidp aktivatoranak génje

(Vujaklija és mtsai, 1993) amely aztan tovabbitragomycin bioszintézisben részdev

géneket aktival (Ohnishi és mtsai, 1999).

— adsA(A-factordependensigma factor), extracitoplazmatikus funkciéju (EGZjgma

faktor (%%
2000).

— ssgA kis molekulatomeify savas karaktér fehérje génje, amely a spora szeptum

génje, amely a légmicélium képzésben jatszikegmr(Yamazaki és mtsai,

képzésben jatszik szerepet (Yamazaki és mtsai,al083amelyet eredetileg sporulacios
szupresszorként izolalta®. griseubdl, s erre utal a neve isuppression ofporulation
and fragmentedrowth ) (Kawamoto és mtsai, 1997).

= amfR(aerial mycelumformation), amely egy reszponz-regulator tipusurehgenje, s

a légmicélium képzésben van szerepe (Yamazaki,[§003

— sgmA Streptomyces griseusnetallo-endopeptidaz génje, melynek szerepe a
légmicélium képzés soran a szubsztratmicélium drdgiban van (Kato és mtsai, 2002).

= sprT éssprU, két tripszin tipusu protedz génjei (Kato és mt&805). Ezeknek az
enzimeknek feltehéen a szubsztratmicélium fehérjéinek emésztésébergltal a fefpds

légmiceélium tapanyaggal valo ellatasaban leheiegix.
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= sprA sprB és sprD, harom kimotripszin tipusu proteaz génjei (Tomarso mtsai,
2005a). Ezeknek az enzimeknek, feltébatugyancsak a szubsztratmicélium fehérjéinek
emesztésében, s ezaltal adefl I€gmicélium tdpanyaggal valo ellatasaban lehaegisk.

— sgiA egyStreptomycesubtilizin inhibitor gén, melynek a légmicéliumpgagsben van

szerepe (Hirano és mtsai, 2006).

A fentieket 6sszefoglaldéan a 4. abra mutatja.

Eﬁ.f3,f;:- A - faktar @ A= faktor receptor
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4. dbra. Az A-faktor regulon (Horinouchi, 2007).

2009 augusztusaban ujabb kézlemény jelent meg, e8lygriseudFO13350 térzs,
ésAadpA mutansanak extracellularis proteomjat tanulmangp£s amelyben tovabbi AdpA
regulélt fehérjéket azonositottak. Ezek részbemrth anyagcsere utak enzimei, részben
pedig proteazok, glikozil hidrolazok és észteraz@kanuma és mtsai, 2009). Ezek
részletezésére az eredmeényeim targyalasa sor&nkiesz AdpA regulonhoz tartozo gének
meghatarozasara iranyuld mikroarray analizis, nelggancsak a kozelmultban kozdltek, azt
mutatta, hogy 74 transzkripciés egység 152 génjémgiresszidja fokozodott A-faktor
hatasara. Ezek jeldis része ismeretlen funkciéju, ami arra utal, hogyAdaktor hatdsa az

eddig ismertnél Iényegesen szélesebli k3rbonyolultabb (Hara és mtsai, 2009).
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A S. griseuban talalhaté A-faktorhoz hasonld szerkézés funkcioju butirolakton
tipusu autoregulatorokat m&reptomycesdajokban is leirtak, amelyek a differencialédast,
antibiotikum termelést, vagy mindkéttszabalyozzak. Erdekes, hogy nem csak a kiilinhboz
torzsek A-faktor-szdr molekulai nagyon hasonldéak, hanem receptor feilkérgenagyfoku
homolégiat mutatnak, de biolégiai szerepik éltézhet. S. coelicoloban az SCB1 S.
coelicolor butirolakton), az actinorhodin és undecylprodigies valamint egy kriptikus
poliketid szintaz génklaszter bioszintézisében b@tszabalyzo szerepet (Takano és mtsai,
2001; Takano és mtsai, 2005%. virginiaden a virginiae butanolid a virginiamicin
bioszintézist szabalyozza (Nakano és mtsai, 1998}endaken a nikkomicin bioszintézist
szabdlyozza egy-butirolakton (Engel és mtsai, 2001§. pristinaespiralisan egy y-
butirolakton a pristinamicin bioszintézis szabaBsaban vesz részt (Folcher és mtsai, 2001);
S. lavendulaean az IM-2 t6bb szekunder metabolit szintézisabéblyozza (Kitani és mtsai,
2008); S. fradiaban a sporulaciot és tylosin termelést egyarant egdputirolakton
szabdlyozza (Cundliffe és mtsai, 2001; Stratigopeéls mtsai, 2002).

Erdekes modon, a streptomycesekhez nagyon hastifiéhgigényi és életciklusu
fonalas gombéakban is édbrdulnak y-butirolakton gyirtit tartalmazé molekulak. llyen az
aspulvinone Aspergillus terreusan (Takahashi és mtsai, 1978), wdekalakton
Sporobolomycesdorusban (Turner és Aldridge, 1983), a lachnumlactone LAchnum
papyraceurban (Shan és mtsai, 1996), és a multicolafvicillium multicoloban Turner
és Aldridge, 1983). Ezeknek a vegyuleteknek a fisjcazonban nem ismert. AA.
terreudan ebdforduld butyrolacton | funkcidja jobban tanulmangtiz Kimutattak, hogy az
eukariota ciklin fugg cdkl és cdk2 kinaz specifikus inhibitora (Kanemniés mtsai, 1998;
Nishio és mtsai, 1996), s hasonléan a streptomkbese ebfordulé y-butirolaktonhoz,
morfologiai differencialodast, sporaképzést indukéd fokozza a szekunder metabolitok,
tébbek kozott a koleszterinszint-csokkik@nt alkalmazott lovastatin termelését (Schimmel
és mtsai, 1998).

Annak a 3.13 fejezetben targyalt ténynek az ismabmst, miszerint nemcsak A-faktor,
hanem C faktor homologok iséébrdulnak kilonboé fonalas gomba fajokban ez kilondésen
érdekes, s felveti, hogy ezek a molekulak a fong@a®ba és fonalas baktérium fajokban
hasonl6 funkcidval rendelkeznek, s horizontalis tggrszferrel terjedtek. A kilonbéz
Streptomycegajok afsA ésarpA homoldgjairdl a kézelmaltban irtdk le, ho§greptomyces
torzsekben feltehékeg plazmid kozvetitésével terjedtek (Nishida ésant2007).
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2. CELKIT UZESEK

Munkam soran céluliztem ki az Intézetinkben korabban felfedezett &8s griseus
differencialédasaban a jelenség szintjén leirt léegas szerepet jatsz6 autoregulator C faktor
azonositasat, tiszta formaban toédallitasat, s a differencialddasban betoltott szemef
molekuléris szinten tortéranalizisét.

Ennek soran az alabbi feladatok elvégzésstem ki célul:

1. A C faktor kémiai mibenlétének tisztazasa, agetmaban vald ééllitasa és jellemzése.

2. A C faktor fehérje voltanak megallapitasa utdeherje génjének klbnozasa, és analizise.
3. A klonozott gén illetve géntermék differenciédda Kkifejtett hatasdnak vizsgéalata
kilonbod Streptomycesirzsekben.

4. A fehérje génjének delécioja édfacC mutans vizsgalata.

5. A gén transzkripciojanak tanulméanyozasa.

6. A C faktor fehérje kifejeztetése a kldnozott gérsS. griseuban, S. lividandan ésE.
coliban, nagy mennyiségkonnyen tisztithatd C faktordllitasa céljabal.

7. A heteroldg gazdaban kifejeztetett C faktor fghBiologiai hatasanak vizsgalata.

8. A C faktorral homoldég fehérjék azonositasa s$tneyycesekben és egyéb
mikroorganizmusokban, szekvencia adatbazisok fettéd&asaval.

9. Annak felismerése utan, hogy a C faktor génpk dizonyosStreptomycestrzsekben,
néhany baktérium fajban és fagjaikban fordd| aelgén elterjedésére hipotézis felallitasa.

10. Arra alapozva, hogy a C faktor génje néhany drurmpatogénAspergillus fajban is
megtalalhatd, aszpergillozis korai diagnosztizakisalkalmas kvantitativ, valos idej
polimeraz lancreakcio alapu eljaras kifejlesztése.

11. Az A-faktor és C faktor altal indukalt regulési Utvonalak, illetve azok esetleges
kolcsbnhatasainak vizsgalata.

12. A C faktor szekunder metabolizmus szabalyozisébtoltttt szerepének vizsgalata.

13. Mivel a C faktor (és az A-faktor is) extracddits autoregulatorai a differencidlodasnak és
szekunder metabolizmusnak, tovabba streptomycesekbeextracellularis eseményeknek
rendkivul fontos a szerepe, céluiztiik ki a C faktor extracellularis proteomra Kkiégjt
hatdsanak vizsgélatat.

14. Mivel a C faktor termélStreptomyce$irzs eredete kezdéttfogva kétséges volt, a térzs
taxonOmiai besorolasanak meggtése, vagy helyes taxondémiai besorolasa 16S rDNA

szekvencia alapjan.
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3. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

3.1.A C FAKTOR TERMEL O TORZS TAXONOMIAI ATSOROLASA

A fejezethez tartozo sajat kozlemény:

Kiss Z, Ward AC, Birk6 Z, Chater KF, Bir6 Streptomyces grisewtbH, a producer of the
extracellular autoregulator protein factor C, ism@ember of the specieStreptomyces
albidoflavus Int J Syst Evol Microbiol 58, 1029-1031 (2008).

A C faktor termed S. griseust5H jeli tbrzset az ipari streptomycin terrdé. griseus
melynek soran genetikailag stabil, streptomycinnrtermed mutansokat kivantak izolalni.
1387 megvizsgalt individualis izolatumbdl 33 nemntelt streptomycint, de csak 2 bizonyult
stabilan nem termé&hek a sorozatos atoltdsok soran. Ezek kozil akeg$i griseusis5H-
nak nevezték, és részletesen 6sszehasonlitottakidi, S. griseush2-1 torzzsel (Szabo és
mtsai, 1960; Szabo és mtsai, 1961). Azt talaltéigyméhany tulajdonsaguk eliér

llyen volt az arabin6znak és citrdtnak szénforrask@rtérd hasznositasa. A ,siit
52-1 jeli torzs citraton 6tt, mig a ,mutans’S. griseus4d5H jeki nem. Ez elvileg kdnnyen
magyarazhatd azzal, hogy a mutacio, vagy mutaayyike a citrat hasznositashoz sziikséges
valamely geént érintette. Forditott volt a helyzetaabin6z hasznositassal. Mig a 87l
torzs nem volt képes arabindzt hasznositani, aaldigutans” kivaléan éit arabin6zon. Eme
tulajdonsag genetikai hatterének magyarazata, éxarlahetetlen, de nem is korinyeltérést
taladltak tovabba a szilard taptalajon képzett dpdaakjaban. A ,szldi” torzs sporai
cilindrikus, hord6 alakuak voltak, mig a ,mutangiosai ovalisak. Lényeges kulonbséget
észleltek tovabba a toérzsek életciklusdban, folpgkienyészetben. A streptomycin tertnel
,SZUI6I” torzs a ndvekedés korai szakaszaban hossz@nrighkagazo hifafonalakkénth, s
csak a novekedés Késszakaszaban volt jelleizaz elagazés, de folyékony tenyészetben
sporat nem képzett (3b. abra). A ,mutans” viszaitid életciklussal rendelkezett, koran
gyakori elagazasokat hozott Iétre, s mintegy 24 udéa sporakat is képzett (3a. abra). A
folyékony tenyészetben valé sporaképzeés kulondggelémreméltd, mivel nem éaltalanosan
jellemzs a Streptomycesorzsekre. Két tovabbi kilonbség a térzsek kozigy a ,szibi”
torzs termelt A-faktort, ami &. griseustorzsek jelleméje, mig a ,mutans” A-faktort nem

termelt. Termelt viszont egy sejtdifferencialodiistalté anyagot (amit C faktornak neveztek
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el), amelyet a ,szdl” torzs nem termelt, de amely annak folyékony &smetéhez adva
reproduktiv tipusu fonalak kéfidését valtotta ki, de spérat ekkor is csak kis smamnképzett.

A lényeges kulonbségek felvetették a két torzs tjamerokonsaganak (azaz a
.mutans” eredetének) kérdését is, amelyet az ak&ohinikai lehdiségek szinvonalan meg is
probaltak kisérletesen megvalaszolni DNS-DNS filtetidizaciés modszerrel (Fehér és
Szabd, 1978). Az eredmények azonban nem adtaktebgérvalaszt, s a szafk felvetik,
hogy a mutans szarmazhat laboratériumi kontamihétis. Ennek lehésége konnyen adott
volt, hiszen a kulonbdztorzsekkel valo munkakhoz, bar alapos takaritasgatlanitas utan,
de ugyanazt a ,streril szobat” hasznaltdk. A mazhaktos laminaris box-ok még
iIsmeretlenek voltak.

Egyértelnfien azonban az, hogy & griseus45H jeli tbérzs nem szarmazhat &
griseusb2-1 jeli torzskbl csak akkor derult ki, amikor a C faktor génjédkdztuk, s Southern
hibridiz&cidval kimutattuk, hogy a gén a ,sétiltérzsben nincs meg (Birké és mtsai, 1999).
Mustérnitrogénes mutagén kezelés soran pedig egy ¢i&neket veszithet, de 0j génekre nem
tesz szert, azaz &. griseusA5H jeli térzs nem szarmazhatSa griseusb2-1 jeli torzskél.
Ugyanez a kisérlet azt is megmutatta, ho@y griseu$2-1 ésS. griseugl5H térzsek genomi
DNS-ének restrikciés mintazata eligilletve, hogy aS. griseusA5H és aS. flavofungini
torzsek restrikciés mintazata nagymértékben hasonlo

Mindezek alapjan ugy dontottink, hogy a torzselornségat 16S riboszémalis RNS
gén szekvencia analizissel vizsgaljuk (Kiss és im2§88). Meghataroztuk &. griseub2-1,

S. griseugit5H és &S. flavofunginitérzsek 16S rRNS génjeinek szekvenciajat. A szasdia&
a GenBank adatbazisban az EF571001-EF571003 szZdozaaférhdiek. A S. griseuss2-1
térzs 16S rDNS szekvenciaja megyegyezi8.agriseus2247 toérzs rDNS operonok rrnA-E
(GenBank azonosit6 AB030567-AB030572) szekvencidiés masS. griseustorzsek
szekvenciajaval, azaz a torzs valélsamriseus

A S. griseugt5H ésS. flavofunginitérzsek 16S rDNS szekvencidi egymassal teljesen
azonosak, de hasonlosagukSagriseuss2-1 torzzsel csak 96%-0s. Ugyancsak eltérnek a
tipustérzs S. flavofungini NRRL B-12307 (AY999792) és NBRC 13371 (AB184359)
szekvenciaitdl is, azokkal csak 97,21% eés 97,40%zanossaguk. Teljesen azonosak viszont
aS. albidoflavugsoport 16S rDNS szekvenciaival (GenBank DQ855®013978978, stb.).

A S. griseus 45H, S. flavofungini és S. griseus 52-1 torzsek filogenetikai
elhelyezkedését a streptomycesek torzsfajan meghaiés s azt az 5. abran mutatom be.
Eredményeink egyérteli|en azt mutattak, hogy & griseustsH ésS. flavofunginitbrzseink

azonosak, s 8. albidoflavussoportba tartoznak, ezért Southern hibridizadivizsgaltuk a
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C faktor gén meglétét &. albidoflavuscsoport fajaiban. Négy vizsgalt torzs kozul haramb
(S. canescensCSSB 1002, S. odorifer ICSSB 1004 és S. sampsoniilCSSB 1011)
megtalalhato a gén. EgyediSaalbidoflavudRossi Doria 1891 térzsben nincs meg a C faktor
gén, amely torzs relative tavoli rokona a csopagjdinak (Ferguson €s mtsai, 1997).
Eredményeink azt valészinusitik, hogy a C faktomed térzs nem &. griseus2-1
jeli, streptomycin termél torzs mutansa, hanem azonos az ugyanebben éazakban,
ugyanabban a laboratériumban tanulmanyozott flangifutermed S. flavofunginitérzzsel
(Uri és Békési, 1958), melyet véletlen laboratoiikomtaminacioként izolaltak.
Eredményeink alapjan a C faktor terthébrzs elnevezés@&. albidoflavusi5H-ra javasoltuk
megvaltoztatni. Az elnevezés valtozast azonbanntetkel arra, hogy a térzs a korabbi
kozlemeényeinkbers. griseusA5H-ként szerepel, a disszertacioban nem hasznpa@dirzset
mindvégig S. griseus 45H néven emlitem, a taxonOmiai atsorolas hallgatid

tudomasulvételét kérve.

5. abra. AS. griseus45H, S. griseus52-1 ésS. flavofunginitdrzsek elhelyezkedése a
streptomycesek torzsfajan, illetvesagriseusessS. albidoflavussoporton belll, a 16S rDNS
szekvenciak 6sszehasonlitasa alapjan. Az 6sszdhasorNeighbour-joining” médszerrel
tortént (Saitou és Nei, 1987) a Jukes and Cantaigadgmatrix felhasznalasaval (Jukes és
Cantor, 1969).

Root:Kitasatospora griseola

Bootstrap értékek (>50 %) 1000 ismétlés utan %yaammak kifejezve.

A vonal 0,02 szubsztitlciot jelent nukleotid poardként.

23



Kit. griseola” JCM

5. abra.

0.02 S. lividans 66 (AY039029
S. coelescensT NRRI, B-12348 (AY999786)
S. violaccoruber” DSM 40049 (AF503492)
S. violaceoruber (="S. cadtcolur )Ag(2)(Al«>03494)
S. humiferus” NRRL B-3088 (AY999724)
S. evanogenusT DSM 40426 (AY999722)
S lazureusT ISP 5433 (AB037564)
S. rubrogrisens’” LMG 20318 (AJ781373)
S. tendae ATCC 19812 (D63873)
. pseudogriseolus NRRL 3985 (X80827)
S. labedae TFO15864 (AY999868)
S. flavofinginiT NRRI, B-12307 (AY999792)
S. nodosusT ATCC 14899 (AF114033
S nogalater™ JCM 4799 (AB045886)
S. Em)t/mrmus‘ ATCC 14975 (D63870)
S. paradoxus MAV (AJ276570)
54 S. mmusTNRRLzutz(xxosu)
=S cyaneus ISP 5106 (AJ399470)
S. albus subsp. albusT JCM 10204 (AB045884)
S. twirusT DSM 405035 (AF503493)
S. afghaniensisT ISP 5228 (AJ399483)
S. maritimus" BD26 (AF233338)
S. janthinus' ISP 5206 (AJ399478)
S. purpitrascens’ DSM 40310 (AJ310925)
S. luteogriseusT ISP 5483 (AJ399490)
S hawaiiensis? ISP 5042 (AI399466),
. albogriseohusT NRRI, B-1305 (AJ494865)
I —— umlmfucu‘n\‘ ATCC 23877 M27243
122 (AF306659)
_|— S. fumanusT ISP 5154 (AJ399463)
55 S. iakyrus " ISP 5482 (AT309489)
—L?s bellusT DSM 40185 (AJ399476)
S. coerulescensT ISP 5146 (AJ399462)
S. r/mrmocarbmydus'[ DSM 44293 (U94490)
T DSM 44296 (UU94489)
S. tricolorT LMG 20328 (AJ781 ;30)
S

63}

AJ007402)

S R19 (,
= 9% S. mnmw[amw DSM 41392 768095
8. garisT DSM 40579 (768098)

S. coeruleofuscusT ISP 5144 (AJ399473)

S. arenae’ TSP 5293 (AJ399483)
S. canescens™ DSM 40001 (276684)
S. sampsoniiT ATCC 25495 (D63871)
99| S. albidoflavus DSM 40792 £76677
S. odorifer’” DSM 40347 776682
Ha\/uhmqmlal) strain

eugi5H

s, ﬂm*nﬂmngx TN‘RRC 13371 (AB184359)
—| ATCC 19920 (AF290616)
100 S. gougeromI DSM 40324 (276637)
8. intermediusT DSM 40372 (£76686) .
S T JCM 3070 (AB018093)

62 N sporusT DSM 41476 (Z68100)
S. cattleya™ JCM 4925 (AB045970)
T NRRT, 2940 (A1391817)
3)

mashuensis' USM 40221 (X79

U7U7

TC 1083 (AY999
S, alhofaciens’ JCM 4342 (AB04S8SC
. lydicusT ATCC 25470 (Y15507)
S. catemulae 18P 5258 (AY999T78
S platensisT JCM 4662 (AR045882)
S. rimosus subsp. rimosus" JCM 4667 (AB045883)
8. olivaceiscleroticusT LMG 20081 (AJT81350)
S. violensT DSM 40397 (AJ621605)
§ albiflavinigerT NRRL B-1356 (AI391812)
90 S. violaceusniger™ NRRL B-1476 (AJ391832
$: IngroscopicusT NRK(. 2387 (AJ391820)
T NRRL B-12234 (AI271887)
& malaysiensist ATB-11 (AF1 17304)
8. canghringensist DSM 41769 (AJ391831)
S mianmr/\mm (AT391830)
rakartensis] CARI(SY) (AT391527)
javensisT B””PI(AJ“ 1833
S. violaceusniger™ 1SP 3563 (Anm 823)
53, S. griseafuscus KACC 20083 (AY207605)
e [ —— TanamsT ISP 5090 (AJ399469)
—1 S. NRRL B-3309 (AY999785)
73 8. chartreusisT 1SP 5085 (AJ399468)
. bobili" ICM 4624 (AB0435876)
8 prewdopenczuelact ISP 212 (AJ399481)
3. seoulensisT IMSNU 21266 271365
S. ciscancasicus? DSM 40275 (AY508512)
8. griseorubiginosT ISP 5469 (AJ399488
[mcn[ng:‘:zsu‘ NRRT, 293 7933() )
neusT DSM 40108 (AJ310927)
sisT DSM 40592 (AJ310924)
'S, tumescens OTPA-2 (AF346485)
'S, bicolor” TSP 5140 (A1276569)
S. griseoruber™ ICSSB 1013 (AY094585)
§. galbus" DSM 40089 (X79852)
8" corchorusii” NRRT, B-2004 (AY999798)
S. curacoi™ ISP 5107 (AJ399471)
$ cimabaringsT ISP 5467 (A1399487)
15T 701 (AY999776)
742)

S. T ATCC 49003 (63563
100, S. turgidiscabies (AY207581)
S. reticuliscabici’ CEBP 4531 (A007428)
S, tauricusT JICM 4837 (AB045879)
S. mirabilist ATCC 27447 (AF112180)
S somaliensis M29 (AJ007401)
S. roscolilacinus
S. botiropensis™ ATCC 25435 (1963

91

AT 63868)
stelliscabiei’ CFBP 4521 (AJ007429)
S, diastatochromogenest ATCC 12309 (063867)

S, m’yazawm’/xsn'f ATCC 27449 (D638G9)
abies ATC 82 (D63863)
enropaeiscabiei” CFBP 4497 (AJ007423)

. katsurahamenas™ IFQ 13716 (AY999726)
S. jumonjinensis’ ATCC 29864 (AY999725)
S. amakusaensist NRRL B-3351 (AY999781)
S. clavuligerus”™ NRRL 3585 (AY999718)
S. mzcru/]ﬁvux (=S. lipmanii) JICM 4711 (AB045861)
S. showdoensisT ISP 5504 (AY999741)
S. bikiniensist DSM 40581 (X79851)
S. virginiael IFO 3729 (D83119)
S. cirratus" NRRL B-3250 (AY999794)
S lavendulae™ 1HO 12789 (D85116)
S. subrutilus” DSM 40445 (X80825)
S. venezuelae" ISP 5230 (AY999739)
S. peucetius™ JICM 9920 %ABOJ:S?W)
S. sanglieri” A5843 (AY0943 (n)
S, setomiiT ATCC 25497 (D63872)
8. badius" NRRL B-2567 (AY999783)
S. bacillarisT KCTC 9018 (AY999817)
S. ornatusT DSM 40307 (X793’6)
S. m -genteolusT JCM 4623 (AB045872)

S. grnunlu\"' CSSP403 (AY999882)

_griseus2-

o} S grisens 2247 (ABO30571)
§. griseus (Y15502)
griseus subsp. griseus" ISP 5236 (AY094371)

9, Kit. recifensis? DAUFPF 1381 (AI616217)
—E Kit. putterlickiaeT DSM 40127 (AY 189976)
Kit. azatica™ IFO 13803 (U93312)

3339 (U93320)

3214 (AY314780)
S 85)

i
9

Sta. thailandens
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3.2.A C FAKTOR EGY 34500DA MOLEKULATOMEG U FEHERJE

A fejezethez tartoz6 sajat kozlemény:
Bird S, Békési I, Vitalis S, Szabd G. A substanffeating differentiation inStreptomyces
griseus.Purification and properties. Eur J Biochem 103-363 (1980).

