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1. BEVEZETÉS 

 

 A streptomycesek Gram pozitív, aerób, fonalas növekedéső, elsısorban talajban élı 

baktériumok, melyek sokféle extracelluláris mechanizmussal rendelkeznek a növekedésüket 

biztosító tápanyagellátásuk, más élılényekkel (mikroorganizmusok, növények) való 

kölcsönhatásuk, és komplex, spórából kiinduló és sporulációval végzıdı életciklusuk 

biztosítására.  

 A genetika egyik alapvetı kérdése, a szabályozásnak egy, a fehérje szintézis 

regulációjánál bonyolultabb, magasabb rendő szintje; az egyedfejlıdés során kialakuló 

szubmikrószkópos, mikroszkópos szerkezetek létrejöttének, ill. a két- vagy többsejtő 

szervezetek fejlıdésének, differenciálódásának megismerése. 

 A differenciálódás már egysejtő mikrorganizmusok esetén is megfigyelhetı az élet 

egyes szakaszaiban eltérı funkciók és szerkezetek létrehozása során, de általánosíthatóbb 

modellként a már kétsejtőnek számító spóraképzı prokarióta Bacillus subtilist használják. A 

sejtdifferenciálódás tanulmányozásának egy kissé bonyolultabb, de kiváló modelljei a 

streptomycesek. Ezek az élılények ugyanis még viszonylag egyszerőek, mert prokarióták, de 

soksejtő szervezetnek tekinthetık, melyeknek morfológiai differenciálódása összetettebb, 

ugyanakkor mikroszkópos és szabad szemmel látható markerek segítségével jól 

tanulmányozható. A Streptomyces coelicolor mint modellszervezet differenciálódását igen 

részletesen tanulmányozták, s errıl az utóbbi években is több összefoglaló cikk jelent meg 

(Chater és Losick, 1997; Chater, 1998; Chater, 2000; Chater, 2001; Chater, 2006; Chater és 

Chandra, 2008). A Streptomyces coelicolor genomjának szekvenálása is befejezıdött 2002-

ben (Bentley és mtsai, 2002).  

A streptomycesek az elméleti szempontból fontos morfológiai differenciálódásuk 

mellett azért is jelentısek, és igen szerteágazóan tanulmányozottak, mert 

differenciálódásukkal párhuzamosan nagyszámú, gyógyászatban és iparban alkalmazott 

vegyületet (antibiotikum, pigment, enzim, enzim inhibitor, rovarellenes szer, immuno-

modulátor, tumor ellenes vegyület stb.) termelnek (Strohl, 1997; Bérdy, 2005). Tekintettel 

azonban arra, hogy az egyes Streptomyces törzsek között lényeges különbségek vannak, s 

ezen eltérı törzsek különbözı, gyógyászati és gazdasági szempontból fontos vegyületeket 

termelnek, további Streptomyces törzsek differenciálódásának, valamint a differenciálódás és 

szekunder metabolizmus összefüggésének vizsgálata is indokolt. Ennek alátámasztására elég 

talán megemlíteni, hogy az utóbbi években további Streptomyces törzsek genomi 
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szekvenálása történt meg, amelyek egy része már annotálva is van és hozzáférhetı. Ilyen a 

streptomycint termelı S. griseus IFO 13350 (Ohnishi és mtsai, 2008), az avermectin termelı 

S. avermitilis MA-4680 (Ikeda és mtsai, 2003), a streptomycesek között ritkának számító 

növény-patogén S. scabies 87.22 (http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_scabies/ ), és néhány, a 

különbözı genomikai központok által annak reményében szekvenált alábbi fajok egyes 

törzsei (S. albus, S. clavuligerus, S. ghanaensis, S. griseoflavus, S. hygroscopicus, S. lividans, 

S. noursei, S. roseospous, S. viridochromogenes, S. roseum, valamint a taxonómiailag nem 

karakterizált Streptomyces törzsek [Mg1, SBP78, AA4, ACF1, C]), hogy sikerül antibiotikum 

termelésben résztvevı, eddig nem azonosított, törzs-specifikus, és/vagy nyugvó géneket 

azonosítani (http://genomesonline.org ). Ezen törzsek egy része extrém élıhelyekrıl 

származik. Itt említhetı továbbá a korábban S. erythreusként ismert – erythromicin termelı –

Saccharopolyspora erythraea is (Oliynyk és mtsai, 2007). 