Amint az 1.1. fejezetben leirtam, a C faktor fefeéise aS. griseus45H torzs
fermentlevében megtortént, s a sejtdifferencialbdas kifejtett hatasat is részletesen
vizsgéltak. Ezutdn a fehérje tiszta formédban vdigalbtdsa és jellemzése jelentette a
legnagyobb feladatot. A feladat nagysaganak megghaz két dolog ismerete szilkséges. Az
egyik, hogy a C faktort a terntetérzs fermentlevében azonositottak, s annak meéggi a
anyagot izolalni. A mésik, hogy a C faktor hatdsadatektdldsara, azaz a tisztitds egyes
|épéseinek nyomon kovetésére egy bioldgiai tesalgait. Ennek |ényege, hogy a fehérje
tisztitas kulonb6a fazisaibdl szarmazo vizsgalandé mintakat kloroimah csira-
mentesitettik, és megfedeh standardizalt korilmények kdzoétt 3 miiszszojas taptalajra
frissen leoltott teszttérzs, & griseub2-1 tenyészetehez adtuk. Minden vizsgélt mint2kd|
parhuzamos leoltast végeztiink. A tenyésztést 7ig fwbtattuk. 24, 48 és 72 6ras korban a
tenyészetek novekedését makroszkOposan deiktidk, s a 72 Oras tenyészetékb
glutaraldehides fixalassal mikroszkopi vizsgalaiatat vettiink. Ezek ndvekedési sajatsagait
faziskontraszt mikroszkoppal vizsgaltuk. Konnyerlatieatd, hogy a kulénbdztisztitasi
|épések soran kapott nagyszamu frakcié ilyen moéead tesztelése rendkivil lassu volt.
Mindezek, egy labilis fehérje tisztitAsa soran, (gtpsen, az izolalast meglebstn
lelassitjak. Veégul is 1980-ban kozoltuk a C faktbsztitasat, és a fehérje néhany
jellegzetességének leirasat (Biré és mtsai, 1980).

A tisztitas Iépései soran kulonkozprotedz gatlokat hasznaltunk, hiszen a
streptomycesek sokféle extracellularis proteazhédmek (lasd alabb), amelyek a rendkivil
kis mennyiségben termelt C faktor fehérjét elbottéthavolna. A tisztitas kezdeti lépései
soran, amikor a térfogat meég nagy (t6bb liter) vo#tak a metalloproteazokat gatlé EDTA-t,
majd kés$bb, kisebb térfogatok esetén N-etil-maleinimidaes4tein protedz gatld) és fenil-
metil-szulfonil-fluoridot (szerin protedz gatld)hasznaltunk.

A tisztitas el§ ket Iépése Whatman P-1 cellulose foszfaton térténcsere
kromatografia volt. Az ioncse@hdz vald kikotés pH=4,5 értéken tortént, az elupeétlig

magas koncentraciéju pH=6,5 natrium foszfat puflemégeztilk. Ezen lépések soran a C
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faktor kinyerés hatékonysaga 100% volt, ami részbemetalloproteazok gatlasanak (a teljes
proteaz aktivitds 50%-a volt EDTA-val gatolhat&@szben pedig feltehisn a fermentlében
lévé természetes proteaz gatloknak, illetve az alkattadacsony pH-nak volt kdszonket

A tisztitas harmadik és negyedik Iépése DNS-agafiizitds kromatografia volt. Az eljarast
Schaller leirdsa alapjan adaptaltuk (Schaller é&aimi972). A Whatman P-1 ioncséirél
szarmazd biologiailag aktiv frakciokat dssziggittik, és dializaltuk 5% glicerin tartalmd,
0,01 M pH=7,1 natrium foszfat pufferrel szembergzs kotottik a DNS-agar6z oszlopra.
Err6l a felkotdott fehérjéket kalium klorid gradienssel elualtska lépést megismételtik.
Ebben a Iépésben jelést (90%) volt a veszteségink, de a kapott termékésibki
poliakrilamid gél elektroforézisek soran egységkdnizonyult. Erdekesség, hogy a C faktor
glicerin mentes pufferben nem kdbtt a DNS-agar6z oszlopra, ami arra utal, hogiicemgn
ennek a lépésnek a vesztesége is csokkénttevolna.

SDS-poliakrilamid gél-elektroforézissel meghaténézta fehérje molekulatomegét,
ami 34500 Daltonnak adodott. Ez az érték j0 egyem@iat a késbbiekben a fehérje
génjének szekvenciaja alapjan szamitott éertékkelialilamid gradiens gél-elektroforézis
ugyancsak azt mutatta, hogy a tisztitott termékséggs, s a géib visszaizolalt fehérje
biol6giailag aktiv.

Szamitasokat végeztink a C faktor hatasossagarandyiben 1 egység C faktort gy
definialunk, hogy az a fehérje mennyiség milligeként, amely a biologiai
tesztrendszeriinkben a jellegzetes citomorfologagadt kifejti, akkor 1 egység 8 nanogramm
fehérjének felelt meg. Ha feltételezzik, hogy gppratumban 16y fehérje egy része inaktiv,
ez az érték még ennél is kisebb lehetett. Ez egjyaitt is jelenti, hogy a tesztrendszeriinkben
a leoltaskor mintegy 1000 C faktor molekula vamfed. griseus2-1 sporanként. Mivel a C
faktor jellegzetes citomorfolégiai hatasat 24 Okasban fejti ki, a nbvekedésnek ebben a
stddiumaban mintegy 10 molekula C faktor esik geslonvalensenként. Ezek az adatok
mindenképpen a C faktor molekula és a C faktordgiali hatas rendkivili hatékonysagara és
specifikussagara utalnak.

Osszegzésil elmondhaté, hogy a C faktorrél egygiieh igazoltuk, hogy egy

szekréciora kerdl 34500 Da molekulatomédehérje.
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3.3.A C FAKTOR GEN 324 AMINOSAVAT KODOL

A fejezethez tartoz6 sajat kbzlemények:

Birkd Z, Simegi A, Vinnai A, Wezel G, Szeszak Ftdlis S, Szabo P, Kele Z, Janaky T,
Biré S. Characterization of the gene for factora@,extracellular signal protein involved in
morphological differentiation dbtreptomyces griseuslicrobiology 145, 2245-2253 (1999).

Szeszak F, Vitalis S, Bir6 S, Dalmi L. Amino acklyjsence homology of factor C produced
by Streptomyces griseusith regulatory proteins of zinc finger type. AdBol Acad Sci
Hung 48, 265-273 (1997).

Szabo PT, Kele Z, Birk6 Z, Szeszak F, Bir0 S, JgnBkldentification of factor C protein
from Streptomycegriseusby microelectrospray mass spectrometry. J Masst&peetry 34,
1312-1316 (1999).

A C faktor fehérje génjének klbnozasa soran aitsrztehérje N-terminalis aminosav
szekvenciaja alapjan tervezett degeneralt PCR ppénéiltal amplifikalt DNS fragmentum
szekvenaldsa utan a primerek altal kdzrefogott 3y oligonukleotidot hasznaltuk egy
mini-génbank screenelésére. Ennek lépései a kaaitkmltak:

a./ Meghataroztuk a folyékony tenyészet feluludadjazolalt, azaz szekretalt C faktor
fehérje N-terminalis 29 aminosavanak szekvenciajagly a kovetkemek adddott:
Ala-Val-Pro-Ala-Thr-Lys -Arg-Phe-Ser-Leu-Thr-Glu-Pro-Ser-His-(Asp/Phe)-Lee-Arg-
His-Ala-Lys-Leu-His-Asp-(Gly/Ala)-Arg-Val-GIn.

A 16. aminosav (Asp/Phe) és a 26. aminosav (Gly/Al@m voltak egyérteliren

azonosithatoak, ezért ezeket a primer tervezés sera vettik szamitasba.
b./ PCR primerpar tervezése:

Az aldhazott és kdvéren nyomtatott aminosavak Kégea primerpar tervezésének
alapjat. Mivel az 6sszes glicin és alanin triplst dazisa G, a bizonytalan Gly/Ala triplétb
egy G-t figyelembe vettliink a reverz primer tervekés. Az ebremutato (forward) primer 6t,

a reverz primer pedig két pozicidban volt degeheraldegeneréciokat a streptomycesek
kodonhasznélata alapjan terveztik, amely szerstrepomycesek 72-75% GC tartalmanak
megfeleben a tripletek harmadik pozicidjdban mintegy 95%akgyisaggal G vagy C
talalhat6 (Bibb és mtsai, 1984).

Ez alapjan az alabbi primerpart terveztik:
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Forward primer: 5’-GC(GC)GT(GC)CC(GC)GC(GC)AC(GC)sA3

Reverz primer: 5-CGTCGT(CG)AGCTT(GC)GCGTG-3

A zarojelben 1é% bazisok az adott poziciéban a degeneréaciot jelzik.

c./ A C factor gén 5’-végének amplifikalasa a feptimerparral, és a felszaporitott
fragment szekvenalasa:

A PCR reakciéban a vart 76 bp fragmentum felszagmitp melynek szekvenciajat
ellendriztik, s az megfelelt a C faktor ismert N-termia@minosav szekvencigjanak.

d./ A C faktor génfacC) klonozasa:

A felszaporitott PCR fragmentum szekvenalasa atajgj@ertté valt a primerek altal
kozrefogott, s a kromoszomalis génnel 100%-ban e 39 bp-nyi szekvencia, amelyet
digoxigenin jel6lés utan egy un. mini-génbank soeed&€sére hasznaltunk. A mini-génbankot a
facC génnel hibridizald, kb. 2,9 kb méietgéldl visszaizolaltSadl kromoszémalis DNS
fragmentum populaciobol hoztuk Iétre pBluescript KB+ (Stratagene) vektorban, és
transzformaltuk E. coli XL-1 Blue t6rzsbe. Az ampicillin rezisztens tel&pé&dzil
telephibridizacié alapjan azonositottunk egy ki§qpBz3), amely a kd&#bi szekvenalas
alapjan valoban a C faktor fehérje génjének biztinyu
e./ A C faktor gén azonositasa és analizise:

Az azonositott kldbnban Iévinszert DNS mindkét szalat szekvenaltuk, s FraotePl
2.2.1 programmal (Ishikawa és Hotta, 1999) andlikalAzonositottunk egy 975 bp, tipikus
ban tartalmazott G vagy C bazist, az atlagos G@altaa 70,7% volt. Az ORF 324
aminosavat kédol, s az altala meghatarozott felsagenitott molekula témege 34523Da. Az
N-terminalis aminosav szekvencia analizise egy répgks szignal szekvenciat azonositott,
melyen belll potencialisan két szignal peptidazitbhslyet jeldlt meg (Ser-Ala-Ala-Ala-
/Ala-/Val-Pro-Ala), melyeket / jeldl. Mivel korabbaa fehérje N-terminalis szekvenciajanak
meghatarozasa Ala-Val-Pro- szekvenciat eredményezgiotencialis hasitéhelyek kozil az
elssnél torténik a hasitas, s a fehérje egy 38 amirmsadlld szignal szekvenciat tartalmaz.
Az érett fehérje 286 aminosav hosszusagu és szamitdekulatomege 31038 Da, ami jol
egyezik a korabban SDS-poliakrilamid gél elektréfossel meghatarozott 34500 Da-nal,
foleg ha figyelembe vesszik a fehérje6sen bazikus voltat. A fehérje szamitott
izoelektromos pontja 9,59, ami ugyancsak j6l egyezkordbban kisérletesen meghatarozott
9,9 értékkel (Szeszak és mtsai, 1991).

Az érett C faktor fehérje kordbban ismert 29 améwosiossziusagu N-terminalis

szekvenciaja adatbazisokkal dsszehasonlitva cintiipujst fehérjékkel mutatott homologiat.
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Ismert volt az is, hogy a C faktor Kilik egyszalu és kétszalu DNS-hez, tovabba hogy a C
faktor citomorfolégiai hatasa fokozhaté @™ cink ion koncentracioval (Bird, nem kozolt
adatok).

Ezzel 6sszhangban, a C faktort cink affinitas krtmgeafiaval tisztitani lehetett, s igy
tudtuk a legnagyobb specifikus aktivitdsu fehémeparatumot éhllitani (Szeszak és mtsai,
1997). Ezért kordbban feltételeztiik, hogy a C falktgy cink-ujj tipusu regulator. A DNS
szekvencia alapjan meghatarozott aminosav sorremicban ezt nem igazolta. Mivel a DNS
szekvencia analizise azt mutatta, hogy egy hipaietiL nt inszercid olyan kereteltolast
eredményez, hogy a kéfa (hasonldé molekulatoméy fehérje 5-6 aminosavnyi tavolsagban
egymastol mintegy 20 hisztidint tartalmaz, bar ebhdeolvasasi keretben a triplet hasznalat
nem volt tipikus streptomycesekre jellatnznnek ellenére fontosnak tartottuk a C faktor
fehérje tomegspektrometrias vizsgalatat.

f./ A C faktor fehérje tomegspektrometrias vizstgila

A C faktor fehérje molekula témegét tomegspektrarasan meghataroztuk (Szabé és
mtsai, 1999). Ez az érett, szekrécids szignallah mendelke# fehérje tomegét 31047
Daltonnak mérte, ami kivalo egyezés a DNS szekweealeipjan szamitott 31038 Daltonnal (6.

abra.)
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6. abra. A C faktor fehérje molekulattmegének ES#vighatarotasa.
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Ugyanebben a kisérletsorozatban HPLC-ESI- MS-M&ikékkel meghataroztuk a C
faktor fehérje 11 triptikus fragmentjének aminossxekvenciajat, amelyek tokéletesen
megfeleltek a DNS szekvencia alapjan vartaknak.

EImondhat6 tehat, hogy a DNS bazissorrend alapgghatarozott fehérje szekvencia
helyes. A fehérje cinkkel valé aktivalhatésaga ésk caffinitds kromatografidval valo
tisztithatosaga esetlegesen egy masik fehérjel@katcsonhatasaval magyarazhato.

9./ Homolog fehérjék keresése adatbazisokban:

A C faktor fehérje aminosav sorrendje 1999-ben tgyasmert fehérjével mutatott
alacsony fokli homoldgiat. Ez Bacillus subtilistagC fehérjéje volt, melyet a teichoinsav
bioszintézisben résztvévfehériének gondoltak. Mivel a gén expresszidja raeoio
specifikus (Madl és mtsai, 1991; Maliés mtsai, 1994), ez egy érdekes homoldgiafiak t
Késsbb azonban a teichoinsav bioszintézisben vald éésldt megkérgielezték, s ma, mint
.,DNA demage inducible” fehérjét (DinC) az SOS regurészeként tartjak szamon (Cheo és
mtsai, 1991; Cheo és mtsai, 1993). A C faktor figwé homolog fehérjét ma mar nagy
szamban ismerink, s ezeket ®#ls targyalom. A homologiara vonatkozo révid megjaest
itt annak illusztralasara hasznalom, hogy az utdifibévben milyen elképegzmennyiség
genomi szekvencia adat halmozédott fel.

A C faktornak streptomycesekben val6 6fefdulasat késbb targyalom.
Erdekességként megemlitem, hogy a spekulacié émimtjar 1999-ben felmerilt, hogy a C
faktor a folyékony taptalajon valé spéraképzéshkiazhat szerepet, hasonléansagAgén
termékéhez (Kawamoto és Ensign, 1995; Kawamototéainl997). Edél a génbl kessbb
kiderult, hogy az A-faktor regulon része (Horinoyc007). A C faktor pedig helyreallitjia
egy A-faktor képzésére nem képes mutans A-faktonakesét, s ezzel egyitt az A-faktor
regulonba tartozé fehérjék bioszintézisét (Birkarésai, 2007; Birké és mtsai, 2009).

h./ A C faktor gén szubkl6nozaS&reptomyceplazmidba:

A klénozott génnelStreptomycesirzsekbe valod transzformalasdhoz a gért.azoli
plazmid pBZ3 vektorbol atvittikStreptomycdsen (is) replikaldodd plazmidokba. Két
kilonbd®d plazmidot hasznéltunk erre a célra. Az egyik a gl plazmid E. coli-
Streptomycedngazd vektor) szdrmazéka, melybe egy olyan 2,1DNS fragmentumot
klbnoztunk, amely a teljefacC gént és a kodold régidéali mintegy 1000 bp-t, illetve a
kodolo régio utani 200 bp-t tartalmazza. Ennekaaplidnak a kopiaszama 2-10 sejtenként. A

plazmid jele pSGF4.
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A nagy képiaszamdiacC hordozé plazmid pedig a pWHMS3 plazmid szarmazékalybe
ugyancsak a fenti 2,1 kb DNS fragmentumot szubkttulo Ennek kdpiaszama sejtenként

néhany szaz. A plazmid jele pSGF5. A pSGF4 és pS@eleSplazmidokban dacC sajat
promoterésl fejezédik ki.
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3.4. A KLONOZOTT GEN HATASA S. GRISEUS 52-1 TOZSBEN MEGEGYEZIK AZ EXOGEN

HOZZAADOTT FEHERJE HATASAVAL

A fejezethez tartoz6 sajat k6zlemény:

Birkd Z, Simegi A, Vinnai A, Wezel G, Szeszak Ftdlls S, Szabo6 P, Kele Z, Janaky T,
Biré S. Characterization of the gene for factora@,extracellular signal protein involved in
morphological differentiation dbtreptomyces griseuslicrobiology 145, 2245-2253 (1999).

A klonozott C faktor gén birtokdban kivancsiak wuok, hogy aS. griseus52-1
teszttorzslinkben kifejeztetve a gént, van-e hatdéezs differencidlodasara. Ezért vizsgaltuk,
a gent hordozo kis kopiaszamu plazmiddal (pSGFanszformalt teszttérzs ndvekedéseét,
52-1 hosszl, egyenletes nem elagazé hifafonalat |&we. Spoérat, illetve reproduktiv,
gyakran eldgazo, bunkdés formaju fonalat nem kégéz @bra). A spora- és reproduktiv
fonalak képzése a C faktor teriheB. griseus45H torzsre jellemz (7a. abra). Ehhez
nagymeértekben hasonld képet kaptunk, ha. ayriseuss2-1 térzs tenyészetéhez exogén C
faktort adtunk (7c. 4bra), de ugyanilyen a ndvekedss citomorfoldgiai képe a C faktor gént
néhany kopiaban hordozo transzform&ngriseusb2-1 térzsnek is (7d. abra).

Mindezek alapjan feltételeztik, hogy a C faktor atre@omycesek
differencialédasaban, felteldétg a folyékony tapkdzegben toértéasporulacio iniciaciéjaban

jatszik fontos szerepet.
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7. abra. A vizsgalStreptomycesorzsek 72 oras folyékony tenyészeteinek citoniogiai
képe negativ faziskontraszt mikroszképi felvéte(@nS. griseustsH, (b)S. griseu$2-1, (c)
S. griseus52-1 exogén C faktor adasakor, (8) griseus52-1 transzformélva pSGF4

plazmiddal, mely a C faktor gént kis kopiaszambardbzza. 1700-szoros nagyités.
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3.5.A C FAKTOR GEN EGYETLEN PROMOTERR OL, ELETCIKLUS FUGG OEN FEJEZODIK Kl

A fejezethez tartoz6 sajat kozlemény:

Bir6 S, Birkd Z, van Wezel GP. Transcriptional gndctional analysis of the gene for factor
C, an extracellular signal protein involved in diféerentiation of Streptomyces griseus
Antonie van Leeuwenhoek 78, 277-285 (2000).

Mivel eddigi adataink arra utaltak, hogy a C faktom S. griseus
sejtdifferencialédasadnak szabdlyozdsadban résztviehérje, vizsgaltuk expresszidjat a
differencialédas soran, egyrésatvivo a gén promoter régidjanak promoter proba vektorba
val6 klonozasaval, masrészt a transzkripcidé kengdt¢pontos meghatarozasara alkalmas S1

nukleaz térképezeéssel.

a./ AS. griseus fac@én promoterének vizsgaladacoelicolorban

A facC promoterét hordozd fragmentum hozzéleges -elhelyezkedésének
meghatarozasahozradD gént mint riportert tartalmazo6 plJ2587 vektortaradtuk, amely a
piros sziri antibiotikum, az undecylprodigiosin transzkripcistivatorat kodolja (Narva és
Feitelson, 1990). Amennyiben a promoter nélkétiD elé promoter szekvenciat klbnozunk a
S. coelicolor M512 toérzsben (M14&redD, Aactll-ORF4), az RedD termelést ésred
génklaszter aktivalasat, azaz piros pigment terséelgaltja ki. A piros pigment termelése
teljes mértékben a bevitt promoterikidésének figgvénye (van Wezel és mtsai, 2000).
Amikor a C faktor gén 5-végét és a kddolé résztgetird, minddsszesen 547 bp-nyi
szekvenciat, mely feltételezésiink szerint a prormh&talolja, a plJ2587 vektorba klonoztuk, s
a plazmidotS. coelicolorM512 térzsbe transzformaltuk, az a Iégmicélium j@legése utan
piros pigment termelését eredményezte. Az inszedet tartalmazo kontroll tenyészet fehér
maradt (8. abra). Ez arra utal, hogy a klénozottSDMagmentum tartalmazta facC
promotert, s annak kifejédése a légmicélium megjelenése utan kovetkezikEbenegfelel
korabbi feltevésinknek, miszerint a C faktor a atéhcialodas fontos regulatora, s

expresszioja életciklus flgg
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8. &bra. AfacC promoter régian vivo teszteléses. coelicolorM152 térzsben. 1. plJ2587
kontroll plazmid; 2. expresszio &acC promoterél; 3. és 4. expresszitamC vegetativ
promoter6l; 5. expresszié a promoter nélktdicC génel.

b./ A transzkripciés starthely meghatarozasa Xepazéssel
A transzkripcios starthely pontos meghatarozdsahileaz térképezéssel vegeztik.

Ehhez a C faktor N-termindlisanak &57 aminosavat kddolo, és az azt méggl 6sszesen
mintegy 600 bp-nyi*?P-végjeldlt DNS fragmentumot hasznaltuk (9. abra).
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9. abra. Az S1 nukleaz térképezés vazlata. (RBBoszoma kdthely)

Amennyiben a térképezéshez az mRNS-t trypton-sa@akton, vagy minimal
folyékony taptalajon étt tenyészetdll izolaltuk, egyaltalan nem, vagy nagyon gyengersait
kaptunk, azaz ezekben a tenyészetekben a C faktomgm, vagy csak nagyon gyengén
irédott at. Mivel azin vivo promoter préba kisérlet arra utalt, hogy a C fakgén a
differencialédas kébbi szakaszdban fejgdik ki, s kifejedddése egybeeshet a sporulacio
kezdetével, ezért an. ,shift-down” kisérletet végek. A S. griseusA5H térzset folyekony
trypton-szgjakivonaton névesztettik 0,7 £6értékig, majd minimal taptalajjal kimostuk és
szénforrdsként mannitolt tartalmazé folyékony midlintaptalajba vittiuk at. A transzfer
idépontjaban, s azt kowetn 30, 60, 120, 240 és 420 perccel mintdkat vettdakmRNS-t
izolaltunk. A transzfer utan 60 perccel egy igeemye szignal mar megjelentplien lassan
erdsodott, s igen intenzivvé 420 perc utan valt (I9apa A tenyészetben a ,shift-down” utan
60-120 perccel sporasteképletek jelentek meg, 4 6ra utdn mar érett spdoithk lathatéak,
ami arra utal, hogy a C faktor valéban a sporulacidaciéjaban és/vagy a spora érésében

jatszik szerepet, mind folyékony, mind szilard &gjon.
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10. abra. AfacC transzkripcios starthelyének meghatarozasa ,doin” kisérletben S1
nukledz térképezéssel. M?P-végjeldlt Hpall emésztett pBR322 molekulaméret marker,
mellette a fragmentumok bazisparban kifejezett eet; az 1-6 oszlopok a 0, 30, 60, 120,
240 és 420 perces mintavételbpabntokbdl nyert mMRNS mintadkkal kapott szignalok.

A kisérlet alapjan azonositottuk a transzkripciadé@ontjat, s az azt medeb -35 és
-10 promoter régidkat. A -35 régié (TGGACA) nagymé&ben megegyezik a konszenzus
bakterialis promoter régioval (TTGACA; Hawley és ®lare, 1983), melye$. coelicoloban

a o (vegetativ) szigma faktor a"®

ismer fel (Brown és mtsai, 1992). A -10 régio
(AACGAT) azonban csak alacsony foku hasonlosagotama konszenzus -10 régioval
(TATAAT). Ez arra utalhat, hogy a C faktor promae$. griseusan nem ad (vegetativ)

szigma faktor ismeri fel. Ez megfelelhet a diffesi@dhddasban betdltott szerepének ésskés

expressziojanak.
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3.6. A C FAKTOR HELYREALLITIJA A STREPTOMYCES GRISEUS NRRL B-2682TORZS KOPASZ

MUTANSAINAK SPORAKEPZESET

A fejezethez tartoz6 sajat kozlemény:

Bird S, Birkd Z, van Wezel GP. Transcriptional gndctional analysis of the gene for factor
C, an extracellular signal protein involved in diféerentiation of Streptomyces griseus
Antonie van Leeuwenhoek 78, 277-285 (2000).

Mivel intézetliink, a streptomycesek szilard és foly® tenyészetben tortén
spéraképzésének tanulmanyozédsa kapcsan a C faktdr-faktor hatasaval és esetleges
osszefluiggésiukkel egyarant foglalkozott, a C fakg@n birtokaban kézenfe&kwolt a két
atvonal esetleges kolcsbnhatasanak vizsgalatat Eizégaltuk aS. grisesusNRRL B-2682
torzs két kopasz mutansanak és a C faktor génté&isragy kdépiaszdmban tartalmazé
transzformansaiknak a fenotipusat (11. &bra). Ayikeqhutans (B-2682 AFN) A-faktor
képzésére nem képes, mig a masik (B-2682 AFP) tofatermelése ellenére kopasz
(Penyige, nem koz6lt adatok). A sé&ilb. griseusNRRL B-2682 torzs szilard és folyékony
tenyészetben egyarant gyorsan és jol spérazikerégszetesen A-faktort termel.

A kis kopiaszamufacC hordozd plazmid a pSGF4, melynek képiaszama 2-10
sejtenként.

A nagy kopiaszamidacC hordoz6 plazmid a pSGF5, melynek kdépiaszama néhany
szaz sejtenkeént.

Amint a 11. abran lathat6, a B-2682 AFN mutansbaszformaltfacC kis és nagy
kopiaszamban egyarant helyredllitotta a torzs &gpueset. Kissé eli@ma helyzet a B-2682
AFP torzs esetében. Ennek spoéraképzéseét a kis zdpban bejuttatott C faktor gén
helyreallitotta, a nagy kopiaszamu nem (12. abkayanszformansok spoéraképzésiséges,

s a sporak mikroszképosan nem kulonbozetékheteg a vad tipusu torzs spéraitdl. Ez
kilondsen azért érdekes, mert sem a mutansokbam SegriseusNRRL B-2682 vad tipusu
térzsben nincs C faktor gén. Ez a C faktor és Adiakegulacidés utvonalak kozotti

kdlcsOnhatasra utal.
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11. abra. (a) AS. griseudNRRL B-2682 térzs A-faktort nem ternéekopasz mutansanak (B-
2682 AFN) és (b) a C faktor gént kis kdpiaszamlizu2682 AFN/pSGF4) illeteve (c) nagy
kopiaszamban (B-2682 AFN/pSGF5) hordozé transzfosailak novekedése szilard

taptalajon 7 napos korban.

12. abra. (a) /5. griseudNRRL B-2682 torzs A-faktort term&lkopasz mutansanak (B-2682
AFP) és (b) a C faktor gént kis kopiaszamban (B2@9-P/pSGF4) illetve (c) nagy
kopiaszamban (B-2682 AFP/pSGF5) hordoz6 transzfosaidaak novekedése szilard

taptalajon 7 napos korban.
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3.7.A C FAKTOR GEN DELECIOJA KOPASZ (BLD) FENOTIPUST EREDMENYEZ

A fejezethez tartoz6 sajat kozlemény:
Kiss Z, Dobranszki J, Hudak I, Birkd Z, Vargha Gr@8S. The possible role of factor C in
common scab disease development. Acta Biol AcadHBog, kozlésre elfogadva.

A C faktor fehériének a streptomycesek differei@asaban betolttt szerepét a
génnek a termél S. griseus45H torzsben vald inaktivalasaval is bizonyitanvakituk.
Terveink szerint génmegszakitas mddszerével (ingxemaktivalas) C faktort nem terngel
LNull” mutanst kivantunk é@allitani oly modon, hogy a C faktor génbendésmad hasito
helyre a pHP4Qaac vektorbdl szarmazd, apramycin (Apr) rezisztgnckddold
aminoglikozid acetiltranszferdz géradd3)IV], mint szelekcios markert bedltetjuk (Prentki
eés Hirsch, 1984), s ezt egy thiostreptont (Thio)ntmmasodik markert tartalmazo,
Streptomycdsen nem replikalédde. coli vektorba juttatjuk be. Ennek a plazmidnak a jele
pSB51. Ezt technikailag a@ac génnek aZ. coli-Streptomycesigdzo6 vektorban IévfacC
génbe (pSGF4) valo klonozaséaval, s ezt kiemetaz SCPStreptomyceseplikdcios origbnak
az eltavolitasaval oldottuk meg. Ezzel a plazmiddahszforméalva a C faktort ternéeb.
griseus 45H torzset, a plazmid csak 0gy maradhat fenn, m@gralodik homolog
rekombinciéval a kromoszémadlis C faktor génbe. Asadik (thiostrepton) marker
felhasznalhaté a kéit cross-over termék azonositasara, amelyben a gé&hdaktor gént az
in vitro megszakitott gén lecseréli (13. abra). Azok gpte amelyekben a ké# crossing

over lejatszédott, Afrés Thid fenotipusutak.
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13. abra. A C faktor ,null” mutans génmegszakitbgserns elballitasanak tervezett sémaja.

Az igy ebdllitott mutans, varakozasunknak megiédel kopasz fenotipusu (14.b
abra), ami arra utal, hogy a C faktor a szilardtaipon folydé normdl sporulédcidban
elengedhetetlentl fontos. A kopasz fenotip&sigriseusA5H mutans torzs sporulacidjat a
facC génnek pSGF4 kis képiaszamu plazmidon valé begadsahelyredllitotta (14c. abra).
Erdekes médon azonban, amikor a génmegszakitasongegét Southern hibridizacioval
ellendriztik, kidertlt, hogy az nem a tervezett modorosalt meg. Tiz fliggetlenil felszedett
és analizalt kopasz fenotipusu telep egyike sentt agyanis az alkalmazott jel6lt C faktor
prébaval szignalt, azaz a vart homoldg rekombin&eigett a gén delécidja jatszodott le (15.

abra). Ezért a torzs& griseugt5H AfacCG-nek neveztik el.
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14. abra. AS. griseusi5H (a), aS. griseustbH AfacC (b), és &. griseusi5H AfacCpSGF4

(c) torzsek ndvekedése szilard taptalajon.

a b
15. &bra. AS. griseust5H ésS. griseugt5H AfacCtérzsek Southern hibridizacioja@-jelolt
C faktor génnel. (a) A kromoszémalis DNE&dl enzimmel emésztve és etidium bromiddal
festve. (b) Autoradiogram a hibridizacié utén.Hindlll enzimmel emészteth fag DNS
molekulaméret marker, 8. griseusi5H 4facC, 2, S. griseugt5H. A kisérletberi?P-jellt fag
DNS-sel is hibridizaltunk.
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3.8.AZ E. cOLIBAN KIFEJEZTETETT C FAKTOR FEHERJE BIOLOGIAILAG AKTIV

A fejezethez tartoz6 sajat kozlemény:

Birké Z, Schauwecker F, Pfennig F, Szeszak F, Ké&JleBir6 S. Expression and rapid one-
step purification of biologically active His-taggefhictor C by Ni* affinity column
chromatography. FEMS Microbiol Lett 196(2), 223-22001).

A C faktor fehérjet aS. griseus45H torzs az életciklus egy meghatarozott
szakaszaban, adataink szerint a reproduktiv noeskééizis kezdetén termeli. Szerepe mind
folyékony, mind pedig szilard taptalajordth tenyészetekben a sporaképzeés iniciaciojaban
és/vagy a spoOra érésében van. Mint endogén autéateguaz A-faktorhoz hasonloan
rendkivill specifikus, és hatasat igen alacsony &woinacioban (1 ng) fejti ki. Eppen ezért,
koncentracidja a termgltorzs fermentlevében rendkivil alacsony, ami nagynyiségben
tortérd izoladlasat nehézkessé teszi. A C faktor génjénklnozasa, szekvenalasa és
transzkripciéjanak vizsgalata U] lebiséget teremtett, hiszen a klonozott gént elvileg
lehetséges m&itreptomycetirzsben, nagy kdpiaszamu plazmidrol is kifejedtés izolalni.

Ehhez PCR amplifikaldssal létrehoztuk a C faktartNaterminalis szekrécios szignal
szekvencigjaval, és a C terminalis végén a fehiggitdsat megkdnnyit hexa-hisztidin
farokkal kédol6 DNS fragmentumot. Klonozo vektornakpld702 plazmidot valasztottuk
(Katz és mtsai, 1983), amely korabbi kisérleteimklaeS. griseus45H, S. griseus52-1
torzseinket, és 8. lividansTK64 jeli torzset egyarant transzformélta. Ezt a vektort3198&n
tortént megszerkesztése Ota tobb s2tirptomycegén kifejeztetésére hasznaltak sikeresen.
A gént a plJ702 plazmid melanin termelésért ésledelCoperon promoterének kontrollja ala
helyeztik anelC1lgén helyére, annak transzlacios start kodonjarakkghatarozott leolvasasi
keretben. A plazmid jele pSB9. Azt reméltik, hogyplazmidot hordozo6 transzformans
Streptomycesorzsekben a C faktor termelése a tetnélzsének sokszorosa lesz, hiszen a
plJ702 plazmid képiaszama sejtenként néhany szaz.

A hisztidin farokkal ellatott C faktor gént hordopiazmidot a C faktor termelS.
griseus45H, és a C faktort nem termieB. griseus52-1 ésS. lividansTK64 térzsekbe
probaltuk transzformalni. Meglepetésinkre, annalenéle, hogy a plJ702 plazmid
mindharom torzset transzformaltafacC gént hordozé véltozatat nem tudtukSa griseus
45H tbrzsbe bejuttatni. Ez megfelelt annak a kordbpasztalatunknak, mely szerint egy

masik nagy kopiaszamu replikonon alapuldé vektortssem tuduk a gént a tdrzsbe
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transzformaciéval bejuttatni. Kiskopiaszamu plazonid a bejuttatds sikertlt, de a
transzformansok nem voltak életképesek (Bir0, nérdk adatok).

A pSB9 plazmiddal sikeresen transzformaltul.agriseuss2-1 ésS. lividansTK64
torzseket. Varakozasunkkal szemben azonban ezekbwanszformansokban a C faktor
termelése alacsony maradt. Erdekes mddon a feréhentl egyaltalan nem, a feltart
sejtextraktumban pedig csak Ni-NTA affinitas osdopvalé kikotés és ellcié utan volt
detektalhato SDS-PAGE-Western blot immunofestéssel.

Ezeknek az eredményeknek a magyarazata nem e@yEidondsen azért nem, mivel
kisérleteink publikalasa utan néhany évvel valtedtd, hogy a plJ702 plazmidhelC
génjének az AdpA fehérje a pozitiv regulatora (&sumtsai, 2005). A. griseush2-1 tbrzs
ugyanis termel A-faktort, s feltetigeg az A-faktor regulon normalisanikbdik. Az egyetlen
lehetséges magyarazat, hogy a sejtek nem tolerdljicC nagyfokl expresszidjat, ami
feltehetleg magas C faktor koncentraciot eredményez. Balkeaz a korabbi tapasztalatunk,
hogy a kulsleg a S. griseus52-1 térzshoz adott C faktor, koncentracié-féigmodon,
részleges novekedésgatlast okodt sagy koncentracié esetén (1000 ng'mb teljes
novekedésgatlas is bekovetkezik.

Ekkor hataroztunk ugy, hogy megprobalkozunk a Gdiagén kifejeztetésével olyan
heterolog gazdaban, melyben a C faktor fehérje ferkcional. Ehhez gazdakémt coli
sejtet, vektorként pedig a Qiagen pQE70 expresspl@gmid vektorat valasztottuk. A
plazmidba a C faktor érett formajat, a szekrécipgmal nélkuli fehérjét kodolé DNS
fragmentumot klénoztuk, mely a C-terminalis végéexdrhisztidin farkat is tartalmaz.
Technikai okokbdl, a fehérje N-terminalis vége ranészetes Ala-Val-Pro- szekvencia helyett
két aminosavval hosszabb, Met-Pro-Ala-Val-Pro- asavakkal kezédik, de feltételeztik,
hogy ez nem befolyasolja a fehérje biologiai akdisat. A plazmidban (melynek jele pSB90)
a C faktor gén az igen @& T5 fag promoteét irodik at, s az indukalhattac operator
kontrollja alatt all, ami nagymértélkexpressziot biztosit. A kéisexponencidlis fazsban lév
sejteket IPTG-vel indukdltuk, s mintegy 4 6ra mulaasejtek feltarasaval az oldhaté
citoplazmatikus frakcidbdl a C faktort Ni-NTA affths kromatografias oszlopra kotottik és
imidazol koncentracié gradienssel elualtuk.

A tisztitott fehérjét egérd szarmazd, a hisztidin farkat specifikusan felistne
monoklonalis antitesttel és anti-egér IgG-alkalikoszfatazzal konjugalt masodik antitesttel,
illetve C faktor ellenes monoklonalis antitestt®z€szak és mtsai, 1990) egyarant detektaltuk.
Ezzel az eljarassal egyetlen tisztitasi lépéshghkusan 5-10 mg, 90-95%-o0s tisztasagu C

faktor fehérjét nyertiink 1 liteE. coli tenyészettl. Az, hogy a fehérjét mind a C faktor
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ellenes, mind pedig a hisztidin farok ellenes astifelismerte arra utal, hogy az igy tisztitott
fehérje feltehélleg megfeled konforméaciéval rendelkezik. Eilr a fehérjének a bioldgiai
tesztrendszeriinkben tortémizsgalataval is meg@yodtiink. Amint a 16. abran lathato, Bz
coli tenyészetil izolalt, C-terminalis végén hisztidin farkat, Wriminalis végén pedig két

extra aminosavat hordozé C faktor biologiai hatédjas mértékben megegyeziksa griseus

45H torzsBl izolalt C faktor hatasaval.

16. abra. A vizsgalStreptomycestrzsek 72 6ras folyékony tenyészeteinek citomogdiai
képe negativ faziskontraszt mikroszkopi felvétel@).C faktor termél S. griseusd5H, (b)
teszttorzsS. griseusb2-1, (c) S. griseus52-1 E. coliban termelt, exogén, C-terminalisan
hisztidin farkazott C faktor adasakor. A nyilakyagran elagazoé, sporaképhifafonalakra (a
€s c abra), illetve az elagazast nem tartalmazégjtes vegetativ fonalakra (b abra)
mutatnak. 1700-szoros nagyitas.

A fehérje specifikus aktivitdsa ugyancsak megedya®. griseusisH térzslsl nyert
fehérje specifikus aktivitdsaval, hiszen mar 0,5 fehérje kivaltotta a jellegzetes
citomorfolégiai hatast.

A C faktor aS. griseugt5H torzsben egy un. Tat szekrécios szignallal renadetké\
Tat szekrécios utvonalra az jellefnzhogy a fehérjéket, altaldban valamely kofaktoalkk
egyutt, a sejtben kialakult haromdimenzios térsezekilk megtartasaval juttatja ki (Berks és
mtsai, 2005). Az a tény, hogy aE. colban kifejeztetett fehérje bioldgiailag aktiv,
valoszirtileg arra utal, hogy térszerkezete, megéeiellicben, spontan is ki tud alakulni.
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3.9. A C FAKTOR INDUKALJA AZ A-FAKTOR REGULONT STREPTOMYCES GRISEUS NRLL B-

2682TORZSBEN

A fejezethez tartoz6 sajat kozlemény:

Birké Z, Bialek S, Buzas K, Szajli E, Traag BA, Malcradszky KF, Rigali S, Vijgenboom E,
Penyige A, Kele Z, van Wezel GP, Bird S. The Sed&ignalling Protein Factor C Triggers
the A-factor Response Regulation Streptomyces griseutol Cell Proteomics 6.7, 1248-
1256 (2007).

Ilgen meglep és érdekes az a 3.6 fejezetben leirt kisérlatineéayiink, mely szerint a
klbnozott C faktor gén helyreallitia olya®. griseuskopasz térzsek normal sporulaciojat,
amelyek C faktor génnel egyaltalan nem rendelkezBekaz eddig ismert két, szerkezetében
erésen eltés autoregulédtor, az A-faktor és a C faktor Aaltalialsalyozas komplex
kolcsbnhatasara utal. A C faktor hatasanak, a szadsa Utvonalak kdlcsénhatdsanak jobb
megismerése, a sejtek kozotti kommunikacio, s &aesllularis regulacio mechanizmusanak
felderitése érdekében extracellularis proteomilssizéhasonlitd vizsgalatokat végeztink. A
kisérletekben haror8. griseug6rzs, a vad tipusu, jol spérazéd és A-faktort &léns. griseus
NRRL B-2682 jeli torzset (B-2682), annak kopasz, A-faktort nem &én$. griseusNRRL
B-2682 AFN jeli mutansat (B-2682 AFN), s a mutans olyaoC transzformansat vizsgaltuk,
mely afacC gént kis kopiaszamban tartalmazta, s normal sgoidjh helyreallt. Ez utdbbi
torzs jeleS. griseusNRRL B-2682 AFN/pSGF4 (B-2682 AFN/pSGF4).

Kisérleteink elkezdésében szerepet jatszott aaya dgy tudtunk &. griseugienomi
szekvenalas étehaladott voltardl, s igéretink volt arra, hogyhamarosan hozzaférliets
lesz. Késbb kiderllt, hogy ez a vartnal sokkal &bBb, csak 2008-ban, proteomikai
eredményeink egy részének publikalasa utan torivay. A kisérletek eredményének
kiértékelését ez a tény nehezitette, hiszen csak aelicolorés S. avermitilisadatbazisok
alltak rendelkezésre, s egyetlen aminosav cseremeggatolta &. griseusortoldég fehérjék
triptikus fragmentumainak iontbmeg szerinti azotassit. 2D-gélelektroforézissel, majd a
gélek szemikvantitativ kiértékelésével (PDQuest abalysis software, BIORAD) azt
vizsgéltuk, melyek azok a fehérjék, amelyeknektgzise a kopasz mutansban szignifikansan
eltér a vad tipusu térzsben észlelt ssints amelyek szintje a transzformansban visszaall a
vad tipus szintjére. SzignifikAnsnak az eltéré&bakekintettilk, ha a fehérje szintek kdzotti
kulonbség legalabb kétszeres volt. Azokat a fekétjé melyek a fenti kritériumnak

megfeleltek, a géld kivagtuk, és triptikus emésztés utan MALDI-TOF-M&halizissel
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probaltuk azonositani. Osszesen 50 fehérjét visgal melyek koziil 9 volt egyértelran
azonosithatdé (1. tablazat). Ezek kozil 6 a kopaszamsban (B-2682 AFN) 72 0ras
tenyészetben egyaltalan nem volt kimutathatd, $1/@8 korban is csak némelyik mutatott
igen alacsony szifit expressziot, azaz expresszidra egyaltalan nemy eagk jelenis
késéssel kerllnek. Ezek a kovetlezoltak: tripszin-szdr protedz (SprU; Kato és mtsai,
2005); cink karboxipeptidaz prekurzor (Cpase SGrablai, 1990); aminopeptidaz (SGAP;
Maras és mtsai, 1996); aprA gén terméke a streptogrizin A prekurzor, kimotzipsszefi
protedaz (SGPA; Tomono, 2005a); cink metallo-endtdép (SgmA; Kato és mtsai, 2002); a
streptomycin bioszintézisben résztGeWADP-fligg oxido-reduktdz (StrU; Tomono és
mtsai, 2005b).