A streptomycesek spórából kiinduló növekedésük során, szilárd táptalajon, kezdetben 

több genomot tartalmazó (cönocyticus), elágazó hifahálózatot hoznak létre, melyben szeptum 

csak ritkán fordul elı. Ez a hifahálózat átszövi a táptalajt, ezért szubsztrátmicéliumnak 

nevezik. A tápanyag fogytával a szubsztrátmicéliumra merılegesen, a levegı irányába 

légmicéliumot fejlesztenek, amely parazita módon a programozott sejthalál során szétesı 

szubsztrátmicéliumból táplálkozik (Manteca és mtsai, 2007). A telep felszínét befedı 

légmicélium késıbb intenzív szeptumképzéssel egyetlen genomot tartalmazó 

kompartmentumokká (prespóra) alakul, melyekbıl pigmentált, érett spórák jönnek létre (1. 

ábra). 

A spóraképzésre nem képes mutánsoknak két fı csoportját különböztetjük meg. Az 

egyik a légmicélium képzésére nem képes bald (kopasz) mutánsok csoportja. Az elnevezés a 

mutánsok viasz-szerő, fényes felülető megjelenésére utal. A másik csoportba tartozó 

mutánsok a légmicéliumból érett spórát nem képesek létrehozni. Ezeket white mutánsoknak 

hívjuk, mivel bennük elmarad a spóra érése során jellemzı sporulációs pigmentek termelése, s 

a telepek fehérek maradnak. 

A szilárd táptalajon történı spóraképzés ezen általánosan elfogadott mechanizmusa 

mellett ettıl eltérı módon is lehetséges spóraképzés. Streptomyces bikiniensis (S. griseus) 

HH1, légmicélium képzésére nem képes törzsének differenciálódását tanulmányozva, a 

tenyésztésre használt táptalajtól függıen spóraképzést figyeltek meg (Szabó és Vitális, 1992). 

Ezek a spórák a szubsztrátmicélium reproduktív típusú átalakulásával, a telep belsejében 

fejlıdnek. A spórák morfológiai és fiziológiai szempontból is sokkal heterogénebbek, mint a 

légmicéliumból keletkezett spórák. 
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Egy vad típusú, tehát légmicéliumot- és spórát egyaránt képzı S. carpinensis 

telepmorfológiai vizsgálata ugyancsak azt a meglepı eredményt hozta, hogy a 

szubsztrátmicéliumban is van spóraképzés. A kétféle spóra képzése egyszerre történik, de 

amíg a légmicélium egésze átalakul spórává, addig a szubsztrátmicéliumban csak egy 

rendkívül szők zónában a telep alján van spóraképzés. Különbözött továbbá a spórák felszine 

is. A légmicélium spóráit vékony réteg fedi, míg a szubsztátmicélium spóráinak felszínét 

amorf nagy elektrondezitású anyag borította (Miguélez és mtsai, 1997). 

Mindezek az általánostól eltérı spóraképzési módok valószínőleg annak tükrében 

érthetık meg, ha figyelembe vesszük, hogy a spóra ezen élılények túlélı sejtje, azaz 

amennyiben az életfeltételek kedvezıtlenek, a spóraképzés a túlélés egyetlen esélye, tehát a 

törzsek bármi áron és bármilyen alternatív módon igyekeznek spórát képezni. 

A streptomycesek növekedése folyékony tenyészetben is hasonló. Kezdetben 

szerteágazó, cönocyticus hifafonalakat hoznak létre. Ezt a kvázi-exponenciális vegetatív 

növekedést egyes fonalak lízise mellett reproduktív típusú (sporogén) hifafonalak 

megjelenése követi, melyeken az életciklus befejezıdéseként bizonyos törzseknél spóraképzés 

figyelhetı meg (2. ábra). 

A bakteriális differenciálódást bonyolult, szövevényes reguláció vezérli, melyben a 

környezeti szignálok érzékelése és az azokra adott válaszok mellett a sejtek közötti 

kommunikációnak is igen fontos szerepe van. 