Az SprU, SGPA, SgmA és StrU fehérjéket korabban AaipA regulon altal
szabalyzott fehérjeként leirtak (Ohnishi és mt24i05). A Cpase SG pedig Bacillus
sphaericussporulacios cink peptiddzahoz (Hourdou és mts&318agy mértékben hasonlo,
ami ugyancsak a sporulaciéban betoltott szerepme Bz sprA sgmA és sprU génekél
ugyancsak kimutattak, hogy a névekedéskeésakaszaban irodnak at (Kato €s mtsai, 2005;
Tomono és mtsai, 2005a; Kato és mtsai, 2002). Esteknhidrolazoknak a differencialédas
soran a szubsztratmicélium lizalasdban, s ezalt@dpadé 1égmicélium tdpanyaggal vald
ellatdsaban lehet szerepe (Miguélez és mtsai, 1999)ancsak érdekes a 3.11 fejezetben
targyalt StrU fehérje expressziéjanak fokozasa,einéz a fehérje ugyancsak AdpA regulon
altal szabalyzott, s a streptomycin bioszintéziskesz részt.

Az azonositott fehérjék tovabbi jellemzése céljamlosszes fehérjét kddold gémt
silico vizsgéltuk a Target Explorer programmal (Sosins&y mtsai, 2003) annak
megallapitasara, hogy tartalmaznak-e a promotedjuddpan potencialis AdpA fehérje kit
helyet, ami az AdpA regulonhoz val6 tartozasukednat. Mivel ilyen szekvenciat mindegyik
gén esetén sikerllt azonositani (2. tablazat), edthatjuk, hogy valosziheg az O6sszes
azonositott fehérje bioszintézise AdpA altal szgt@tt. Ezek kozil a karboxi-peptidazt
kodol6 scpD az aminopeptidazt kédolégaR, a foszfat kd fehérjét kodoldpstS és a
szuperoxid dizmutazt kodoléodF génekél nem volt ismert, hogy az AdpA regulonhoz

tartoznak.
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1. tAblazat. Az A-faktort nem ternéeb. griseud3-2682 AFN mutansban csdkkent expressziot mutatd@sitott fehérjék

ID SSP Adatbazis | Fehérje Elnevezés Egyez&s Lefedettséy | MW® PSD vagy ClBmegebsités
No. azonosité | jelolése
72h | 96 h
1 9301 | 9301 | BAD24662| SprU Tripszin-sizer | 11/24 28% 26 kDa| ""VLQAPGYNGTGKDWALIK **°
szerin proteaz
2 5403 | 5503 | CAA46635 Cpase SG Karboxi- 27/34 41% 49 kDa| **>SASGGGFYPPDEVIER®
peptidaz
4701 | 4603 | BAD67179] SGAP Amino-peptidaz  15/28 37% 36 kDa | “WGGTAGQAFDR®
4 10102 0102 | CAA01746] SGPA Proteaz A 6/21 46% 18 KFArGTSFPNNDYGIIR®
3801 | 4701 | BAC21011] SgmA Metallo-endo-| 9/17 13% 70 kDa| *"*SGIRGDGVGAYSR®
peptidaz
6 4202 | 4302 | CAH94303 StrU NAD(P) figg | 13/14 31% 45 kDa| **DSVLGYADVTLPPGR™
oxidoreduktaz
7 | 2402 | 3501 | CAB65418 PstS Foszfatekét | 18/47 38% 39 kDa| *LTDAGYAPIPAEINAK **°
fehérje
8 3201 | 4201 | AAD30139 SodF Szuperoxid | 19/36 37% 23 kDal ' AAATTQGSGWGVLAYEPVSGK™*
dizmutaz
9 4201 | 4203 | AAD30139 SodF Szuperoxid | 13/35 34% 23 kDal *DKEAWGAINGLQK®**
dizmutaz

OO0 TD

A PDQuest program altal automatikusan adott asitiezam
Az azonos és észlelt triptikus fragmentek szama
Szekvencia lefedettség
Szamitott molekulatdmeg. A poszttranszlacios filadiio miatt [ényegesen eltérhet az észlelt todlegt
PSD vagy CID analizissel meggsitett szekvenciak.
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2. tablazat. Cisz elhelyezkedésAdpA fehérje-kdd szekvencidk a mutansban ebtér

expressziot mutatd fehérjék génjeitdlrégidban

ID A gén Gén A fehérje neve cis szekvencia  PoZidi®core| Megeisités
NCBI
azonositéja
1 | AB182576| sprU Tripszin-szeil szefin | rooccopmAA | -300 | 6.84| Ratoes
proteaz mtsai, 2005
2 X65719 scpD Karboxipeptidaz TGGCCGGAAC -98 8.23 in silico adat
. o CGGCCGGATC| -72 751 . .
3 | AB125217 P A tid lico adat
sga minopeptdaz TGTCCGGTTT 171 753 IN SHICO adal
. AGGCCGGATT - 149 6.59| Tomono és
4| A24972 | sprA Proteaz A TTGCTACCTT | -382 | 0.62| mtsai, 20054
5 | AB085745| sgmA Metallo-endopeptidaz TGGCCGGTTT -100 8.89 Kat.o es
TGGCCAGATT | -300 8.56| mtsai, 2002
CGGCTGATTC -332 5.36
- TGGCGCGATC -319 7.20 LA A
a NAD(P)-fugg Vujaklija és
6 | AJ862840 strJ oxidoreduktaz TGACCGAAAA -115 4.81 mtsai, 1991
TGGCCGTTGC -89 2.79
e L (o CGTCCGAAAT | -107 | 4.59|. ..
7 | AJ243674 tS Foszfat-kas feh lico adat
PSs oszial eherje CGGCGGCTTC 130 248 1IN SHICO adal
- . TGGCCCGTAA -89 5.79| . ..
8,9| AF141866| sodF Szuperoxid dizmutaz CGGCCCGAAC 344 =39 in silico adat
a Az AdpA kobthely azstrR gén ebtt van, amely astrU gén transzkripcids aktivatora.
b A transzlacios starthebiitlegtavolabbi nukleotid pozici6.
c A megeébsités vagy kisérletes bizonyitékot, vagysilico adattal val6 alatamasztast
jelent.

A foszfat-kot fehérje prekurzor PstS (Diaz és mtsai, 2005) gguperoxid dizmutaz
(Folcher és mtsai, 2001) ket izoformajanak expiégstmelyek poszttranszlacios modositas
eredményei) a kopasz mutansban (B-2682 AFN) mabasalb, mint a vad tipusu térzsben
(B-2682), vagy a mutanacC transzformansaban (B-2682 AFN/pSGF4). Mindkét figné
ismert a differencialodasban betoltott szerepepséS mutdnsok morfogenezise felgyorsul
(Diaz és mtsai, 2005), sodF pedigS. pristinaespiraligdrzsekben az A-faktor homolag
butirolakton regulacidja alatt all (Folcher és mt2a01).

Tovabbi kozds tulajdonsaguk ezeknek a fehérjékmelgy tdbbségiik (Cpase SG,
SGAP, SgmA, StrU, SodF) kofaktort igényelikddéséhez, ami leggyakrabban cink, tovabba
szekréciojuk az un. Tat (twin arginine translocatgathway) utvonalon megy végbe (Cpase
SG, SGAP, SGPA, SgmA, StrU, PstS). Ez a szekradi@sfehérjéket kofaktorukkal egyitt
haromdimenzios térszerkezetilk megtartasa melldttjm &t a membranon (Lee és mtsai,
2006). Egyébként maga a C faktor fehérje is hatghorkot cinket (Szeszak és mtsai, 1997),
s bioldgiai aktivitasa cinkkel fokozhato, tovabb&eatksl vald kijutasa is valdszinileg a Tat

atvonalon megy végbe (Chater és mtsai, kozlésogadiva).
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3.10. A C FAKTOR HELYREALLITIA A S. GRISEUS B-2682 AFN TORZzZS A-FAKTOR

TERMELESET

A fejezethez tartoz6 sajat k6zlemény:

Birké Z, Bialek S, Buzas K, Szajli E, Traag BA, Malcdradszky KF, Rigali S, Vijgenboom E,
Penyige A, Kele Z, van Wezel GP, Bird S. The Sed&ignalling Protein Factor C Triggers
the A-factor Response Regulation Streptomyces griseutol Cell Proteomics 6.7, 1248-
1256 (2007).

Azok a kisérleti eredmények, melyek szerir8.ariseus3-2682 AFN mutans normal
sporaképzése tacC hatasara helyreallt, s a transzformans extraéeituproteomja a vad
tipusuhoz volt hasonld, beleértve az AdpA altal bapgott hidrolitikus enzimek
megjelenését, azt sugalltdk, hogy valamilyen mdaifacC helyredllitotta &. griseud3-2682
AFN torzs A-faktor termelését. Ennek vizsgalatag, legymastol teljesen fliggetlen utat
valasztottunk: az A-faktor biolégiai detektalasaOchi, 1987) és az A-faktor
tomegspektrometrias detektalasat és mennyiségi at@glzasat. A bioldgiai detektalasban
tesztorzsként &. griseusHH1 (Horinouchi és mtsai, 1984) ésSa griseusB-2682 AFN
torzseket hasznaltuk.

Az autentikus A-faktor preparatum (Funakoshi Co.lG@dde number KA106) és&
griseus B-2682 valamint a B-2682 AFN/pSGF4 transzformahshgert sejtextraktum
egyarant helyredllitotta &. griseusHH1 és aS. griseusB-2682 AFN mutans spéraképzését.
A S. griseusd5H sejtextrakum egyik torzs esetén sem volt hatéssejtdifferencialédasra.
Ezek az eredmények azt sugalltak, hogacC gén helyreallitotta &. griseusB-2682 AFN
torzs A-faktor termeléseét.

Ezt a feltételezésiinket me@sitette az autentikus A-faktor, valamint a vizsgalt
torzsek sejtextraktumanak HPLC-MS/MS analizise AM&aktor tomegspektrometrids mérése
azt mutatta, hogy 8. griseusB-2682 és &. griseuB-2682 AFN/pSGF4 térzsek nagyjabdl
azonos mennyiséig (2 mg mi* a standard médon készitett sejtextraktumban; Bikntsai,
2007) A-faktort termelnek. A. griseusB-2682 AFN torzs extraktumaban csak nyomokban
detektaltunk A-faktort, mig 8. griseugt5H torzs extraktuméban egyéltalan nem talaltunk A-
faktort. A S. griseusB-2682 AFN torzs esetén nyomokban detektélt Adald molekula
fragmentacids mintazata alapjan minden kétségaérdan A-faktornak felel meg, azaz ebben

a mutansban az A-faktor bioszintézis génjei mindeponnyal funkcioképesek, de a
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bioszintézis aktividlasa elmarad. Amennyiben ez,igaza mutans az A-faktor bioszintézis
szabdalyozdsanak megértésében nagyon hasznos lehet.

Az A-faktor bioszintézisre vonatkozé hipotézis (&as mtsai, 2007) szerint abban az
egyetlen, a bioszintézisre specifikus gén, agA (Horinouchi és mtsai, 1989). Annak
eldontésére, hogy az A-faktor szintézis elmaradéSa griseusB-2682 AFN mutansban az
afsA mutacidjanak a kovetkezménye, vagy valamilyen widsol nem kerll expressziora,
meghataroztuk a gén szekvencigjat, illetve vizegadt gén transzkripcidjat szemikvantitativ
RT-PCR modszerrel. A mutans toraisA génje és a vad tipusu toratsA génje mindossze
egyetlen szinonim GGT>GGC (Gly) tripletben kilénbtizami nem magyarazza az A-faktor
termelésbeli kiulonbséget.

Az A-faktor termelés és sporulacio folyékony terngiben a tapanyag elfogyasakor
kovetkezik be, ezért a transzkripcido tanulmanyozisé is un. shift-down tenyészetet
alkalmaztunk, amikor is az exponencidlis névekedeskaszban Iévtenyészetet minimal
taptalajba visszik at. Ennek hatdsara a vad tifiugé tenyészetében 1,5-2 éraval az atmosés
utan reproduktiv fonalak, majd 4-5 oraval az atreasién sporaképzés volt megfigyethet
Ugyanez a kopasz mutans esetén nem kovetkezéitdapepetésiinkre azt tapasztaltuk, hogy
a shift-down csak kis mértékben befolyasolta adgA mMRNS mennyiségét, s az mRNS
mennyisége a mutansban jelis#n felilmulta a vad tipusu torzsét (17. abra)yélgmbe
véve, hogy a mutans kis mennyigéd-faktort termel, s azafsA génje funkcioképes,
valészinusithét hogy a mutaciéo az A-faktor bioszintézis szabahgdban résztvéy eddig
még ismeretlen génben van. ABKAMRNS tlltermelése a mutansban arra utal, hogyza t6
azafsAgeén fokozott expresszidjaval probalja kompenzamh-faktor hianyt.
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B-2682 B-2682 AFN

0 20 60 180 0 20 60 180

17. dbra. AafsAgén transzkripcidjanak vizsgalata szemikvantitRvPCR maddszerrel.

A minimal taptalajba valé atmosaskor és utana P0e$ 180 perccel RNS-t izolaltunk, s az
RT-PCR reakcioban minden esetben 100 ng RNS-t BHank. Reverz transzkriptdz nélkuili
kontroll reakcioban nem kaptunk felszaporodd tembhékmi az RNS preparatumok DNS

mentességét igazolta.
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3.11.A C FAKTOR FOKOZZA A S. GRISEUS STREPTOMYCIN TERMELESET

A fejezethez tartoz6 sajat kozlemény:

Birko Z, Bialek S, Buzas K, Szajli E, Traag BA, Maicradszky KF, Rigali S, Vijgenboom E,
Penyige A, Kele Z, van Wezel GP, Bird S. The Sed&ignalling Protein Factor C Triggers
the A-factor Response Regulation Streptomyces griseudol Cell Proteomics 6.7, 1248-
1256 (2007).

A szekunder metabolitok termelése a morfologidiedincialddassal dsszefliggésben,
szilard taptalajon a légmicéliumképzéssel parhuzamo folyékony tapkézegben pedig a
kvazi-exponencialis ndvekedés befé@ese utan torténik. A szekunder metabolitok kozul
ipari és gyogyaszati szempontbdl kiemelkgelentsédiek az antibiotikumok. Az altalunk
vizsgaltS. griseub2-1 és B-2682 torzsek, bar etténennyiségben, streptomycint termelnek.
Ebben a kisérletsorozatban arra kerestik a valasgy, ezeknek a térzseknek a C faktort kis,
illetve nagy képiaszamban tartalmazé transzformbasahogyan valtozik a streptomycin
szintézis mértéke, vagyis a C faktor hatassal vam-enorfoldgiai differencialédassal
0sszefliggésben lévantibiotikum termelésre. Az antibiotikum koncewtéd agar diffuzios
modszerrel, dirt sz6jas taptalajon novesztett 48, ill. 72 érasyészetek fermentlevéb
hataroztuk meg.

Az el sorozatbarS. griseusA5H torzsben, melyh a C faktor tisztitasa tortént, a C
faktort nem termél S. griseus2-1 tdérzsben és annak két transzformansabanfait@t kis
kopiaszamban tartalmaz®. griseus 52-1/pSGF4-ben és a C faktort nagy kopiaszamban
tartalmazd@S. griseus52-1/pSGF5-ben hataroztuk meg a streptomycin kar@eot. A meéreési
eredmények Osszefoglalasa a 3. tablazat A. résaéoenAz antibiotikum koncentraciokat
0dsszehasonlitva megéallapithatjuk, hogy a C fakémt gem tartalmazo, viszont streptomycint
jol termeb S. griseus52-1 torzs, illetve a C faktort mind kis, mind gagopiaszamban
hordoz6 transzformansainak fermentlevében a fetitettrantibiotikum koncentraciéja nem
mutat nagy kilénbségeket.

A masodik mérési sorozatban pedig a C faktorttéaimem termél S. griseusNRRL B-
2682 vad tipusu torzs, A-faktort nem terth&bpasz mutansénak (B-2682 AFN), illetve a
kopasz mutans C faktort kis kopiaszamb8ngfiseusNRRL B-2682 AFN/pSGF4) és nagy
kopiaszamban . griseus NRRL B-2682 AFN/pSGF5) tartalmazé transzformansiain
antibiotikum termelését hataroztuk meg. A mérésderények 6sszefoglalasa a 3. tablazat B.

részében van. Ebben az esetben sem a vad tipasyd4ém pedig bald mutansa nem termel
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detektalhat6 mennyiségstreptomycint. Abald mutans C faktort tartalmazé mindkét
transzformansanak fermentlevében kortlbelll azomédékben, jeleisen megndvekedett a
streptomycin szintje.

A harmadik sorozatban ugyanazt a vad tipgBisgriseuddrzset hasznaltuk, mint azgab
esetben, viszont most egy olyan kopasz mutariSatgrisesus NRRL B-2682 AFP)
vélasztottuk, mely termel A-faktort. A kopasz mu&ranszforméansab. griseusNRRL B-
2682 AFP/pSGF4 €S. griseusNRRL B-2682 AFP/pSGF5 a C faktor gént kis illetvagy
kopiaszamban tartalmazzak. A kapott antibiotikunmdemtraciok értékei az 3. tablazat C.
részében vannak feltintetve. A vad tipuSlgriseus torzs és A faktort termél kopasz
mutédnsa nem szintetizal ezzel a mddszerrel kimattimennyiségy streptomycint. A C
faktort kis példanyszamban hordozo transzformaseesaind a 48, mind pedig a 72 oOras
tenyészet fermentlevében jeléstn megétt az antibiotikum koncentracio, mig a C faktort
nagy példanyszamban tartalmaz6 transzformans feélenében antibiotikum nem mutathato
ki. Figyelemre méltd, hogy ez az eredmény egybersemal a korabban leirt eredménnyel,
miszerint aS. griseuNRRL B-2682 torzs A faktort term&élkopasz mutansanals ( griseus

Ve

helyreallitani.

3. tAblazat. St széjas taptalajon novesztett kulonb&reptomycesdrzsek 48 oras illetve
72 Oras tenyeszetének fermentlasiédgar-diffiziés modszerrel meghatarozott streptamy

koncentracio.

A
S. griseugorzs neve 48 o6ras tenyészet 72 Oras tenyészet
S. griseugi5H nd nd
S. griseu$2-1 14pg mrt 11.5pg mrt
S. griseu$2-1/pSGF4 7.2pug mrt 5.8pug mi*
S. griseus$2-1/pSGF5 10 ug mr* 12 pug mrt
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S. griseugorzs neve

48 Orés tenyészet

72 Oras tenyészet

S.griseusNRRL B-2682 nd nd
S.griseusNRRL B-2682 nd nd
AFN
SgriseusNRRL B-2682 8.2ug mrt 11pg mlt
AFN/pSGF4
SgriseusNRRL B-2682 11 pg mrt 12 pug mlt
AFN/pSGF5
C
S. griseugodrzs neve 48 éras tenyészet 72 Oras tenyészet
S.griseusNRRL B-2682 nd nd
S.griseusNRRL B-2682 nd nd
AFP
SgriseusNRRL B-2682 12 pg mrt 11.5pg mrt
AFP/pSGF4
SgriseusNRRL B-2682 nd nd
AFP/pSGF5

nd= nem detektalhatd
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3.12. Az A-FAKTOR HIANYOS MUTANSBAN A TAPANYAG FELVETELBEN ES STRESSZ

VALASZBAN RESZTVEV O FEHERJEK TULTERMELESE FIGYELHET O MEG

A fejezethez tartoz6 sajat kozlemény:

Birkd Z, Swiatek M, Szajli E, Medzihradszky KF, ¥ygnboom E, Penyige A, Kesed, van
Wezel GP, Bir6 S. Lack of A-factor production inésche expression of nutrient scavenging
and stress-related proteins $treptomyces griseudtol Cell Proteomics 8.10, 2396-2403
(2009).

A 3.9. fejezetben leirt kisérletek kiértékelésekarS. griseusgenomi szekvencia
adatbazis hianyaban, csak azokat a fehérjéket idikazonositani, amelyek az akkor
rendelkezésre alléS. coelicolor és S. avermitilis genomszekvenalasok eredményekent
hozzaférhdt fehérje adatbazisok alapjan, vagy egyedi génekbadsban |é¥ szekvenciai
alapjan azonosithatéak voltak. Ez annak ellenéogy la kilonbté Streptomycedorzsek
fehérje szekvenciainak 6sszehasonlitasaval megabap, hogy az egyes fajokban az ortoldg
fehérjék nagyfoku hasonlésagot mutatnak, az eggberjek azonositasat nagymértékben
gatolta, hiszen egyetlen (akarcsak konzervativz azankciét valoszifleg nem befolyasolo)
aminosav csere a fehérje iontémeg alapjan valoasitasat lehetetlenné teszi.

Uj helyzetet teremtett &. griseuslIFO 13350 tdrzs genom-szekvencia kozzététele
2008-ben (Ohnishi és mtsai, 2008). Ez annak ekengogy az altalunk vizsga8. griseus
NRRL B-2682 torzs nem azonos a szekversltgriseusIFO1350 torzzsel, a fehérjék
azonosithatésaganak esélyét nagysagrendekkel madgmoWivel az €z6 proteomikai
analizis soran elsorban olyan fehérjéket azonositottunk, melyekngkesszidja a kopasz
mutansban csokkent, vagy egyaltalan nem is ddj@z ki, ebben a kisérletsorozatban azt
vizsgaltuk, melyek azok a fehérjék, melyeknek esgz@ja a kopasz mutansban (B-2682
AFN) nagyobb, mint a vad tipusu térzsben (B-2682py a mutangacC transzformansaban
(B-2682 AFN/pSGF4). A mutansban ugyanis elmarad@gA regulonba tartozé kulonbéz
extracellularis hidroldzok termelése, melyek aeatdhcialédo telep szubsztratmicéliumanak
hidrolizisével, egy kvazi-apoptotikus folyamat sgréa fejbdé légmicéliumot latjak el
tapanyaggal (Miguélez és mtsai, 1999). Ez nyilv&ara egy stressz helyzet a differencialédo
telepnek, amely valamiféle kompenzéaciés folyamatdt ki. Az ebben résztvévfehérjéket
kivantuk azonositani, megismerni.