 A differenciálódás szabályozásában és a sejtek közötti kommunikációban a 

többsejtőnek tekinthetı streptomycesek esetében változatos szerkezető autoregulátorok 

vesznek részt (Willey és Nodwell, 2008). Ilyen autoregulátor az elsıként intézetünkben leírt C 

faktor (Szabó és mtsai, 1962; Szabó és mtsai, 1964), és a Khokhlov professzor vezette 

szovjet-orosz munkacsoport által felfedezett A-faktor (Khokhlov és mtsai, 1967). Az A-faktor 

hatásmódjának részletes tanulmányozása a Beppu és Horinouchi professzorok által vezetett 

japán munkacsoport nevéhez főzıdik (Horinouchi és Beppu 1992a; Horinouchi és Beppu 

1992b; Horinouchi és Beppu 1994; Horinouchi és Beppu, 1995; további hivatkozások az 1.2. 

fejezetben). 
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1. ábra. A streptomycesek életciklusa szilárd táptalajon (Thompson CJ nyomán.)  

Vegetatív növekedés Reproduktív növekedés

csírázás
vegetatív

exponenciális
növekedés

átmeneti
szakasz

reproduktív
növekedés

spóra
képzés

 

2. ábra. A streptomycesek növekedése folyékony tenyészetben (Vitális S. 1979). 
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A streptomyceseknél a differenciálódás és az antibiotikum termelés közötti 

kapcsolatra utal a két folyamat gyakori idıbeli egybeesése és közös szabályozása, valamint 

az, hogy S. coelicolorban és S. griseusban is sok olyan mutáció ismert, amelyek mindkét 

folyamatot blokkolják (Horinouchi, 1999; Chater, 2006). Az antibiotikumokat sokan ún. 

szekunder anyagcsereterméknek tekintik. E termékek idıbeli megjelenése az életciklus késıi 

differenciálódási szakaszára jellemzı. Az, hogy mi az antibiotikumok szerepe, hogyan 

vesznek részt az ıket termelı szervezetek életfolyamatainak szabályozásában, még nem 

ismert. Egyes feltételezések szerint szerepük lehet a szubsztrátmicélium lizísekor felszabaduló 

tápanyagok más mikroorganizmusoktól való védelmében (Chater és Merrick, 1979). Ezt 

támaszthatja alá, hogy az antibiotikum termelés idıben egybeesik a légmicélium képzéssel. 

Az antibiotikumokat termelı szervezetekben a primer és szekunder anyagcsere-utak 

egymással való kapcsolata és ezek genetikai szabályozása, annak megértése, hogy ezek 

miként kapcsolódnak a sejtdifferenciálódáshoz, mindkét folyamat megismeréséhez közelebb 

vihet. 

A disszertáció a C faktor azonosítására és a differenciálódás szabályozásában betöltött 

szerepének tisztázására irányuló kísérleteinket tárgyalja, melyeket nagyrészt az utóbbi 10 

évben végeztünk. Az eredmények tárgyalása nem feltétlenül követi a kísérletek végzésének 

kronológiai sorrendjét. Terjedelmi okokból azoknak a kísérleti eredményeknek a tárgyalása, 

amelyek lektorált nemzetközi folyóiratokban korábban publikálásra kerültek rövidebb, s 

általában az ábrák és táblázatok közül is csak a tárgyalás szempontjából elengedhetetlenül 

fontosakat ismétlem meg a disszertációban, a részletek pedig a disszertáció végén, az eredeti 

közleményekben találhatók meg. 
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1.1. A C FAKTOR FELFEDEZÉSE ÉS HATÁSMÓDJÁNAK LEÍRÁSA  

 

A fejezethez tartozó saját közlemény: 

Szabó G, Vitális S, Szeszák F, Biró S. Phenotypic heterogeneity of the progeny of 

Streptomyces griseus conidia. Acta Biol Acad Sci Hung 48, 45-65 (1997). 

 

A differenciálódás tanulmányozása a Debreceni Orvostudományi Egyetemen az 1960-

as években Szabó Gábor professzor vezetésével kezdıdött, amelyhez kísérleti objektumként a 

már akkor is ismert – a spóra csírázásával kezdıdı, s a fonalas micéliumon át spóraképzéssel 

végzıdı ─komplex életciklussal rendelkezı, ipari szempontból is fontos Streptomyces griseus 

törzset választották. Célul tőzték ki természetes (endogénnek tekinthetı) anyag, vagy anyagok 

azonosítását, izolálását, jellemzését, és a sejtdifferenciálódást befolyásoló hatásának 

tanulmányozását (Szabó, 1970). Az ilyen jellegő kutatás nem példa nélküli, hiszen 1957-ben a 

Journal of Bacteriology-ban közölt tanulmányban (Dondero és Scotti, 1957) arról számolnak 

be, hogy különbözı ipari Streptomyces törzsek, melyek mai ismereteink szerint a 

törzsfejlesztés során elveszítették légmicélium- és spóraképzı képességüket, szilárd táptalajon 

közvetlenül egymás mellett tenyésztve, egy másik törzs légmicélium képzését helyreállítják. 

Ez valamilyen extracelluláris diffúzibilis anyag hatására utal. Ez valószínüleg a sejtek közötti 

kommunikáció egyik elsı leírása. Arra vonatkozóan azonban megbízható adattal nem 

rendelkezem, hogy ezt a közleményt ismerte-e Szabó professzor. 

Vizsgálataikat az ipari streptomycin termelı S. griseus 52-1 jelő törzsével (amely 

folyékony tenyészetben differenciálódásában elakad, ezért nem képez spórát), és annak egy 

általuk izolált, streptomycint nem termelı mutánsával, a S. griseus 45H jelő törzsével 

végezték, amely folyékony tenyészetben is teljes életciklussal rendelkezik, azaz spórát képez 

(Szabó és mtsai, 1961; valamint 3a. és 3b. ábra). A törzseket több szempontból is 

összehasonlították, így például sejtfal összetételüket (Barabás és Szabó, 1965), és 

növekedésüket különbözı tenyésztési körülmények esetén (Szabó és mtsai, 1960). Mivel 

abban már az 1960-as években is konszenzus volt, hogy a streptomycesek életciklusa két jól 

elkülöníthetı fázisra, a vegetatív és reproduktív szakaszra osztható, a fenti két törzs 

vizsgálatával lehetıséget láttak arra, hogy olyan, a törzsek által termelt anyagot tudnak 

azonosítani, ami a vegetatív-reproduktív átmenetet befolyásolja, vagy szabályozza. Ilyen 

anyagot a teljes életciklussal rendelkezı S. griseus 45H törzs fermentlevében valóban tudtak 

is azonosítani. A fermentlé a S. griseus 52-1 törzs tápfolyadékához adva annak életciklusát 

megváltoztatta, a teljes életciklussal rendelkezı törzshöz hasonlóvá tette, megjelentek a 
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reproduktív típusú fonalak és spóraszerő képletek (3c. ábra). Az akkor még ismeretlen 

anyagot (göbös növekedést okozó hatására utalva a göb angol neve [clump] kezdıbetőjével) 

C faktornak nevezték el, s citomorfológiai hatását részletesen tanulmányozták (Vitális és 

mtsai, 1963; Szabó és mtsai, 1967; Vitális és Szabó, 1969).  

 

 

a    b    c 

 

3. ábra. A S. griseus 45H (a), a S. griseus 52-1 (b), törzsek növekedése folyékony táptalajon, s 

a C faktor hatása a S. griseus 52-1 törzs növekedésére (c) folyékony tenyészetben. 1700-

szoros nagyítás (Vitális, 1979) 

 

Az anyag elızetes vizsgálatok alapján hıérzékenynek, és nagy molekulájúnak 

bizonyult, s DNáz rezisztenciája alapján kizárható volt hogy DNS lenne. A kísérleti 

eredmények alapján az is feltételezhetı volt, hogy a C faktor valamilyen módon DNS-hez 

kötıdve fejti ki hatását, s befolyásolja az mRNS szintézisét (Szabó és mtsai, 1967; Szeszák és 

Szabó, 1973). Késıbb, már az általam elıállított, nagy tisztaságú C faktor fehérje 

preparátummal kimutatták, hogy a C faktor, már igen kis koncentrációban (0,7 ng ml-1) 

káliumion kibocsátást indukál (Szeszák és mtsai, 1989). Ugyancsak az általam elıállított 

tiszta C faktor fehérje preparátummal, nyúlban, monoklonális antitestet állítottak elı, amellyel 

a C faktor elıfordulását vizsgálták különbözı Streptomyces törzsekben. Kimutatták, hogy a 

légmicélium képzésre képes Streptomyces törzsek általában nagyobb mennyiségő C faktort 

termelnek, ami megfelelt annak a feltételezésnek, hogy a C faktor a reproduktív fázis 

induktora (Szeszák és mtsai, 1990). 