16 olyan fehérje foltot azonositottunk, melyek al wgpusu térzsben (B-2682) és a

kopasz mutans transzformansaban (B-2682 AFN/pSGEdyaltaldan nem voltak
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detektalhatok, vagy mennyiségik a mutanshoz vidaangBsen lecsokkent. Ezek 6sszesen
10 kulénb6d fehérjének feleltek meg. Egyes fehérjék ugyanis (8&R3109, SGR1737,
SGR5280) vagy tobb (SGR1498) izoformaban is jeleoltak, amelyek vagy
molekulatémegtikben (SGR3109), vagy izoelektromostjpkban (SGR1502), vagy pedig
mindkét tulajdonsagukban kilonboztek, s ennek nhelgn a 2D gélen pozicidjuk eltér
volt. Ezen fehérjék expresszios mintdzata 72 ésr&€ korban is hasonlo volt, s mennyiségik
mindkét idbpontban jelertisen meghaladta a vad tipusa torzs (B-2682) és anmtdacC
transzformansaban (B-2682 AFN/pSGF4) észlelt espiés A fehérjek listaja és néhany
fontosabb adatuk az 4. tdblazatban van 6sszefaglalv

Erdekes maédon, egy olyan fehérjét is azonositott(®&dA mangan szuperoxid
dizmutaz), amely a szekvenalt genoBwigriseudFO 13350 torzsben nem talalhatd meg. A
SodA kivételével (amely nem talalhato m8g coelicoloban €sS. avermitiliben sem) a
fehérjék mindegyike valtozo, de altaldban nagynkéeé konzervalt a két annotalt genomu
Streptomycdsen, aS. coelicoloban és aS. avermitiliben, &m ugyanez elmondhaté az
ugyancsak hozzafértiet de még nem befejezeBtreptomycesgenomi szekvenciak S(
clavuligerus,ATCC 27064 S. specieMgl, S. sviceuATCC 29083 S. pristinaespiralis
ATCC 25486 S. specieSPB74 S. scabigsesetében is. Ez, mivel a fehérjék kiféjdase
életciklus fugg, valbészidileg arra utal, hogy ezek a fehérjék Streptomyces
differencialédasban fontos szereppel birnak.

A fehérjék mindegyike stressz fehérje, s két csiiyaosorolhatok: egyesek a kornyezet
valtozasaira adott valasz kialakitasaban, masolgpadapanyaggal val6 ellatasban vesznek
részt. Ez aldl latszélag az SGR5708Bacillus subtilisspoOM fehérje ortoldgja kivétel, de
mivel a sporulacio a vegetativ micélium autolitidebontasaval jar, ma mar ezt is stressz
mechanizmusnak tartjak (Gonzalez-Pastor és mt€di3;2Rigali és mtsai, 2008). A gén
mutacioja vagy delécioji. subtiliven a sporulacié elmaradasat okozza (Han és rgas).

Az els) csoportba tartozik az SGR1460, amely feltételemetyy ATP/GTP kétfehérje, s az

E. coli OsmC fehérje homoldgja, mely az ozmotikus strefsszban jatszik szerepet. A
SodN és SodA szuperoxid dizmutazok pedig az oxiddtésszvalaszban vesznek részt. Ezek
a fehérjek nem rendelkeznek N-terminalis szekrécgmgnal szekvenciaval, tehat
citoplazmatikus lokalizaciot varnank. Az SGR490&IBsuperoxid dizmutazrél ismert, hogy
szekrécios szignal szekvencia nélkil un. autotgorstal kertl ki a sejii (Henderson és
mtsai, 2000; Birk6 és mtsai, 2007). Mivel ezeketehérjéket a tapfolyadékban talaltuk,

feltételezzilk, hogy ugyancsak szignal szekvencialkihé kerllnek szekréciora.
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4.tablazat. AS. griseud-2682 AFN torzsben azonositott, megndvekedettesgaiot mutatd fehérjék.

ID | ssP Adatbazis Elnevezés EgyezBs| Lefedettség| Mr® PSD vagy CID megésités Sed ADP-ribozilaciés | Ortolégok SCO/SAVY
No. azonosité (kDa) szekvencia
1 3002 SGR1460 Osm C-sitekTP/GTP- SVAHTNWEGNLIEGK™ nincs nincs SCO06531 (83%),
koto fehérje 4/9 24% 14.5 PGVVTFDSSGIGDHPVSWPAR SAV1862 (84%)
2 0004 SGR2245 szuperoxid dizmutazl  11/15 32% 15 S5YPELHQLINDTLKY nincs nincs SCO5254 (87%),
SodN SAV2988 (86%)
3 4603 SGR3109 feltételezett ’ADIQIPADIKPADGR™ nincs nincs SCO04366 (87%),
aminotranszferaz 31/43 51% 39.4 #%H|PEFFSLPTAIDNSLK* SAV3883 (87%)
4 4507 SGR3109 feltételezett ’ADIQIPADIKPADGR™ nincs nincs SCO04366 (87%),
aminotranszferaz 13/29 37% 39.4 2HIPEFFSLPTAIDNSLK* SAV3883 (87%)
5 1502 SGR1498 xyl6z ABC transzportdr 1-27 2 AACG® SCO6009 (78%),
szubsztrat-kdt fehérje 32/34 56% 38.8 SAV2247 (77%)
6 2402 SGR1498 xyl6z ABC transzportdr TIGLLLPENQTAR® *AKDAGIPVVAFDR ™’ 2 AACG® SCO6009 (78%),
szubsztrat-kit fehérje 22127 39% 38.8 Z4GAGISPLPPVTGQDAELAGVQR™ 1-27 SAV2247 (77%)
7 2405 SGR1498 xyl6z ABC transzportdr “IGLLLPENQTAR®® *DAGIPVVAFDR™ 1-27 2 AACG® SCO6009 (78%),
szubsztrat-kt fehérje 41/49 56% 38.8 Z‘GAGISPLPPVTGQDAELAGVQR"™® SAV2247 (T7%)
8 2404 SGR1498 xyl6z ABC transzportedr YIGLLLPENQTAR®™ *DAGIPVVAFDR™’ 1-27 2ILAACG® SCO6009 (78%),
szubsztrat-kt fehérje 3141 44% 38.8 Z‘GAGISPLPPVTGQDAELAGVQR"™® SAV2247 (T7%)
9 8202 SGR5704 SpoOM sporulaciés BQGGSVAQQIEGLNVGLQAR' 1-17 nincs SC01793 (81%),
kontrol fehérje 16/24 29% 28.5 192GLHQVELTFVADDR?* SAV6485 (83%)
10 | 4305 SGR2237 feltételezett arginin-, 8S|IEDLCGKPAAVQR™®* 1-25 PLTACG® SCO05260 (58%),
ornitin-kot fehérje 34/47 69% 335 BISGGSVAGVNDYPVAVDLAR?? SAV2982 (58%)
BEAVDAIIADGSYQK 2
11 | 6701 SGR5275 Malt6z-ktehérje 3YVNVPFGDAQNK®* *NAAQAGDGAPDVIR™ | 1-29 BATACG? SC02231 (48%),
MalE 21/45 43% 44.8 SAV5977 (48%)
12 | 1307 SGR1737 glutamat ABC ""ADQPYLGFEDQATK® ¥QVGFAGPYYK™® 1-22 PATACG® SCO5776 (40%),
transzporter szubsztrat- 33 YKPEYGASVVELAK?® SAV2485 (55%)
kots fehérje 33/35 55%
13 | 1303 SGR1737 glutamat ABC ""ADQPYLGFEDQATK® 1-22 PATACG® SCO5776 (40%),
transzporter szubsztrat- 33 BIGQVDYYVGTYTINDERY® SAV2485 (55%)
kots fehérje 35/38 56% 1 QVGFAGPY YK YKPEYGASVVELAK?®
14 | 4204 mangan szuperoxid 9/14 56% 22.4 FKSDFAAAAAGR™® nincs nincs
dizmutaz SodA
15 | 2702 SGR5280 feltételezatamylase 21/25 27% 60.7 °SAVFVDNHDTER™ 1-35 nincs SCO7020 (78%)
“AYVAINHEGSALTR*Y SAV5981 (73%)
15AAFAAMVYNTCHAAGVK 18
2L TNPNVYWK®?
16 1803 SGR5280 feltételezatamylase 25/46 44% 60.7 *SAVFVDNHDTER™® 1-35 nincs SCO7020 (78%)
4%°AYVAINHEGSALTR SAV5981 73%)
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A PDQuest program altal automatikusan adott agitihezam.

Az azonos és észlelt triptikus fragmentek szama.

Szekvencia lefedettség.

Szamitott molekulatbmeg. A poszttranszlaciés fit@iid miatt 1ényegesen eltérhet
az észlelt tomegt.

e PSD vagy CID analizissel meggitett szekvenciak.

f A szekrécios szignal szekvencia hossza.

g Az ADP-ribozilacios szekvencia pozicioja.

h A S. coelicolor (SCO) ésS. avermitilis (SAV) ortoldgok azonosit6 szama és a
hasonlosag mértéke.

o0 T

A masodik csoportba tartoz6 fehérjék a differertzlal és valészinileg tapanyaghianyos
telep tdpanyaggal valo ellatdsadban jatszanak sterdlz SGR3109 aMycobacterium
tuberculosisSerC foszfoszerin aminotranszferazanak ortoldggly a B6 vitamin, valamint a
glicin, szerin és treonin bioszintézisben jatszkrepet. Az SGR1498 a xil6éz felvételében
szerepet jatsz0 ABC transzporter fehérje szubskitdtalegysége (Bertram és mtsai, 2004).
Az SGR2237 egy arginin-, ornitin-kitfehérje, mely valosziteg a poladros aminosavak
transzportjaban vesz részt. Az SGR5275 maltda-Kéhérje, mely streptomycesekben a
maltdz felvételében jatszik szerepet (van Wezehtéssi, 1997a; van Wezel és mtsai, 1997hb).
Az SGR1737 a glutamat ABC transzporter szubsziiéi-&legysege.

Az SGR1498, SGR1737, SGR2237 és SGR5275 fehérjékemyike rendelkezik amino-
termindlis szekrécids szignal szekvenciaval, és d&gyzervalt prokariota membran
lipoprotein lipid kobhellyel, amelyben megtaldlhaté a szekréciot szaldalADP-
ribozilacidban résztvévkonzervalt cisztein.

A kopasz mutansban (B-2682 AFN) tultermelt azomdiséxtracellularis fehérjék egy
része meglepetésiinkre lipoprotein, melyek a ssftiebn lokalizalédnak, tehat a
szekretomban észlelt koncentraciéjuk nem feltétleniikrozi génjuk transzkripciés
aktivitasat. Ez természetesen igaz a szekretome@skehérjéjére is, mivel a szintetizalt
fehérje mennyisége poszttranszkripciondlisan, viadam transzlaciés és poszttranszlacios
|épések soran is szabdalyozhatd. Ezért annak eklnetéhogy az észlelt fehérje tultermelés
legalabbis részben a gének fokozott transzkripealjda kovetkezménye-e, vizsgaltuk a
tenyészetekben a gének expressziojat szemi-kviamiRa-PCR modszerrel (18. abra).

Eredményeink azt mutattak, hogy az 6sszes vizégfddrje transzkripcioja jeledgen
magasabb volt a légmicélium képzés korai szakasz@baszlopok) a kopasz mutansban (B-
2682 AFN), mint a vad tipusu torzsben (B-2682). &streptomycesek életciklusa soran

megfelel annak a kritikus szakasznak, amikor a npamg@zott sejthalal megkeddik, és a
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sejtek lizise szolgéltatja a tApanyagot a diffei@dddd I1égmicéliumnak. Lényegesen kisebb
expresszios szintkllénbséget észleltliink a vizsgédsek kdzott a sporulaciodszakaban. (S

oszlopok). Ez arra utal, hogy a transzkripcié fakdasa a programozott sejthalabsdakara

specifikus.
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

18. abra. AS. griseusB-2682 AFN torzsben tdltermelt 9 ismert szekvejicigén
transzkripcidjanak vizsgélata szemikvantitative RTRP modszerrel. A. Mintavétel a
légmicélium képzés tikzakaban (36 oOra); S. Mintavétel a sporulaciiszdkaban (54 o6ra).
Az rpsl az SGR2801 fehérje génje, mely az S9 riboszéniéherjét kodolja, s bels
kontrollként hasznéltuk. No RT. Kontroll, mely azmsnazrspl-el, csak nem adtunk reverz

transzkriptazt.

Osszegzésil elmondhatjuk, hogy az A-faktort nemér kopasz mutansban (B-2682
AFN) a kornyezeti stresszhatasokra és a tapanya@®ih reagald fehérjék tultermelését
allapitottuk meg, s ezek tultermelése legaldbbis részber- a gének megndvekedett
expresszidjadval magyarazhaté. Az azonositott fékérjegy része a kornyezet

tapanyagellatottsaganak folytonos monitorozasatmwabba a tapanyagok megkétéseben és
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felvételében szerepet jatsz6 ABC transzporter fehgzubsztrat-két alegysége. Ezelr a
fehérjékbl, és a foszfotranszferaz rendszeétksmert, hogy lényegesen befolyasoljdk a
sejtdifferencialodas folyamatat (Colson és mts@& Saito és Schrempf, 2004; Nothaft és
mtsai, 2003, Kamionka és mtsai, 2002). lHygilico analizis szerin®. coelicoloban 81 ABC
transzporter fehérje van, melyek cukrok, oligopaghi és egyéb tapanyagok felvételében
jatszanak szerepet (Bertram és mtsai, 2004). Eg@bko proteomikai vizsgalat (Kim és
mtsai, 2005) ugyancsak azt mutatta, h&ycoelicoloban a membran-asszocialt fehérjék
nagy része — koztik a SCO5776, SC02231, SCO600%eknek ortologjait mi is
azonositottuls. griseuban — ABC transzporter. Kisérleti eredményeink tghésszhangban
vannak ezekkel a korabbi eredményekkel, illetvgészitik azokat.

A C faktor és A-faktor regulacios utvonalak Oszeféiget, és az altaluk indukalt
differencialis génexpressziot proteomikai modsderizsgald dolgozataink a Molecular and
Cellular Proteomics folydiratban 2007. 03. 20.-& 2009. 07. 22.-én jelentek meg. A
masodik dolgozat megjelenése utan rovidesen 2089.08.-én megjelent a Horinouchi
munkacsoportnak egy proteomikai dolgozata (Akanémantsai, 2009), mely logikajaban és
modszertandban megegyezik a mi publikacidinkkabefba vad tipus8. griseudFO 13350
torzs és dadpA deléciés mutansanak folyékony tenyészetbeli eali@éris proteom
dsszehasonlitdsat végzik el. Azonositanak 38 sédkfehérjét, koztik proteazokat és mas
hidrolazokat, melyek expresszidja a vizsgalt ttkbsa eltéé. A csak a vad tipusu térzsben
azonositott fehérjék kdzul négy megegyezik az witalkordbban azonositott fehérjékkel
(SGR2791 = Cpase SG karboxipeptidaz;, SGR2095 = Sgratallo-endopeptidaz; SGR5809
= SGAP aminopeptidaz; SGR3933 = Psts foszfat AB@szporter szubsztrat-kalegység).
Ezek expresszidja a mi korabbi kisérleteink szeisnA-faktor figg, csak a vad tipusu
torzsben (B-2682) és az A-faktort nem terdnkbpasz mutanfacC transzformansaban (B-
2682 AFN/pSGF4) fejgrdnek ki, vagy expressziojuk ezekben Iényegesen sadgpa mint a
kopasz mutansban.

Azonositottak tovabba dadpA térzsben taltermelt fehérjéket is melyek kézil négy
olyan van (SGR3109 foszfoszerin aminotranszfera@R$498 xilé6z ABC transzporter
szubsztrat-kd@t alegység; SGR5704 SpoOM sporulaciés kontroll fehertoldégja; SGR2237
arginin-, ornitin ABC transzporter szubsztrat&dalegység), amelyeket kordbban mi is
azonositottunk, mint az A-faktort nem terihekopasz mutansban (B-2682 AFN)
tultermebdott fehérjét. Transzkriptom analizist is végeztelelyben megallapitjak, hogy
majdnem minden AdpA fudggfehérje fokozott expresszidéja megntvekedett thamszos

aktivitds eredménye.
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Ezek az eredmények a mi kordbbi eredményeink eglgdrimegedsitései.

A Horinouchi munkacsoport ugyancsak 2009-ben kéz@gy DNS mikroarray
analizisen alapuld transzkriptom vizsgalat eredrééfiflara és mtsai, 2009), amelybe.a
griseusIFO 133504adpAtdrzs génexpresszios profiljat és annak A-faktcdisada tortéh
valtozasat vizsgaltak folyékony tenyészetben. Magéjak, hogy 74 transzkripciés egységbe
tartozd 152 gén expresszioja indukalhatd A-faktoEbbsl 32 esetben az AdpA fehérjének a
gén promoteréhez vald Kitését is igazoltak. A génekSa griseuskromoszoman elszértan
helyezkednek el, s igen sok koztik a még ismerdtiakcioju. Ez azt az egyébkéent nem
megle® Uzenetet hordozza, hogy a streptomycesek diffétntdsat szabalyzé
extracellularis autoregulatorok még j6 néhany edelideritetlen Gtvonalon keresztul fejtik ki

hatasukat.
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3.13. FACC HOMOLOGOK A STREPTOMYCESEK MELLETT EL OFORDULNAK FONALAS

GOMBAKBAN , BAKTERIUMOKBAN ES BAKTERIOFAGOKBAN IS

A fejezethez tartoz6 sajat kozlemény:
K. F. Chater, S. Biro, K. J. Lee, T. Palmer, H. i®ohpf. The complex extracellular biology
of Streptomyced-EMS Microbiol RevKdzlésre elfogadva.

A C faktor fehérje génje streptomycesekben csakaslkusan fordul &, ami a gén
horizontalis géntranszferrel (HGT) valo terjedésédta. 19 hozzaférhétannotalt vagy még
nem véglegesen annotdBtreptomycesgenom kozil csak &. albus(98% szekvencia
azonossag aminosav szinté&h)scabieg52%),S. ambofaciengs1%),S. clavuligerug35%)
esStreptomycesp. Mgl (27%) térzsekben fordubemigsS. coelicoloban,S. avermitilien,
€sS. griseusan nem. Ez utobbi tény is arra utal, hogy a Cofiatdrmedb torzs valdéjaban nem
S. griseushanemsS. albidoflavugL. 3.1 fejezet). ASaccharopolyspora erythrag&orabbi
taxonOmiai besorolas&treptomyces erythreusigyancsak rendelkezikacC génnel (L. a
disszertacié végen, Fuggelék, F1. tablazat)SAalbusfehérje valésziieg a C faktor
ortologja. AS. scabie®sS. ambofacientehérje csak 52 illetve 51%-ban azondS. griseus
45H fehérjével, mig a haztartasi gének termékeiddan 80% folott azonosak, a paralégok
pedig joval 50% alatt (Chater és Chandra, 2006).aEa utal, hogy &. scabiesés S.
ambofaciensgének vagy nagyfokban divergalt ortoldgjai, vaggdig HGT-vel felvett
paraldgjai dacCnek.

Amikor kiderult, hogy a C faktor termelkdrzs nenfS. griseushanemS. albidoflavus
vizsgaltuk a facC gén ebfordulasat a S. albidoflavus csoport tdrzseiben Southern
hibridizacioval. A négy vizsgalt torzs kozul harcammb . canescens, S. odorifer, S.
sampsonji eds hibridizacios szignalt kaptunk (Kiss és mtsaip@0 ami arra utal, hogy
ezekbe a torzsekbe a csoport kialakuldsakor kergén. Azt feltételezve, hogy 1% 16S rDNS
szekvencia divergencia kb. 50 millié év alatt j@tré (Ochman és mtsai, 1999; AC Ward
szemelyes kozlés), ez kb. 140 millié évvel éitdbrtént.

70 tovabbi hozzaférh&t reszben vagy teljesen annotatttinomycetegenombaol (30
nemzetség, 56 faj) C faktor homoldégot mindéssz&ken talaltunk. Ez @hermomonospora
curvata (52% szekvencia azonossag aminosav szinten) 8saekebrandtia nassauensis
harom (37%, 35% és 26%) homologgal (F2. tablazat).

Adatbazis szekvencia analizissel tovabbi C faktemblégokat talaltunk,dleg az

alacsony GC tartalmu Gram pozitiv baktériumokbar3. (Eablazat) és fagjaikban (F4.
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tablazat). A 68 bakteridlis homolégbdl Zaphylococcus aureusirzsekben talalhat6, de
nem minden szekvenalt genon8iaphylococcus aureutrzsben van meg, tovabba mas
Staphylococcusfajokban egyaltalan nem fordul éel Tovabbi 30 homolég kilénbéz
Lactobacillus fajokban, 4 pedid.isteria monocytogenerzsekben talalhaté. A maradék
elszortan §leg Gram pozitiv baktériumokban, de talalh&6C homolog 3 Gram negativ
baktériumbanK. coli ésBacteroidesajok) is. EzekBl a Bacillus subtilisTagC fehérjéje az
egyetlen, amely dacC klonozasa és szekvenalas#&pdntjaban ismert volt, s funkcidjat
kromoszomalis lokalizacidja alapjan a teichoinsagshintézisben gondoltak, de kéb
kiderult, hogy szerepe a DNS karosodassal induk@IB&IS javitdsban van (Mauél és mtsai,
1994).

A 38 homolog fagfehérjélh 37 Staphylococcudagokban, 1 pedid.actobacillus
fagban fordul €.

A C faktor homologok az alacsony GC tartalmu Graozifiv baktériumokban és
fagjaikban egy nagyobb fehérje egyik doménjét #ko(PD397534 a ProDom adatbazis
2006.1). Mindegyikben megtalalhato két ismeretlenk€ioju C-terminalis domén, és egy
vagy harom ismeretlen funkcidjua N-terminéalis domeén.

A Staphylococcu$agokat részletesen tanulmanyoztak, s csoporttéitanorfoldgiai
bélyegek és genom méret, illetve hasonlésag aldganolo és mtsai, 2002; Kwan és mtsai,
2005; Vybiral és mtsai, 2003; Yamaguchi és mts@D®@. Az altaluk hordozott C faktor
domeén, illetve a C faktor domént hordozo fehérjagyon hasonléak, s nincs 6sszefliggésuk
a csoportba sorolassal. Bactobacillus fag homoldég egy struktarfehérje (Mikkonen és
Alatassova, 1994), s bar nagy mérete csak egyetlen ismert doménje van (PD397534).