Mivel a tanulmányozott két törzs (S. griseus 52-1 és S. griseus 45H) bizonyos 

sajátságai (sejtfal összetétel, növekedésük különbözı táptalajokon) a vártnál nagyobb 

különbséget mutattak, vizsgálták a törzsek genetikai rokonságát is DNS-DNS hibridizációval. 
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Ez azzal a nem várt eredménnyel zárult, hogy a két törzs közötti rokonság nem nagyon közeli 

(Fehér és Szabó, 1978). 

Részletesen vizsgáltuk és analizáltuk továbbá a differenciálódási program 

lejátszódását egyes differenciálódási markerek megjelenésének követésével a két törzsben 

(Szabó és mtsai, 1997). A streptomycesek differenciálódása szilárd táptalajon szemmel is 

nyomon követhetı, a telep felszinének és színének változása alapján. Folyékony tenyészetben 

ez nem ennyire nyilvánvaló. Itt is vannak azonban markerek, melyek a fejlıdés egyes 

stádiumaira jellemzıek. Ilyen markerek a folyékony tenyészetek differenciálódásának 

követésében a sejtfal vastagsága, a citoplazma festıdése, a poliszaharid eloszlása PAS 

reakcióval követve, a nukleoid festıdése Feulgen reakcióval, vagy metilzöld-pironin festéssel. 

Ez alapján a folyékony tenyészetben megkülönböztetünk fiatal, tranziens és öreg vegetatív 

hifafonalakat, s reproduktív (sporogén) hífát, ami érett spóraláncokká alakul. A folyékony 

tenyészetben is spórázó S. griseus 45H esetében ezek a stádiumok, s a rájuk jellemzı 

markerek, bár a növekedés aszinkron volta miatt a tenyészetekben egyszerre megfigyelhetık, 

a hifafonalak szabályos heterogenitásának tekinthetı. Egyetlen hifafonal fejlıdése során 

azonban idıbeni megjelenésük karakterisztikus, s korrelál a differenciálódás egyes 

stádiumaival.  

Eltérı a helyzet a differenciálódásában elakadt S. griseus 52-1 növekedése során. A 

karakterisztikus differenciálódási markerek egyetlen hifafragmenten belül is sokféle 

kombinációban jelennek meg, s spórát soha sem képeznek. A törzs tenyészetéhez az 

autoregulátor C faktor fehérjét hozzáadva, a differenciálódás koordináltabbnak tőnik, s 

megjelennek a reproduktív ágak is, melyek ugyanazokat a karakterisztikus jegyeket mutatják, 

mint a spórázó törzs esetében, de spórát csak kis számban képeznek. Érdekes módon azt 

találtuk, hogy nemcsak a hifa fonalak heterogének, hanem a képzıdı spórák is. Eltérnek 

méretben, alakban, citológiai markerekben, sejtfal vastagságban, és refraktivitásban is, pedig 

elvileg genomjuk azonos. Eltérnek továbbá fiziológiailag, életképességüket és 

ellenállóképességüket tekintve is. 

 

Ezek azok a korai eredmények, amelyek többsége azelıtt született, mielıtt a C 

faktorral kapcsolatos munkákba bekapcsolódtam volna. Ennyi év távlatából, s az elmúlt tíz év 

eredményeinek ismeretében is elmondhatom, hogy egy alaposan végiggondolt, és helytálló 

munkahipotézis alapján indultak el ezek a kutatások, s annak ellenére, hogy a kutatás anyagi 

és technikai feltételei meglehetısen korlátozottak voltak, egy rendkívül jelentıs felismerés 

történt olyan területen, amely elméleti és gyakorlati szempontból egyaránt fontos. Ezt 
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támasztja alá az is, hogy a Streptomyces differenciálódás és antibiotikum kutatás két doyenje, 

Keith Chater és Sueharu Horinouchi1†, akik kooperációs partnereink de egyben 

versenytársaink is, évekkel Szabó professzor úr halála után, egy, a témával foglalkozó 

összefoglaló cikküket a streptomycesek differenciálódásában szerepet játszó autoregulátorok 

felfedezıinek, Khokhlov és Szabó professzorok emlékének ajánlották (Chater és Horinouchi, 

2003).  