Meglepetésiinkre, ugyancsak talaltunk C faktor hogakat, 6sszesen 15 fehérjét,
fonalas gombéakban is (F5. tablazat). Aspergillus fumigatusés Neosartorya fisherii
toérzsekben 2-2, kismértékben eltérs valdszinileg fuggetlendl felvett gén talalhato.
Megtalalhatd tovabbaChaetomium globosumPenicillium chrysogenum Ajellomyces
dermatitidis Ajellomyces capsulataParacoccoides brasiliensisPodospora anserinaés
Aspergillus terreugérzsekben is. (Ez utébbi fehérje az annotalasrazeokkal révidebb a
tébbi C faktor homoldégnal, ami valos#lag annotalasi hibara utal.). Nincs ugyanakkor C
faktor gén a részletesen tanulmanyozZ®#iccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces
pombe, Aspergillus nidulans, Aspergillus nigeyNeurospora crass&drzsekben. A gomba
fehérjék, a Streptomycesfehérjékhez hasonléan csak a C faktor domént (PBE39
tartalmazzak, és altalaban jobban hasonlitanakAcimomycete$onalas gomba csoport

tagjaihoz (19. abra), mint a bakteridlis és fagéfpkhez. Erdekes kivétel ez alol két
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bakteridlis bakteriocin (Joerger and Klaenhamm&90), amelyek mind a filogenetikai
analizis szerint, mind pedig méretikbeBteeptomycefonalas gomba alcsoport fehérjéihez
hasonloak (19. abra).

Tovabbi érdekesség, hogySiaphylococcusureus (NCTC 8325) térzs 2 db. (F3.
tablazat, 7. és 26. fehérjék) Staphylococcus aureulHl térzs harom db. (F3. tablazat, 10.
17. és 23. fehérjek), Staphylococcus aureudH9 torzs 3 db. (F3. tablazat, 11. 16. és 25.
fehérjék), a Staphylococcus aureugNewman) torzs pedig ugyancsak 3 db. C faktor
homoldggal rendelkezik (F3. tablazat, 24. 27. ésf@@erjék). Az egy torzsbenséébrduld C
faktor homolégok egymassal kilonoanértékben (87%, 44%, 43%) azonosak, de a
kllonb6d torzsekben talalhaté homoldégok egymassal gyakeanasak (L. F3. tablazat, 3. —
8. fehérjék; 10. — 13. fehérjék, stb), ami kdzdletre utal.

A C faktor homoldgok tobbszéroséebrdulasa d_actobacillusfajokra is jellema. A
L. crispatusJV-V01 torzs 2 db. (F3. tablazat, 35. és 48. fieghéal. ultunensisDSM 16047
torzs ugyancsak 2 db. (F3. tablazat, 20. és 4&rjieh aL. buchneri(ATCC 11577) tbrzs 6
db. (F3. tdblazat, 33. 37. 52. 53. 56. és 58. fehérelyek kozil 4 db. 300 aminosavnyi, 2 db.
pedig 600 aminosavnyi hosszusagu),. ailgardii (ATCC 8290) ugyancsak 6 db. homoldg
fehérjével rendelkezik (F3. tAblazat, 55. 57. 3. &. 65. fehérje, melyek mérete a 100 és
900 aminosavnyi tartomanyban valtozik). l&actobacillus térzsekben talalhat6 C faktor
homoldgok azonossaganak mértéke élteiteljesen azonos nincs koztik.

Az ebbe az alcsoportba tartozé fehérjék valdsdegnszekréciora kertilnek: a C faktor fehérje
twin arginine transzlokacios (Tat) Utvonalnak mégte szekrécids szignaljat, amely a
Streptomyceshomoldgokban altalanos, a gomba fehérjékben égheetitinekben egy a

SignalP programmal (Bendtsen és mtsai, 2004) a#ibiabd§ szekrécidos szignal helyettesiti.
Ez arra utal, hogy ezek a fehérjék is kivalasztdsrailnek, de nem haromdimenzids
szerkezetilk megtartasaval. Térszerkezetiket azo@iplazmatikus térben is képesek

felvenni.

65



3.14.A FACC GEN VALOSZIN ULEG HORIZONTALIS GENTRANSZFERREL TERJEDT

A fejezethez tartoz6 sajat kozlemény:
K. F. Chater, S Biro, K. J. Lee, T. Palmer. The aimgly complex extracellular biology of
Streptomyced~EMS Microbiol Rev. Kdzlésre elfogadva

Az elbz6 fejezetben Osszefoglalt adatok, miszerint a Cofalgén ebfordulasa
streptomycesekben és fonalas gombakban sporadikktgriumokban pedig csak bizonyos
fajokban és fagjaikban fordul ¢l arra utalnak, hogy a C faktor génje horizontalis
géntranszferrel terjedt a mikrobadkban. Ez 0Osszhemmgban azzal az 6t hozzaférhet
szekvenalt genomu Streptomyces torzs genomjanak 6sszehasonlitasan alapulo
megallapitassal, mely szerint a torzsek genom|&i¥k-a egyedi, torzs-specifikus géneket
kodol, melyek valdsziileg HGT-vel keriltek ezekbe a torzsekbe a szétuklagan eltelt
évmilliok sordn (Keith Chater és Govind Chandramn&odzolt adatok). A kulonb@ez
mikroorganizmusokban @&ordulé C faktor homoldégok reprezentativ képvisetk
szekvenciai alapjan szerkesztett filogenetikaiggamcsak laterdlis transzferre utal (19. abra).

A torzsfa egyik jol elkilonilt csoportja @taphylococcus aureusrzsek és fagjaik
csoportja. Ezek kdzo6tt a fagok altal kdzvetitettTHGeltételezni teljesen kézenfakv

A torzsfa masik jol elkilonilt csoportja @&ctinomycete$onalas gombak csoportja,
amelyek érdekes mddon egy csoportot alkotnak. Kigdén aS. scabiesés Penicillium
chrysogenumfehérjék nagyfokd hasonldésaga szerib&t ami egy nemrég bekodvetkezett
HGT-re utal a bakteridlis és a gomba kiralysagokzokd) A fonalas gombék és
streptomycesek kozotti génatadast az is nagybakdnagitheti, hogy éhelyik és dkoldgiai
igényuk kozos. A streptomycesek rendelkeznek kitkkal, amelyek a gomba sejtfal
emesztésére képesek, a fonalas gombak pedig sgkféldam antibiotikumot termelnek,
amelyek a bakterialis sejtfal bioszintézist gataljaezekkel tehat képesek egymas
életfolyamatainak gatlasara s kovetkezésképpen &gynyagainak felvételére is. A fonalas
gombak pB-laktam termel képességét egyébként ugy gondoljak, hogy HGT-vel kerilt a
gombakba talajbaktériumokbol, feltételeziest streptomycesekb (Aharonovitz és mtsai,
1992)
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19. abra. A C faktor homolog fehérjék reprezentiéipvisebinek filogenetikai torzsfaja.

A fehérjék neve eredetik szerint szinesen van rgtvmt FeketeStreptomyce®s egyéb
micélidlis ndévekedds ActinomycetesSotétvords: micélidlis ndvekedégombak. Vildgos
piros: Gram pozitiv baktérium. Kék: Bakteriofagok.

A torzsfa szerkesztéséhez a flggelék tablazatarhagadott szekvenciakbdl véalogatott
reprezentativ szekvencidkat hasznaltuk. BAcillus subtilis TagC fehérje volt a ks
referencia az analizis soran. A fehérje szekveati@k t-coffee programmal illesztettik
(Notredame és mtsai, 2000). Hasznaltuk tovabba iapRtrogramot (Felsenstein, 1989;
Felsenstein, 2005), és a dendroscope programob(Hesmtsai, 2007).
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ROVIDITESEK:

STRGR
Salbus
Sscab
Saery
STTRCL
Strmgl
CADNK®6
THECU
ASPFU
NEOFI
CHAGB
PENCW
AJEDE
PARBR
PODAN
BACSU
LISMO
STAAE
STAA2
STAAR
LACSK
LACH4
BPLLH
QA4ZE5SS8
Q4zDU1
Q4ZAV3
Q4ZBA3
Q4zCZ9
Q4ZCK5
Q9BOC7

Streptomyces griseus
Streptomyces albus

Streptomyces scabies
Saccharopolyspora erythraea (Streptomyces erythreus
Streptomyces clavuligerus
Streptomycesp. Mgl
Stackebrandtia nassauensis
Thermomonospora curvata
Aspergillus fumigatus

Neosartorya fischeri

Chaetomium globosum

Penicillium chrysogenurfWisconsin)
Ajellomyces dermatitidis
Paracoccidioides brasiliensis
Podospora anserina

Bacillus subtilis

Listeria monocytogenes
Staphylococcus aurelfslewman)
Staphylococcus aureidH1)
Staphylococcus aureMRSA252)
Lactobacillus sakei subsp. carnogIEsSM 15831)
Lactobacillus helveticuDPC 4571)
Lactobacillus DelbrueckifagLLH
Staphylococcufag66
Staphylococcutag 69
Staphylococcuag52A
Staphylococcutag55
Staphylococcufag42E
Staphylococcugag47
StaphylococcufagPHISLT
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3.15. A C FAKTOR GEN, MINT LEHETSEGES DIAGNOSZTIKAI MARKER ASZPERGILLOZIS

DETEKTALASABAN

A fejezethez tartozo6 sajat kbzlemény:

Bir6 Sandor, Birké Zsuzsanna és Paholcsek MeliAdapergillzisos betegségek
detektaldséara alkalmas diagnosztikai médszer. P@BDAlapszamu magyar szabadalmi
bejelentés. 2008.

Az Aspergillus nemzetségbe tartoz6 gombékkal koérnyezetiinkben obéarh
taldlkozhatunk, de opportunista patogénként csayelegllt immunrendszéregyéneket
fertéznek meg. A veszélyeztetett csoportba csak az imoeprimalt betegek (AIDS-esek,
leukémiasok, szerv- és csontttanszplantaltak, kemoterapias kezelés alatt Bditegek)
tartoznak, mégis, aCandida fajok mellett az Aspergillus fajok felelések a masodik
leggyakoribb nozokomidlis gombas betegségekértdManden hdszezredik ember érintett.
Ennek magyarazatat minden bizonnyal a mesterségenaunszupresszans kezelések
szamanak drasztikus mértékben téstativekedése adja.

A fert6zéseket az esetek dérnibbbségében akscomycotdbrzsbe tartozéspergillus
fumigatusfonalas gomba okozza. Az elmult években azonbEmifsen emelkedett aa.
terreus altal okozott esetek gyakorisaga is (Baddétyal, 2003; Denning, 2006). Még az
elmult évtized antifungalis terapidjanak rohamopgoétse ellenére is az aszpergillézisos
esetek tovabbra is a fejlett orszadgok magas maésghl és mortalitassal jar6 betegségei kozé
tartoznak.

A szervezetbe jutott gombak konidiosporainak megediésél fliggoen a mikdzis
tébbféle valtozatat kilonboztetjik meg. A kronikosma az id elsrehaladtaval, megfelél
kezelés hianyaban és a &ad agens veérrendszer kozvetitette szétterjedése ,révén
generalizalédik.

Az invaziv mikozisok viszonylag magas morbiditagalamint mortalitasi aranya a
megfeleb érzékenységés specificitasu diagnosztikai médszerek hianyawabmint ebbl
adodoan a betegség korai, tObbnyire tinetmentesafian megkezdett antifungalis terapia
hianyaval magyarazhat6, holott az utébbbhidn jelents ebrelépéssl szamoltak be a
Posaconazoleés az ordlisan és intravénasan is adhatd tri@z¥hriconazol antifungalis
szerek alkalmazéasakor (Siwedt al, 2006; Marcoet al, 1998). Antifungalis terapia

hianyaban pedig a betegeknek semmi esélyik a sod¢lA& mortalitasi arany 100¢@enning,
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2006). Ezért konnyen belathatd, hogy kiemetkéohtossaggal birna egy koltséghatékony,
érzékeny és megbizhatd diagnosztikai médszer kiddlgp.

A megbizhato diagnoézis felallitAsa szamos nehéesétfibzik. A betegség tlnetei
egyaltalan nem specifikusak, illetve az okoz6é agknsnas fajokkal valéo egyuttes
eléforduldsabol kifolydlag csak nehezen azonosithat®adig fontos lenne species siint
detektalasuk, ami a célzott gombaellenes terdieledtele. A megtamadott szévetekben a
gombak jelenléte kel biztonsaggal csak a megfélelhelydl szarmazé mintak
gombatenyészeteinek elemzéseével vagy hisztologiapalataval igazolhatd, azonban ilyen
eljarasokra egyrészt majdnem kizarélag cpakt mortemkerll sor, masrészt pedig csak
ritkan alkalmasak speciess#irdzonositasra. A mikrobiolOgiai €s hisztopatologiasgalatok
idéigényesek és gyakran biopszids mintavételt igéegeln melyek a fennalld
hattérbetegség(ek) kockazati ténjiedl adodéan nem minden esetben Kivitelegbkt A
kilonbo® képalkotd eljarasok, mint a rontgen-, CT-, MRzsgalatok, valamint a kopéih
orrvaladékbol, BAL-bdl (bronchoalveolaris mosofalgk) stb. kitenyészth@tfajok mar
ugyancsak a betegsédmhaladott voltat jelzik (White és mtsai, 2006;akgc és Verweij,
2002).

Napjainkban, a kereskedelmi forgalomban elérhetszpergill6zisos esetek
detektalasara alkalmas diagnosztikai médszereknygesetéseken és képalkotd eljardsokon
kivul lehetnek:

1. szeroldgiaiak, mely esszeék a plazmaban kérgmmbasejtfal alkotdkat (1,3-R-D-
glukan molekula 1,5-3-galaktofuranozil oldallaneagy egyéb poliszacharid komponens pl. a
héstabil galaktomannén) detektaljak.

2. DNS alapuak,

3. valamint ezek kombinaciéf&lorent és mtsai, 2006; Denning; 2006; Williams&snmtsai,
2000) Ez utobbi ,hibrid” eljaras éhye abban all, hogy 6tvézi a PCR reakciokssgégét
képed magasfoku (94-100%) specificitast és a szerolégididszerekre jellendz nagy
érzékenységet (85-100%) (Aquino és mtsai, 2007).

A szerolégiai modszerek hatalmasirele a gyors kivitelezhéség. Szemben az
idéigényes tenyesztéses folyamatokkal 3 éran belidneéayt szolgaltatnak (Aquinet al,
2007), mivel azonban azdééilagban altaldnosan @brduld gombasejtfalalkotdkra smek,
nagy hianyossaguk, hogy nem alkalmasak specietiishttektalasra. Ezért kombinalni kell
6ket mas, gomba DNS detektalasat célz6 modszeréidszikelt-PCR, kvantitativ valOs idej
PCR). Ezeket tobbnyire a 28S riboszomalis RNS gézérvalt szekvenciaihoz tervezik.
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A DNS kimutatason alapuldé metddusok kotiny kivitelezhetségik,
idotakarékossaguk és jo reprodukalhatosaguk miatt kieidld elterjedtek. A célgén
minéségébl fluggéen magasfoku specificitast (kdzel 100%) mutatnakjufdo és mtsai,
2007).

A szeroldgiai moédszerekkel ellentétben, a megfelel megtervezett esszék az
Aspergilludk fajszinti azonositasra képesek (Erjavec és Verweij, 200@ntds tovabba,
hogy anagy szazalékban jelentkefals-pozitiv eredmények csak az imént taglalt médsk
(szeroldgiai, valamint DNS alapu) megfélekombinaciéjaval és a kapott eredmeények
tobbszori reprodukaldsaval zarhatéak csak ki. $agie modszerek esetén a hamis-pozitiv
eredmények kiugréan magas szama (14%) olyan belggek esetében tapasztalhatd,
akiket kozvetlenll a diagnozist megelen Piperacillin-Tazobactam, Ampicillin-Sulbactam
valamint Amoxicillin-Klavulansav béta-laktam tipuaatibiotikumok és béta-laktamaz gatlok
egyuttes kombinacidjaval valamint egyéb antibiatikakkal mint Penicillin G, Ceftriaxon
Imipenem Ciprofloxacin Vancomicin Gentamicinstb. kezeltek (Aquino és mtsai, 2007).
Ezen esetek kontaminaciéra vezebkevissza, ami azzal magyarazhatd, hogy egészséges
szervezdiek esetén a mintadészités vagy feldolgozas soran véletlenll, vagyegg
antibiotikum kezelés alatt all6 egyének esetén ensdtjesen szennymmyagok jutnak a
véraramba (a béta-laktam tipusu antibiotikumokané& Acremoniumgenusz sejtfalaban
szintén talalhatoak galaktofuranozil oldallancolBblo(ent és mtsai, 2006). A real time
rendszerben kivitelezett PCR-reakciok alkalmavaliggemelyek a gombakban altalanosan
jelenléw riboszomalis RNS gén kimutatasan alapulnak, mégasggges egyének esetében is
elkerllhetetlen, hogy a felhasznalt szérum-, kpettamint a kilénbdz testfolyadékokbol
(bronchoalveolaris folyadék) szarmazé mintak neabarazzanak kulonbéz a kdrnyezetti
szarmazd és a szervezet vedékemechanizmusai altal roncsolt, gomba erédet
nukleinsavakat (Bolehovska és mtsai, 2006).

A fentiekben taglaltak alapjan elmondhaté, hogyéeggymi és megbizhaté diagnézis
felallitAsa a kllonbdz diagnosztikai médszerek megfélekombinalasat igényli, melyek
jelents ids-, energia- €s koltségvonzattal jarnak. Ugyanakkoreszélyeztetett csoportok
szirése a megéko jellegi rutindiagnosztika részét kellene, hogy képezze.

Ezért nagy jelerdséggel bir egy olyan dignosztikai médszer beaditéisely 6nmagaban is,
rovid id6 alatt (egy napon belll), megbizhat6 eredményekelgéltat, és a veszélyeztetett
csoportba tartozo betegek megél jellegi szirésével megoldast jelentene adédiagnozis

problémajara.
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Az a 3.13 fejezetben leirt megtepdat, miszerint az altalunk felfedezett és résgkat
tanulményozott C faktor fehérje az aszpergillézidtozd A. fumigatus,A. terreus, és
Neosartorya fisheritdrzsekben, s még néhany tovabbi gomba fajGéwa€¢tomium globosum
Penicillium chrysogenumAjellomyces dermatitidjsAjellomyces capsulataParacoccoides
brasiliensis Podospora anserina)megtalalhaté, de nem altalanos a gomba fajokban,
felvetette annak lehéségét, hogy aacC gén kimutatasa felhasznalhaté aszpergill6zis
diagnosztizalasara kvantitativ, valds id@olimeraz lancreakcioban (Q-RT-PCR). Mivel az
egyes fajokban a gén szekvencidja divergalt, ehaleis lehetséges, hogy olyan fajspecifikus
Q-RT-PCR reakcio tervezhiget amely csak és kizarélag egyetlen faj (plspergillus
fumigatu$ DNS-ét képes detektalni.

Ehhez el§ lépésben hagyomanyos PCR reakcidékban vizsgalagy tudunk-e olyan
primerpart €s reakciokorilmeényeket alkalmazni, gmal csak az egyik, vagy masik faj
DNS-ével kapunk DNS amplifikaciot. Mivel ez lehedsé volt azA. fumigatus, A. terreuss
Neosartorya fischeriesetében is, tovabbléptink, s fajspecifikus TagM&B alapu Q-RT-
PCR esszéket terveztink &z fumigatusés azA. terreuskimutatasaraAz alkalmazott
primerek és probak szekvenciait ezuttal nem tuateth fel, ezek szabadalmi bejelentés alatt
allnak. Az esszék a kiprébalds sordn nagyon speasifiak bizonyultak, nem mutattak
semmiféle keresztreakciot mas fajok DNS-ével (BBag Vizsgaltuk tovabba az egyes esszék
erzekenységét. Mind a&. fumigatus(21. abra), mind pedig a&. terreus(22. abra) essze
legaldbb a pikogrammos tartomanyig érzékeny. Azéssnem keresztreagaltak human
eredeti DNS-sel (23. abra), azaz amennyiben emberi tgsifiékbol szarmazé DNS mintakat

vizsgalunk, és abban az esszével reagaldo DNS zarera huméan, hanem gomba erédet
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20. abra. AzAspergillus fumigatuss A. terreusesszék vizsgalata sajat és idegen gomba
DNS-sel. Az 1. és 2. (4 ng); 3. és 4. (0.8 ng)es.6. (0.16 ng) amplifikacios profilt a
zarojelben megadott mennyised\. fumigatustemplat ésA. fumigatusspecifikus esszé
alkalmazasaval kaptuk. A 7. és 8. (4 ng); 9. é40,8.ng); 11. és 12 (0,16 ng) amplifikaciés
profilt a zardjelben megadott mennyiféd. terreustemplat ésA. terreusspecifikus esszé
hasznalatakor kaptuk. Ax. fumigatusTagMan esszé ax. terreusDNS-sel ill. forditva nem
adott amplifikaciot (vizszintes lefutast, szamamatlgorbék). Az abra a normalizalt

fluoreszcencia intenzitast (Rn) mutatja a ciklussfaggvéenyében.

Rnvs Cycle
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21. abraAspergillus fumigatu3agMan esszé érzékenységének meghatarozasa. éimgplat
DNS nélkili kontrol, 1. és 2. 4 ng, 3. és 4. 0,8Higes 6. 0,16 ng, 7. és 8. 16 pg, 9. és 10. 1,6
pg DNS koncentracié esetében az amplifikacios prA# abra a normalizalt fluoreszcencia

intenzitast (Rn) mutatja a ciklusszam fliggvenyében.
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Rnvs Cycle

514 ; 4
3
L/ VL Ly
f /
c
£ su 1| VARV vl
3.4,/ Fi
i AN
414 | i, , 8
! !
an / )
J 7 / E 1)6
7
AL / 1+ )
i -l . =T INTG

114

12 3 4 5 6 7 8 9 101711213 141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 23 34 35 36 37 39 239 40

22. abraAspergillus terreusTagMan esszé érzékenységének meghatarozasa. Bifi@lat
DNS nélkdli kontrol, 1. és 2. 4 ng, 3. és 4. 0,8mges 6. 0,16 ng, 7. €és 8. 16 pg, 9. és 10. 1,6
pg DNS koncentracio esetében az amplifikacios prafi abra a normalizalt fluoreszcencia
intenzitast (Rn) mutatja a ciklusszam fliggvenyében.

Rnvs Cycle

Rn

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

23. abra. AzAspergillus terreugsszeé tesztelése human genomialis DNS-el. Az 2., &s3.
és 4., az 5. és 6. valamint a 7. és 8. szamu gardgk kilonb6& egészséges ember véiEb
izolalt huméan DNS templat felhasznalasaval késkiiltezekben a reakcidokban nincs
amplifikalas. Az abra a normalizalt fluoreszcenaitenzitast (Rn) mutatja a ciklusszam

fuggvenyében.
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3.16.A C FAKTOR SZEREPET JATSZHAT A NOVENYPATOGENITASBAN

A fejezethez tartoz6 sajat kozlemény:
Kiss Z, Dobranszki J, Hudak I, Birkod Z, Vargha Gr@8S. The possible role of factor C in
common scab disease development. Acta Biol AcadHBog. Kdzlésre elfogadva.