 

                                                           
1 Horinouchi professzor a disszertáció elıkészítése során, 2009 nyarán elhunyt. Távozása a Streptomyces kutatás 
nagy vesztesége. 
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1.2. AZ A-FAKTOR FELFEDEZÉSE ÉS HATÁSMÓDJÁNAK VIZSGÁLATA  

 

A Streptomyces griseus által termelt autoreglátor faktort (A-faktor) Khokhlov és 

munkatársai tíz évvel az elsı ilyen jellegő közlemény (Dondero és Scotti, 1957) megjelenése 

után 1967-ben fedezték fel nagyszámú mutáns szisztematikus vizsgálatával egy olyan 

törzsben, amely nagyon kevés streptomycint termelt. Az anyagot más, streptomycint nem 

termelı mutánsokhoz adva azok antibiotikum termelését nagymértékben fokozta. Késıbb az 

A-faktort nagyszámú S. griseus törzsben, sıt egyéb Streptomyces fajokban is megtalálták 

(Anisova és mtsai, 1984). Az A-faktor hatásának tanulmányozása során kimutatták, hogy az 

nemcsak a streptomycin bioszintézisét fokozta, hanem enzimatikus (Voronina és mtsai, 1982; 

Vasilenko és mtsai, 1983) és morfológiai változásokat is kiváltott (Khokhlov és mtsai, 1973; 

Zaslavskaya és mtsai, 1979). Rendkívüli erıfeszítést igényelt az A-faktor tiszta formában való 

elıállítása, és szerkezetének meghatározása, mivel koncentrációja a fermentlében igen 

alacsony. Tisztítását a fermentlé kloroformos extrakciójával, s különbözı kromatográfiás 

eljárásokkal (cellulóz, szilikagél) és mobil fázisokkal (benzol, dietil-éter, kloroform) oldották 

meg. Ily módon, mintegy 500 liter fermentlébıl 40 mg tiszta A-faktort nyertek, melynek 

szerkezetét 2-izokapriloil-(3R)-hydroximetil-γ-butirolaktonként határozták meg (Kleiner és 

mtsai, 1976). Az A-faktor kémiai szintézisét 1977-ben oldották meg (Kleiner és mtsai, 1977), 

ami megnyitotta az utat az A-faktor hatásmechanizmusának vizsgálatához, hiszen 

rendelkezésre állt egy standard A-faktor preparátum. Az A-faktor hatásmechanizmusának 

molekuláris felderítése nem az A-faktort felfedezı szovjet-orosz, hanem egy japán 

kutatócsoport nevéhez főzıdik. 

Az A-faktor termelése életciklusfüggı, s a hatásának kifejtéséhez szükséges kritikus 

koncentrációt fokozatosan emelkedve, az exponenciális növekedés során éri el a 

tápfolyadékban. Ez a koncentráció igen alacsony, mindössze 1-20 nM. Az A-faktor 

lipidoldékony kis molekula, s mint ilyen szabadon átdiffundál a membránon, illetve szabadon 

diffundál a többmagvú hifafonalakon belül, ezáltal szinkronizálni képes a morfológiai 

differenciálódást és a szekunder metabolizmust szilárd táptalajon, egy telepen belül, 

folyékony táptalajon pedig a teljes tenyészetben. Ezért „mikrobiális hormonnak” tekinthetı. 

Az A-faktorhoz hasonlóan, Gram negatív baktériumokban az acil-homoszerin, Gram pozitív 

baktériumokban pedig oligopeptidek szolgálnak szignálmolekulaként a sejtek közötti 

kommunikációban (Bassler és Losick, 2006; Camilli és Bassler, 2006). 

A-faktor termelésére nem képes S. griseus mutánsok sem szekunder metabolitok (pl. 

streptomycin) szintézisére, sem pedig légmicélium és spóraképzésre nem képesek. Ha 
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azonban tenyészetükhöz exogén A-faktort adnak 1 nM koncentrációban, morfológiai 

differenciálódásuk és szekunder metabolit képzésük egyaránt helyreáll, ami az A-faktornak a 

szabályzó szerepe mellett a differenciálódás és antibiotikum szintézis közös regulációjára is 

utal (Horinouchi és Beppu, 1994; Horinouchi, 2002). 