A streptomycesek a talaj baktériumpopulaciojana&nds részét alkotjak (Janssen,
2006), s kapcsolatba kertilnek az allat és noveagvdgyedeivel. Megbetegedést azonban
szerencsére csak nagyon ritkan okoznak, azaz nagy@s koztik a patogén.

Mint a 3.13 fejezetben leirtam, a C faktor gé&f@idulasa streptomycesekben nem
altalanos, csak kevés fajban talalhaté meg. Ezek kdirtozik a névénypatogéh scabiess,
amely a burgonya (és mas gumos novenyek) varadodas#altal felbecsulhetetlen gazdasagi
karokat okoz.

A patogenitas egy rendkivil komplex, nagyfoku kaaddiot feltételed, éppen ezért
bonyolult regulaciéju fenotipus, amely egyarant éiegfoglalja a gazda megtamadasat, a
gazdaszervezetbe torténbejutast, az abban valéo elszaporodast, a gazdake®d
rendszerének meggétlasat stb. (Loria és mtsai,;2088hi és mtsai, 2007a). A patogenitas
kialakulasdban horizontalis géntranszfer jatszireyet. A patogenitasért falel gének egy
an. patogenitasi szigeten (PAI) talalhatok. A bektes PAI-n elhelyezkedl virulencia gének
altalaban a PAI-n elhelyezkédspecifikus regulatorok, valamint globalis regutéto
szabdlyzdsa alatt allnak (Walthers és mtsai, 2087).egyik fontos virulencia faktor a
ciklikus dipeptid fitotoxin thaxtomin, illetve a d@lxtomin csalad tagjai, melyek a celluléz
bioszintézis gatl6i. A thaxtomin bioszintetikus gkncsak a burgonya varasodast okozo
streptomycesekben fordulnalkbeb génmegszakitassal a torzsekstEitépessége megsaik
(Healy és mtsai, 2000). A thaxtomin szintézis képge egyedil nem elég a
fertozéképességhez, tovabbi virulencia faktorok (szekundestabolitok és szekretalt
enzimek) koordindlt egyuttikddése szikséges. llyen tovabbi fontos virulenaiktolr a
szintén a PAI-n elhelyezkédnhecl gén terméke a Necl nekrézis faktor.n&cl delécioja
szintén a fefizéképesség megsaesével jar (Joshi és mtsai, 2007b). A degsnek része
tovabba a gumoé kids védsrétegének a degradacidja is, amelyet kuloédbbrolitikus
enzimek végeznek (Kolattukudy, 1985). llyen enzipmeddaul a névényi sejtfal egyik fontos
komponensének, a szuberinnek a lebontasaban résexgacellularis észterazok ugyancsak
ismertek (McQueen és Schottel, 1987; Schottel &imi992). AS. scabieextracellularis

észterazarol leirtak, hogy cink az aktivatora, ésjg ebtt egy fehérje-kdthely talalhato
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(Babcock és mtsai, 1992), malymegallapitottuk, hogy az nagymértékben azonoAdzA
konszenzus kéthellyel, ami azt valészirsiti, hogy része az AdpA regulonnak. A C faktorrol
a 3.9 fejezetben leirtam, hogy olyan extracellsl@mzimek szintézisét szabalyozza, melyek
tobbsége cink kofaktorral #kodik, s geénjik €ltt AdpA koétohely van, illetve a 3.10
fejezetben leirtam, hogy a C faktorSa griseusB-2682 térzsben helyredllitia az A-faktor
szintézisét. Ezek az ismeretek, tovabba az, Hdggcabidsen talalhaté egy, az A-faktor
bioszintézisében kulcsszerepet jatszé enzim, aA Adnjének homoldgja, felvetették a C
faktor lehetséges szerepét a noveénypatogenitasliaert, a Debreceni Egyetem
Agrartudomanyi Centrum kutatéival egyuttkbdve burgonya mikrogumé patogenitasi
vizsgélatokat végeztlnk, illetve mértik a szekte&tracellularis észterdz mennyiségét,
tovabba a thaxtomin termelést és vizsgaltukeal gén meglétét. Kisérleteinkbe a C-faktor
termeb S. griseustbH torzset, annak a 3.7 fejezetben ldfeicC mutansat, valamint pozitiv
kontrollként egyS. europaeiscabighegativ kontrollként pedig 8. griseusb2-1 térzsiinket
vontuk be.

1./ A neclgén megtalalhato @. griseugl5H térzsben.

A neclgénbl korabban kimutattdk, hogy a nem patodenlividanstérzsbe klonozva, azt
patogénné transzformalta (Bukhalid és Loria, 1997hecl PCR detektalasara leirt primer
par (Bukhalid és mtsai, 1998) felhasznalasavalgéltak torzseinket. AS. europaeiscabiei
térzs esetében felszaporodott a vart niehetgmentum, de a tobbi térzs esetében nem (24a.
abra). Ismeretes, hogy baktériumokban a PAIl szétéek elterjedt, s hogy a kulonh®z
patogén tdrzsekben nagy fokban konzervalt (Rittemésai, 1995; Hacker és Carniel, 2001),
mégis feltételeztik, hogy a filogenetikailag tévwdla S. griseus45H torzsben anecl
szekvencia divergencidja lehet a negativ eredméyyarazata. Ezért, & europaeiscabiei-
b6l PCR reakcioval felszaporitott fragmentumot digmxiinnel jel6ltik, és hasznaltuk a
torzseink vizsgalatara Southern hibridizaciobarzdEa modszerrel sikertlt a gén jelenlétét
kimutatni aS. europaeiscabianellettS. griseugi5H és annakfacC mutansaban (24b. 4bra),
de a negativ kontrolb. griseuss2-1 térzsben nem. Ez alapjan feltételezzik, rendpAl, de
legaladbbis annak egy része, megtalalha® griseusi5H térzsben, s &acC delécidja ezt a

régiot nem érintette.
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24. abra. a. MeclPCR amplifikalasa a vizsgalt torzsekben. 1. 105 molekulasuly
marker. 2S. griseugl5H. 3.S. griseugl5H AfacC. 4. S. europaeiscabieb. S. griseuH2-1.

b. A torzsek genomi DNS-ének Southern hibridiz&ciél. A PCR amplifikalt S.
europaeiescabigiragmentum, mint pozitiv kontroll. B. griseusi5H DNS, Sadl emésztes.

3. S. griseugt5H AfacCDNS, Sadl emésztés4. S. europaeiescabiei REmeésztés

2./ Az extracellularis észteraz egyes torzsekbekkeil aktivalhato.

Az extracellularis észteraz aktivitast spektrofotbndsan, p-nitrofenil-butirat szubsztrat
felhasznalasaval mértik (McQeen és Schottel, 198fhuzamosan, 60°©n, 10 percig
hékezelt mintdkban, amely kezelés a ne@sthbil észteraz aktivitdst megszinteti, és nem
hékezelt mintakban. Az aktivitast, 1 mg szaraz migélia vonatkoztatva fejeztik ki nmol
min‘mg® egységben. Harom parhuzamos mérés alapjan szditéste t-teszt alapjan
szignifikancia analizist is végeztink. Az észtealitivitas aS. europaeiscabiedsS. griseus
45H torzsekben magas, illetve kdzepes mértés cinkkel indukalhat6é volt. Alacsony, és
lényegesen nem indukalhat6 értékeket mértiisk griseust5H AfacC, és aS. griseusH2-1
torzsek esetében (25. abra). A mért kulonbségeajnsikiansnak bizonyultak (p=0,05). Ez
arra utal, hogy &S. griseus45H torzs egy &stabil, cinkkel indukalhaté extracellularis

észterazt termel.
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25. abra. A torzsek extracellularis észtgCiz és bstabil extracellularis észteréz )

aktivitasai cinkkel aktivalt (+Zn) illetve nem akélt minimal taptalajon mérve.

3./ Burgonya mikrogumé patogenitasi teszt.

A neclgén megléte, s a cinkkel indukalhatdstabil észterafacC fuggs kifejzédése aS.
griseus 45H torzsben felveti a térzs patogenitasanak kétddszt burgonya mikrogumo
patogenitasi teszttel vizsgéltuk, egy 0-4 kozdtéila felallitdsaval (26. abra).

26. abra. A torzsek patogenitasanak jellemzés&ednahzott skala fokozatai: a. Tinetmentes
(O pont). b. Fehér foltok, telepek a lenti-sejtedrtt (1 pont). c. Barna foltok, ke&do
varasodas a lenti-sejtek koril (2 pont). d. Kitdrjearasodas (3 pont). e. Varasodas, rothadas
(4 pont).
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A patogenitadsi tesztet hdrom kulonBpza nagyluzemi termesztésben hasznalt
burgonyaval végeztik el, a mikrogumok sejtszuszigenk tortérd kezelésével. Ezek kozl,
irodalmi adatok alapjan a Cleopatra nagymeértéklzerDeésirée kdzepesen érzékenyek a
Rebeka pedig rezisztens a burgonya varasodassalbeme A S. europaeiscabietdrzs
mindegyik esetben varasodast okozott, §.agriseus52-1 egyik esetben sem. Némileg
megle®, de korabbi irodalmi adattal és a meclés észteraz detektalasi eredményeinkkel
egybevagoan &. griseus45H nagyfoku varasodast okozott a Cleopatra, ésepdéw
mértékben a Désirée és Rebeka eseteb&.ghiseugl5H AfacCtorzs a Cleopatra és Désirée
esetében kbzepes varasodast okozott, mig a Rebetéoen nem okozott megbetegedést (27.

abra).

4,0+

3,0

J%m il | i

Rebeka Désirée Cleopatra

Patogenitasi skala

Vizsgalt burgonya fajtak

27. dbra. AS. europaeiscabi@ ), S. griseusA5HE ), , S. griseusA5H Afacq ), és aS.
griseusb2-1(0) térzsek patogenitasa a kilonBédzsgalt burgonyak esetében.

Eredményeink alapjan &. griseus45H valdszinileg tartalmazza a burgonya
varasodasért felés$ virulencia faktorokat kodold PAI-t (vagy annakdéabb egy részét), s a
patogenitas kialakulasdban ugyancsak szerepeb jaidracellularis észterdz termelése pedig
val6sziriileg a C faktor regulacidja alatt all.
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4. A LEGFONTOSABB EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A disszertaci6 a Debreceni Egyetem, Orvos- és Eggszdomanyi Centrum,
Altalanos Orvostudomanyi Kar, Humangenetikai Takéngvolt Debreceni Orvostudomanyi
Egyetem, Bioldgiai Intézet) Szabd Gabor professzermunkacsoportja éltal az 1960-as
években felfedezett extracellularis, pleiotrop bata autoregulator, a C faktor
sejtdifferencialodasban és antibiotikum termelédbet®ltott szerepének molekularis hatterét
felderit kisérleteinket foglalja 6ssze. $treptomycedifferencialédast tanulmanyozoé csoport
munkajaba én magam sokkal &b kapcsolédtam be, s Szab6 professzor Ur halala at
1990-es évek vége Ota vezetem. A disszertacioé éajaz altalam vezetett munkacsoport
eredményeit tartalmazza, s lektoralt folyoiratbargjalent 12 dolgozaton, valamint 1
benyujtott szabadalmi bejelentésen alapul. A leiglesbb eredményeket az alabbiakban

foglalom 6ssze:

1. Tiszta formaban izolaltuk a C faktor fehérfet griseusdsH torzs fermentlevéih. SDS-
PAGE-val, illetve izoelektromos fokuszalassal meggitottuk, hogy a C faktor egy 34500
Dalton molekulatémeg bazikus fehérje. Ezek a korabbi adatok nagyoregbeesnek a
fehérje génjének ismeretében szamithaté molekukgda izoelektromos pont értékekkel.

2. Megéllapitottuk, hogy a C faktor rendkiviil alaeg koncentraciéban (ng )l kifejti
jellegzetes citomorfolégiai hatasat. Ez a koncemnbréa S. griseus52-1 tdrzset hasznalo
biolégiai tesztrendszerinkben mintegy 10 C faktoolekulat jelentS. griseus52-1
sejtenként.

3. A C faktor volt az ebként felismert fehérje termésiet streptomycesekben
sejtdifferencialodast kivalté autoregulator.

4. Klonoztuk és azonositottuk a C faktor fehérj@tdo gént. A gén 975 bp hosszlsagu, s
start kodonja nem a baktériumokban altalanos AT&em a streptomycesekben gyakran
startkodonként hasznélt GTG. A gén GC tartalma 7#@M%, s a tripletek harmadik
Streptomycegénekre.

5. A gén egy 324 aminosavbdl allé fehérjét kédoklynek molekulatdmege 34523 Da. A
kodolt fehérje N-termindlis végén egy 38 aminosaeatialmazo tipikus szekrécids szignal
szekvencia talalhaté, amely szekrécid kozben lediagAz érett C faktor fehérje 286

aminosavbdl all, s molekulattmege 31038 Da. A fiehexramitott izoelektromos pontja 9,59.
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6. A gén szekvenalasat, s a szekvencia alapjanliaeigdit aminosav sorrendet a C faktor
fehérje, illetve a fehérje triptikus fragmentjeineklectrospray-tomegspektrometrias
analizisével disitettik meg. A fehérje mért tomege 31047 Da, abhinmegegyezik a
szekvencia alapjan szamitott 31038 Daltonnal. Ugyalk tokéletes az egyezés a 11 triptikus
fragment esetében megallapitott aminosav sorrené @&n szekvencia alapjan varhatd
aminosav sorrend kozott.

7. A klonozott C faktor gént kis kdpiaszamu, pSGitezmidon bejuttatva 8. griseuss2-1
teszttorzsbe, ugyanolyan citomorfologiai hatast «al mint az exogén hozzaadott C faktor
fehérje. Ebben a plazmidban a gén sajat prométdezodik ki.

8. A fehérje kdnnyebb tisztithatosdga érdekébenpndpgltuk a fehérjét a nagy kopiaszamau
plJ702 plazmidvielC1 promoter kontrollja ala klonozotacC génkl kifejeztetniS. griseuses

S. lividanstérzsekben, de ez nem sikertlt. Ennek okat abéiguk| hogy a C faktor fehérje
streptomycesekben nagy koncentracidban letalisedybevag azzal a biologiai értékmérés
soran szerzett korabbi tapasztalatunkkal, hogy olalyyexogén C faktor koncentracio
részleges, vagy teljes novekedésgatlast okoz.

9. Sikeresen kifejeztettik a C-terminalisan hexsztidin farkat tartalmazo C faktor génjét a
filogenetikailag tavoliE. coliban. Az igy Ni-affiniths kromatogréfiaval izoldkkombinans
fehérje mind a hisztidin farok, mind a C faktoreelks antitesttel reagal, s bioldgiailag
ugyanolyan aktiv, mint 8. griseugt5H torzslsl izolalt fehérje.

10. A C faktor gén S1 nukleaz térképezésével meggddittuk, hogy a gén egyetlen
promoter6l, a differencialédasi program reproduktiv szakbsmakeril transzkripciora, s
promoterét valdsziiteg nem az altalanos (a gének tobbségének feliséieed résztvév
") szigma faktor ismeri fel.

11. Az igy, S1 térképezéssel azonositott promgpternoter proba vektorba klonozva,vivo
egy reporter gén— ugyancsak sporulacio specifikus kifejezodését valtotta ki, ami
alatamasztja a C faktor gén sporulacio specifikymsessziojat.

12. A sajat promotett kifejeztetett kionozott C faktor gén helyredHitjlifferencialédasaban
blokkolt, kopaszS. grisesudNRRL B-2682 torzs A-faktor term&l(B-2682 AFP) és A-faktort
nem termel (B-2682 AFN) mutansainak sporaképzéseét. Ez kuEmdrdekes felismerés,
mivel a mutansok, és s#illtdrzsik sem tartalmaz C faktor gént. Ez egytdtal is jelenti,
hogy ezek aS. griseustorzsek tartalmaznak C faktorral kdlcsonhatashab, ez idaig
azonositatlan regulacios elemeket.

13. A klénozott C faktor gén kis kdpiaszamu plazomdbejuttatva (pSGF4) helyreallitja,
illetve fokozza &. griseud3-2682 AFN és B-2682 AFP torzsek streptomycin tléwét.
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14. A’ S. griseusB-2682 torzs, kopasz mutansa (B-2682 AFN) és kisidszamu C faktor
mutansban nem expresszalédd extracellularis hidoklatermelése, amelyek a fajb
légmiceéliumot (sporogén hifat) latjak el tapanydggaz apoptotikus folyamat soran
elpusztul6 sejtek anyagainak hidrolizisével, C daktatasara helyreall. Meglepetésiinkre, az
azonositott enzimek egy rés2egriseuban az A-faktor regulon altal szabalyozott.

15. A klénozott C faktor gén altal helyreallitokpeesszioju gének mindegyikes#l sikertlt
az AdpA (A-faktor fugg fehérje) kobhelyét azonositani, azaz azok a fehérjék, amebyekr
nem volt ismert az A-faktor regulonba valé tartagdsvaldszifileg szintén A-faktor altal
szabalyozottak.

16. A helyreallitott expresszioju gének tovabbi dézellemsje, hogy kofaktoruk van (ami
tébbségukben cink) és a Tat (twin arginine traregiona) Utvonalon kerllnek szekréciora.

17. A klénozott C faktor gén helyredllitottaSa griseusB-2682 térzs AFN mutansanak A-
faktor szintézisét. Ez kulondsen érdekes, m&t griseuB-2682 torzs és AFN mutansa nem
tartalmaz C faktor gént.

18. AS. griseuB-2682 AFN t6rzs nem az ismert A-faktor bioszimgéen résztveyegyetlen
specifikus gén, aafsA mutaciéja miatt nem termel A-faktort. A mutaa$sA génje, a
regulacios régiokat is beleértve, ugyanis a kod@gidban taldlhaté egyetlen szinonim
mutaciotol eltekintve megegyezik a vad tipusu génne

19. A S. griseusB-2682 AFN mutansban aafsA transzkripciéra keril, & expresszidja
fokozottabb, mint a vad tipusu torzsben. Ez a fokogénexpresszio valéstieg az A-faktor
hianyanak kompenzalaséara iranyulé sikertelen ldsérl

20. Ezek az eredmények egyuttal, az irodalombaikéts, a két legrészletesebben
tanulmanyozottStreptomycedifferencialodasban és antibiotikum termelésbeab&lkyoz6
szereppel biré autoregulator, a C faktor és A-fakggulacios utak kélcsonhatasara utalnak.
21. A S. griseusB-2682 AFN tbérzsben ozmotikus és oxidativ stre&kmzban résztvév
fehérjék expresszidja fokozddik a vad tipusu, uketr klonozottfacC altal komplementalt
térzsekhez viszonyitva.

22. A S. griseusB-2682 AFN torzsben a tapanyagfelvételben rés#veBC transzporter
fehérjék szubsztrat-két alegységeinek expresszidja fokozodik a vad tipuliétve a
klénozott facC &ltal komplementélt torzsekhez viszonyitva. Ezésairileg a hidrolitikus
enzimek expresszidjanak elmaradasa mié#lil thpanyag hiany kompenzalasara iranyul, s a

légmiceélium (és sporogén hifa) tapanyag ellatasatdtt megoldani.
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23. A Streptomyces griseuSRRL B-2682 torzsben azonositottunk egy stresszzéian
résztvev mangan-szuperoxid dizmutazt, amely az eddig szevggenomuStreptomyces
torzsekben nem fordul &l

24. A fokozott expresszioju fehérjék mindegyikékimutattuk, hogy a fokozott expresszio,
emelkedett szirit transzkripcidjuk kovetkezménye. Ez arra utal, hogy bakterialis
génexpresszio szabalyozasa dénbdon a transzkripcio szintjén valosul meg.

A faktor receptor
@D Y v @D

bioszintézis y HH BT
¢ kazpu:.nn transzhripeios
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-------------
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B

s2ekretalt proteazok

28. 4bra. Az A-faktor és C faktor regulécids Utvakdeltételezett kdlcsonhatdsa griseus
B-2682 torzsben.

25. A C faktor hatasanak molekularis s#inértelmezése ugyan nem adhaté meg a
dolgozatban leirt kisérletek alapjan, de feltéteddy hogy hatasa, legalabbisSa griseusB-
2682 torzsben az A-faktor bioszintézis eddig istheneregulacios lépését érinti (28. abra),
melyet aS. griseusB-2682 torzs és AFN mutansanak genomi szekvendfsa a mutacio

azonositasaval kivanunk megvalaszolni.



26. Elssorbanin silico analizissel kimutattuk, hogy a gén csak néh&tgeptomyces
torzsben, bizonyos humanpatogén fonalas gombakbegyes Gram-pozitiv baktériumokban
és fagjaikban fordul 8| s ezen mikroorganizmusok kdz6tt horizontalis g@rdzferrel terjedt.
27. A C faktor gén fonalas gombéakban valéf@idulasa alapjan az emberben aszpergillozist
okoz6 Aspergillus fumigatusés A. terreus torzsek human eredetmintdkban (vér,
bronchoalveolaris folyadék, stb) valdé kimutatasdikalmas, rendkivil érzékeny és specifikus
RT-gPCR esszéket dolgoztunk ki, amelyek alkalmassafinosztikai célu kitek kifejlesztéseére
(a szabadalmi igénybejelentés megtortént).

28. Eredményeink alapjan a burgonya varasodaskkildisaban szerepet jatszo extracellularis
észteraz termelése ugyancsak a C faktor reguléali@jgall.

29. A torzsek 16S rRNS geén szekvenciaja alapjaraitagmtottuk, hogy &. griseusicH jeli
térzs taxonOmiai besorolasa helytelen. A torzsjaalin aS. albidoflavussoport tagja, ezeért

javasoltuk elnevezés8t albidoflavugi5H-ra megvaltoztatni.
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5. EPILOGUS

Befejezéstil néhany gondolat a streptomycesek diftgalodasardl, a
differencialédassal 6sszefitgg szekunder metabolizmusrél és ezen folyamatok
szabalyozasarol.

A streptomycesek a talaj baktérium populacidindénis részét alkotjak. Ennek oka
nyilvanvaléan az, hogy kivaléan alkalmazkodnak alotta ébhelyhez. Ebben micélialis
novekedésuk, a nagyszamu extracellularis hidroktikenzim termelése, melyekkel a
legkllonb6dbb, méas baktériumok szadméra hozzéaférhetetlen, veslpezen hasznosithato
tapanyagokat képesek felhasznélni, s szekundeboiitiermelésiik egyarant fontos szerepet
jatszik. Biséges tapanyag ellatottsag esetén a hifafonaldélepndovekedése é€s a gyakori
elagazasai réveén a telep ndvekedése kvazi-expatisnéi hifafonalak atszoévik a talajt, tehat
helyhez kotottek. Ez a tapanyag lokalis elfogyasalzoéblény pusztulasaval jarna. Hogy ez
ne kovetkezzen be, az evolucioé soran kialakult agékony, tulé sejtek |étrehozasanak a
képessége. Ezek a tiiésejtek, a sporak, a legkulonksdb fizikai és kémiai behatasokkal
szemben rezisztensek, metabolizmusuk gyakorlatidad), akar évszazadokig is képesek
nyugvo allapotban maradni, s amikor kedvé&drilmények kozé kerilnek, Gjra kicsirdzni és
vegetativ novekedésbe kezdeni. A sporulacié tehébrasek fennmaradasanak eszkoze,
melyért semmilyen ar nem draga, s amelynek léteejiilvanvaléan nemcsak egyetlen uton,
hanem egymassal legalabbis részben 6ssz&fiaigrnativ Gtvonalakon jatszédhat le. Ezek
az utvonalak a kulonb&zStreptomycesdrzsekben eltérhetnek, egyes elemei az evollcio
soran elveszhetnek, stb. Ennek a sporaképzésigmogik a része a légmicélium képzés, a
telep bizonyos hifainak programozott elhalasa, lppsztult sejtek anyagainak hidrolizisére
szolgalé enzimek termelése, s az ilyenkor felszaldadhpanyag védelme mas talajlakd
mikroorganizmusokkal szemben, melyre a szekundéaiobtok széles tarhaza szolgéalhat.
Mindezeknek a folyamatoknak térben éghien szigorlGan meghatarozott rendben kell
lejatszédniuk, melyet csak egy bonyolult szabalgdziatosithat. Ugytinik, hogy a regulacio
elsssorban a transzkripcio szintjen valosul meg. A aatasnak hierarchikus rendje van.
Kbdzponti transzkripcids aktivatorok tovabbi trangpkids aktivatorok szintézisét inicialjak,
amelyek bonyolult bioszintetikus utakat kapcsoliek Nyilvanvaléan éhyos, ha ezek a
folyamatok egyszerre sok, vagy az 0Osszes sejtbemebangoltan jatszédnak le. Erre
szolgéalhatnak a kulonbédiffzibilis autoregulator molekulak.

A két legrészletesebben tanulmanyozott autoregukats. griseusaltal termelt A-

faktor, és &. griseust5H altal termelt C faktor. Erdekes, hogy az A-éalkegy lipidoldékony
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kismolekula, a C faktor pedig egy fehérje. Tovaélilekesség, hogy mindkét autoregulator
homologjai megtalalhatok az ugyancsak talajlak6éafas gombakban. Ez a regulator
molekulaknak az éhelyhez valé alkalmazkodas kialakulasaban nyUgiétiyos voltara utal.

Az a tény pedig, hogy az A-faktor termelésére némpekS. griseust5H altal termelt
autoregulator, a C faktor, a C faktor génnel nendetked S. griseusNRRL B-2682 torzs
mutédnsaban az A-faktor termelését és az A-faktgulom aktivaldsat valtja ki, arra utalhat,
hogy korabban egyitt |ét@z egymassal kdlcsOnhatasba Iépni képes alternagulacios

utvonalakkal allunk szemben.
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7. FUOGGELEK

F1. tablazatStreptomyce€ faktor homologok.
A S. albudehérje nincs meg az UNIPROT adatb&zisba®., scabiesehérje pedig még nincs
annotalva. Az dsszedllitas a 2009. augusztus &gotot tikrozi.

Sor- | UNIPROT azonositg A fehérje neve és a tefingl Hossza| Azonossag| Hasonldsag E érték

szam torzs aa % %
1 Q9Z4K0_STRGR Factor Gtreptomyces 324 100 100 le-102
griseus(Streptomyces
albidoflavus)
2 ZP 04703994 Teichoinsav bioszintézis| 336 98 98 le-102
fehérje CStreptomyces albus
J1074
3 A4FHG8_SACEN Teichoinsav bioszintézis| 332 54 68 le-91

fehérje CSaccharopolyspora
erythraea(NRRL 23338)

4 A3KIF3_STRAM Factor CStreptomyces 346 51 66 1le-89
ambofacienA\TCC 23877
5 Nincs annotalva Factor Gtreptomyces 325 52 65 8.7e-71
scabies
6 B5GVY5 STRCL Teichoinsav bioszintézis 340 35 50 4e-61

fehérje CStreptomyces
clavuligerusATCC 27064

7 B4Vv276_9ACTO Teichoinsav bioszintézis| 331 27 41 5e-45
fehérje CStreptomycesp.
Mgl
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F2. tAblazat. Actinomycete C faktor homologok.
Az Osszedllitas a 2009. augusztus 20.-i allapdtadrzi.

Sor-
szam

UNIPROT azonositd

A fehérje neve és a
termeb torzs

Hossza
aa

Azonossag
%

Hasonlosag
%

1

UNIPROT:C2ACI6_THECU

Feltételezett fehérje
Thermomonospora
curvata DSM 43183

336

52

65

UNIPROT:C4DNK6_9ACTO

Feltételezett fehérje
Stackebrandtia
nassauensis DSM 4472

8

348

37

53

UNIPROT:C4DE97_9ACTQO

Feltételezett fehérje
Stackebrandtia
nassauensis DSM 4472

337

35

49

le-64

UNIPROT:C4DD77_9ACTO

Feltételezett fehérje
Stackebrandtia

nassauensis DSM 4472

327

26

43

3e-57
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F3. tablazat. Bakterialis C faktor homologok.

Az dsszedllitds a 2009. augusztus 20.-i allapdtadri.

Sor-
szam

UNIPROT
azonosito

A fehérje neve és a terndel
torzs

Hossza

aa

Azonossag
%

Hasonl6sag
%

E érték

1

TAGC_BACSU

Feltételezett teichoinsav
bioszintézis fehérje C Bacillu
subtilis

2]

442

28

44

le-58

A8SIA4_9FIRM

Feltételezett fehérje
Parvimonas micra ATCC
33270

285

19

33

5e-46

Q8NWL2_STAAW

Feltételezett fehérje MW1386
Staphylococcus aureus
(MW2)

636

20

36

9e-45

Q6GGR8_STAAR

Feltételezett fag fehérje
Staphylococcus aureus
(MRSA252)

636

20

36

9e-45

Q6GAJ8_STAAS

Feltételezett fag fehérje
Staphylococcus aureus
(MSSA476)

636

20

36

9e-45

Q5SHIY2_STAAC

Feltételezett fehérje
Staphylococcus aureus (COL

~—

636

20

36

9e-45

Q2FYD2_STAAS8

SLT orf 636-szémprotein
Staphylococcus aureus
(NCTC 8325)

636

20

36

9e-45

Q2FGU2_STAA3

PhiSLT ORF636-ster
protein Staphylococcus aureys
(USA300)

636

20

36

9e-45

QO3FH5_PEDPA

Feltételezett fehérje
Pediococcus pentosaceus
(ATCC 25745/ 183-1w)

796

17

31

9e-45

10

AGUOI3_STAA2

Feltételezett fehérje
Staphylococcus aureus (JH1

~—'

636

20

36

9e-45

11

A5IRQ2_STAA9

Feltételezett fehérje
Staphylococcus aureus (JH9)

636

20

36

9e-45

12

C2K860_STAAU

Struktar fehérje
Staphylococcus aureus subsp.
aureus MN8

636

20

36

9e-45

13

C2GAZO_STAAU

Struktdr fehérje
Staphylococcus aureus subsp.
aureus TCH60

636

20

36

9e-45

14

COFOL1_9FIRM

Feltételezett fehérje
Eubacterium hallii DSM 3353

323

23

39

2e-44

15

Q2YTS9_STAAB

Feltételezett fag fehérje
Staphylococcus aureus
(RF122 /ET3-1)

636

17

35

5e-44

16

A5IR82_STAA9

Feltételezett fehérje
Staphylococcus aureus (JH9)

636

18

36

5e-43

17

AGUO10_STAA2

Phi ETA orf 56-sziéprotein
Staphylococcus aureus (JH1

~

636

18

36

5e-43
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Sor-
szam

UIPROT azonositd

A fehérje neve és a tetime
torzs

| Hossza

aa

Azonossag
%

Hasonl6sag
%

E érték

18

C2L6R0_LACSK

Bacteriocin helveticin
Lactobacillus sakei subsp.
carnosus DSM 15831

325

13

28

le-42

19

C2K5X2_STAAU

Struktar fehérje

Staphylococcus aureus subsp.

aureus MN8

632

17

35

le-42

20

C2EL19_9LACO

Bacteriocin helveticin
Lactobacillus ultunensis DSN
16047

’I

325

13

28

le-42

21

Q931W8_STAAM

Phi ETA orf 56-szé&protein
Staphylococcus aureus (Mu§
/ ATCC 700699)

636

16

35

le-42

22

A7X0A2_STAA1l

Feltételezett fehérje
Staphylococcus aureus (Mu3
ATCC 700698)

636

16

35

le-42

23

ABTYG1_STAA2

Phi ETA orf 56-szémprotein

Staphylococcus aureus (JH1

—

632

16

35

le-42

24

AGQI67_STAAE

Feltételezett fehérje
Staphylococcus aureus
(Newman)

636

16

35

le-42

25

A5IPP1_STAA9

Feltételezett fehérje
Staphylococcus aureus (JH¢

)

632

16

35

le-42

26

Q2FX68_STAAS

Phi ETA orf 56-sZeprotein
Staphylococcus aureus
(NCTC 8325)

636

17

34

3e-42

27

A6QG21_STAAE

Feltételezett fehérje
Staphylococcus aureus
(Newman)

636

17

34

3e-42

28

A6QDZ5_STAAE

Feltételezett fehérje
Staphylococcus aureus
(Newman)

632

17

34

3e-42

29

Q5FIUL_LACAC

Bacteriocin helveticin J
Lactobacillus acidophilus

325

13

27

6e-42

30

C2HQZ0_LACAC

Bacteriocin helveticin J
Lactobacillus acidophilus
ATCC 4796

325

13

27

6e-42

31

A5Z649 9FIRM

Feltételezett fehérje
Eubacterium ventriosum
ATCC 27560

388

16

29

7e-40

32

ABYWF7_LACH4

Bacteriocin helveticin
Lactobacillus helveticus (DP
4571)

U

325

13

27

9e-40

33

COWMGS_LACBU

Feltételezett fehérje
Lactobacillus buchneri ATC(
11577

318

16

27

1le-39

34

Q045J8_LACGA

Bacteriocin helveticin
Lactobacillus gasseri (ATCO
33323 / DSM 20243)

331

10

23

3e-39

35

C2KE48_9LACO

Bacteriocin helveticin
Lactobacillus crispatus JV-
V01l

325

14

28

3e-39
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Sor- UNIPROT A fehérje neve és a terndel | Hossza| Azonossag Hasonldsag E érték
szdm azonositd torzs aa % %
36 C4VPQ7_9LACO Bacteriocin helveticin 331 11 23 3e-39
Lactobacillus gasseri 202-4
37 COWRO08_LACBU Feltételezett fehérje 323 16 26 le-38
Lactobacillus buchneri ATCC
11577
38 B3K5F5 9BACI Feltételezett fehérje 330 15 27 2e-38
Geobacillus sp. Y412MC10
39 C2CYG5_LACBR Feltételezett fehérje 324 15 27 4e-38
Lactobacillus brevis subsp.
gravesensis ATCC 27305
40 C2FNY3_LACPL Feltételezett fehérje 804 16 31 5e-38
Lactobacillus plantarum
subsp. plantarum ATCC
14917
41 C0OXD38_9LACO Bacteriocin helveticin 331 12 24 5e-38
Lactobacillus gasseri JV-V03
42 C2LDAO_LACSK Bacteriocin helveticin-J 331 11 26 6e-38
Lactobacillus sakei subsp.
carnosus DSM 15831
43 C2EQB5 _9LACO Bacteriocin helveticin-J 331 11 26 6e-38
Lactobacillus ultunensis DSM
16047
44 Q74KQ5_LACJO Feltételezett fehérje 331 10 24 5e-37
Lactobacillus johnsonii
45 AOAKM6_LISWG6 | Listeria welshimeri szerotipys 431 22 37 5e-37
6b (ATCC 35897 / DSM
20650 / SLCC5334)
46 C2E7S3_LACJO Bacteriocin helveticin 352 9 24 9e-37
Lactobacillus johnsonii
ATCC 33200
47 B1DCH3_9BACL Feltételezett fehérje 330 14 25 2e-36
Paenibacillus sp. JDR-2
48 C2KEL7_9LACO Bacteriocin helveticin-J 311 13 26 6e-36
Lactobacillus crispatus JV-
V01
49 C1KX74_LISMC Feltételezett fehérje Listeria 431 21 38 le-35
monocytogenes szerotipus 4b
(Clip81459)
50 Q4EL74_LISMO Feltételezett fehérje Listerin 431 21 38 le-35
monocytogenes str. 4b H7858
51 B8DGT9_LISMH Feltételezett fehérje Listeria 423 20 39 4e-35
monocytogenes szerotipus 4a
(HCC23)
52 COWRO04_LACBU Feltételezett fehérje 320 14 27 5e-35
Lactobacillus buchneri ATCC
11577
53 COWTC3_LACBU Possible minor structural 659 19 36 7e-35
protein gp89 Lactobacillus
buchneri ATCC 11577
54 HVTJ _LACHE Bacteriocin helveticin-J 333 11 25 le-34

Lactobacillus helveticus
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Sor-
szam

UNIPROT
azonosité

A fehérje neve és a terndel
torzs

Hossza
aa

Azonossag
%

Hasonl6sag
%

E érték

55

COXGL3_LACH

Feltételezett fehérje
Lactobacillus hilgardii ATCC
8290

320

14

27

le-34

56

COWRS85_LACBU

Struktar fehérje gp89
Lactobacillus buchneri ATC(
11577

662

20

38

le-34

57

COXGT8_LACHI

Struktar fehérje gp89
Lactobacillus hilgardii ATCC
8290

662

20

38

6e-34

58

COWR10_LACBU

Feltételezett fehérje
Lactobacillus buchneri ATC(
11577

301

15

28

4e-30

59

A8YWK1_LACH4

Helveticin Lactobacillus
helveticus (DPC 4571)

345

10

22

le-29

60

C4G0S8_ABIDE

Feltételezett fehérje
Abiotrophia defectiva ATCC
49176

392

14

29

8e-28

61

COXFN8_LACHI

Feltételezett fehérje
Lactobacillus hilgardii ATCC
8290

885

13

30

7e-26

62

A9KPK2_CLOPH

Feltételezett fehérje
Clostridium phytofermentans
(ATCC 700394 / DSM 18823

/ 1SDQ)

344

15

30

le-24

63

COXIQ4_LACHI

Feltételezett fehérje
Lactobacillus hilgardii ATCC
8290

188

15

30

le-17

64

COXGL6_LACHI

Feltételezett fehérje
Lactobacillus hilgardii ATCC
8290

205

16

27

9e-13

65

COXIQ3_LACHI

Feltételezett fehérje
Lactobacillus hilgardii ATCC
8290

119

17

27

5e-08

66

Q072Q6_ECOLX

Feltételezett fehérje
Escherichia coli BL21(DE3)

319

15

27

9e-35

67

BONT38_BACSE

Feltételezett fehérje
Bacteroides stercoris ATCC
43183

463

17

30

7e-29

68

B7AMB2_9BACE

Feltételezett fehérje
Bacteroides eggerthii DSM
20697

370

17

30

le-28
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F4. tablazat. Bakteriofag C faktor homologok.
Az dsszedllitds a 2009. augusztus 20.-i allapdtadri.

Sor- UNIPROT A fehérje és a hordozé bakteriofag Hossz | Azonossag| Hasonlésag E
szam azonositéd neve aaa % % érték
1 A8Z271 STAAT Feltételezett fag fehérje 636 20 36 9e-45
Staphylococcus aureus (USA300 |/
TCH1516)
2 Q9BOC7 9CAUD| Orf636 Staphylococcus fag phiSLT 6 63 20 36 9e-45
3 Q8SDN9_9CAUD SLT orf 636-szefehérje 636 20 36 9e-45
Staphylococcus fag phi 12
4 Q4zCZz9 9CAUD ORF002 Staphylococcus fag 42E 686 0 2 36 9e-45
5 Q4ZCK5 9CAUD ORF004 Staphylococcus fag 47 636 20 36 9e-45
6 B7TOK5 _9CAUD | Gp54 Staphylococcus fag phiSauS- 636 20 36 9e-45
IPLA35
7 B5WZQ7_9VIRU | Feltételezett fehérje Staphylococqus636 20 36 9e-45
fag phi2958PVL
8 A7TWK5 9VIRU | Feltételezett fehérje Staphylococcus 636 20 36 9e-45
fag tp310-2
9 Q4ZCS3 9CAUD ORF 004 Staphylococcus fag 3A 636 20 35 2e-44
10 B7TOE3 9CAUD| Gp53 Staphylococcus fag phiSauS-636 17 35 5e-44
IPLA8S
11 | Q4ZA90 9CAUD ORF003 Staphylococcus fag X2 632 6 1 35 2e-43
12 | Q4zDU1 9CAUD ORF002 Staphylococcus fag 69 636 8 1 36 5e-43
13 | Q4ZBA3 9CAUD ORF002 Staphylococcus fag 55 632 8 1 36 5e-43
14 | Q4ZAV3 9CAUD ORF002 Staphylococcus fag 52A 632 18 36 5e-43
15 | A9CRC4_9CAUD Feltételezett strukturfehérje 632 18 36 5e-43
Staphylococcus fag phiMR11
16 | A7YGW5_9CAU Feltételezett struktarfehérje 632 18 36 5e-43
D Staphylococcus fag 80
17 | Q9FZY9 9CAUD| ORF56 Staphylococcus fag phiETA 2 63 16 35 7e-43
18 | Q4ZB26 9CAUD ORF002 Staphylococcus fag 29 6382 7 1 35 9e-43
19 | Q4ZDD6_9CAUD ORFO002 Staphylococcus fag 84 636 6 1 35 le-42
20 | Q4ZBX7_9CAUD ORFO002 Staphylococcus fag 96 632 6 1 35 le-42
21 A1KXA9 9CAU | Feltételezett fehérje Staphylococcuis 632 17 35 le-42
D fag phiETA3
22 | A1KX41_9CAUD | Staphylococcus fag phiETA2 litikus 636 16 35 le-472
fehérje
23 | AOEWMG6_9CAU | Feltételezett fehérje Staphylococcus 636 16 35 le-42
D aureus fag phiNM1
24 | Q8SDT4_BPPHA Phi ETA orf 56-sieiehérje 636 17 34 3e-42
Staphylococcus fag phill
25 Q4zBQ2 9VIRU | ORF002 Staphylococcus fag ROSA 682 17 34 3e-42
26 | Q4ZBH8 9CAUD ORF002 Staphylococcus fag 71 632 7 1 34 3e-42
27 | Q4ZAN7_9CAUD ORF002 Staphylococcus fag 88 632 7 1 34 3e-42
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Sor- UNIPROT A fehérje és a hordoz6 bakteriofag Hossz | Azonossag| Hasonlésag E
szam azonositd neve % % erték
28 | Q4ZAG3 9CAUD ORF002 Staphylococcus fag 92 B2 7 1 34 3e-42
29 B2zYZ7_9CAUD Feltételezett strukturfehérje 17 34 3e-42
Staphylococcus fag phiMR25
30 | AOEX75 9CAUD/| Feltételezett fehérje Staphylocecqu 632 17 34 3e-472
fag phage phiNM4
31 AOEWU2_9CAU | Feltételezett fehérje Staphylococclis 636 17 34 3e-42
D aureus fag phiNM2

32 | Q4zDL3 9CAUD ORF002 Staphylococcus fag 53 636 7 1 34 le-41

33 | A4ZFC7_9CAUD| Struktarfehérje Staphylococcus fag 636 17 34 le-41
80alpha

34 Q859K8 9CAUD| Strukturfehérje Staphylococcus fag 647 20 34 2e-41
44AHJID

35 Q85916 9CAUD Struktarfehérje Staphylococcus 20 34 2e-41

aureus fag P68
36 | Q4ZE58 9CAUD ORFO002 Staphylococcus fag 66 A7 0 2 34 2e-41
37 | A8BD3T0_9CAUD| Struktuarfehérje Staphylococcus fag 647 20 35 le-4(
SAP-2
38 Q38354 BPLLH Struktarfehérje gp89 Lactococcys 796 16 29 9e-371
fag LL-H (Lactobacillus delbrueckii

fag LLH)
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F5. tablazat. Gomba C faktor homoldgok.
Az dsszedllitds a 2009. augusztus 20.-i allapdtadri.

Sor- | UNIPROT azonositq A fehérje neve és a ternfel | Hossza| Azonossag| Hasonlésag E
szam torzs aa % % érték
1 Q4WZz07_ASPFU FacC-sZeextracellularis 315 56 70 4e-93
szignal protein, Aspergillus
fumigatus
2 BOXZT7_ASPFC FacC-szieextracellularis 315 56 70 4e-93
szignal protein, Aspergillus
fumigatus
3 A1D5S9 NEOFI Feltételezett fehérje 315 56 70 2e-92
Neosartorya fischeri
4 Q2GNH8_CHAGB Feltételezett fehérje 321 57 69 le-85
Chaetomium globosum
5 Q4WDTO_ASPFU FacC-sZeextracellularis 310 50 63 3e-83
szignal protein, Aspergillus
fumigatus
6 BOY182_ASPFC FacC-sZeextracellularis 310 50 63 3e-83
szignal protein, Aspergillus
fumigatus
7 A1D0OU9_NEOFI Feltételezett protein 310 50 63 le-81
Neosartorya fischeri
8 B6HVZ0_PENCW Pc22g15320 protein 312 48 61 4e-81
Penicillium chrysogenum
9 C5GXR9_AJEDE Teichoinsav bioszintézis 282 46 59 3e-76
protein C Ajellomyces
dermatitidis
10 B2APH4_PODAN Feltételezett fehérje 297 53 68 4e-76
Podospora anserina
11 C5K0V0_AJEDE Teichoinsav bioszintézis 263 41 53 le-63
protein C Ajellomyces
dermatitidis
12 C1HDC7_PARBR Feltételezett fehérje 322 42 54 le-56
Paracoccidioides brasiliensis
13 QOCRZ8_ASPTN Feltételezett fehérje 128 58 71 6e-23
Aspergillus terreus
14 CORXY5_PARBP Feltételezett fehérje 199 54 70 9e-08
Paracoccidioides brasiliensis
15 CONDU5_AJECG Teichoin sav bioszintézis| 106 35 52 1le-06

protein C Ajellomyces
capsulata
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