S. griseusban az A-faktor hatására az A-faktor regulációs kaszkád indukálódik, 

melynek molekuláris eseményei röviden az alábbiak szerint foglalhatók össze: Amikor az A-

faktor koncentrációja eléri a kritikus szintet (1 nM) a sejteken belül, hozzákapcsolódik 

specifikus receptorához, az A-faktor receptor fehérjéhez (ArpA). Az ArpA represszor fehérje, 

mely alaphelyzetben az adpA gén expresszióját gátolja, amely gén egy A-faktor függı fehérje 

(AdpA) szintéziséért felelıs. Az A-faktor kötıdésének hatására az ArpA represszor 

ledisszociál az adpA operátoráról (Ohnishi és mtsai, 1999), s ezzel megindulhat az adpA gén 

átírása. Az adpA az egyetlen ismert gén melynek mőködését az ArpA fehérje szabályozza 

(Kato és mtsai, 2004). 

Az adpA gén transzkripciós aktivátort kódol, amely számos, a morfológiai 

differenciálódásban és szekunder metabolizmusban résztvevı gén transzkripcióját aktiválja. 

Az ismert gének, amelyeket az AdpA aktivál, azaz tagjai az AdpA regulonnak a következık: 

– strR, a streptomycin bioszintézis specifikus transzkripciós aktivátorának génje 

(Vujaklija és mtsai, 1993) amely aztán további, a streptomycin bioszintézisben részvevı 

géneket aktivál (Ohnishi és mtsai, 1999). 

– adsA (A-factor dependent sigma factor), extracitoplazmatikus funkciójú (ECF) szigma 

faktor (σAdsA) génje, amely a légmicélium képzésben játszik szerepet (Yamazaki és mtsai, 

2000). 

– ssgA, kis molekulatömegő savas karakterő fehérje génje, amely a spóra szeptum 

képzésben játszik szerepet (Yamazaki és mtsai, 2003a), s amelyet eredetileg sporulációs 

szupresszorként izoláltak S. griseusból, s erre utal a neve is (suppression of sporulation 

and fragmented growth ) (Kawamoto és mtsai, 1997). 

– amfR (aerial mycelum formation), amely egy reszponz-regulátor típusú fehérje génje, s 

a légmicélium képzésben van szerepe (Yamazaki, 2003b). 

– sgmA, Streptomyces griseus metallo-endopeptidáz génje, melynek szerepe a 

légmicélium képzés során a szubsztrátmicélium apoptózisában van (Kato és mtsai, 2002). 

– sprT és sprU, két tripszin típusú proteáz génjei (Kato és mtsai, 2005). Ezeknek az 

enzimeknek feltehetıen a szubsztrátmicélium fehérjéinek emésztésében, s ezáltal a fejlıdı 

légmicélium tápanyaggal való ellátásában lehet szerepük. 
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– sprA, sprB és sprD, három kimotripszin típusú proteáz génjei (Tomono és mtsai, 

2005a). Ezeknek az enzimeknek, feltehetıen ugyancsak a szubsztrátmicélium fehérjéinek 

emésztésében, s ezáltal a fejlıdı légmicélium tápanyaggal való ellátásában lehet szerepük. 

– sgiA, egy Streptomyces subtilizin inhibitor gén, melynek a légmicélium képzésben van 

szerepe (Hirano és mtsai, 2006). 

 

A fentieket összefoglalóan a 4. ábra mutatja. 

 

 

4. ábra. Az A-faktor regulon (Horinouchi, 2007). 

 

2009 augusztusában újabb közlemény jelent meg, mely a S. griseus IFO13350 törzs, 

és ∆adpA mutánsának extracelluláris proteomját tanulmányozza, és amelyben további AdpA 

regulált fehérjéket azonosítottak. Ezek részben lebontó anyagcsere utak enzimei, részben 

pedig proteázok, glikozil hidrolázok és észterázok (Akanuma és mtsai, 2009). Ezek 

részletezésére az eredményeim tárgyalása során térek ki. Az AdpA regulonhoz tartozó gének 

meghatározására irányuló mikroarray analízis, melyet ugyancsak a közelmúltban közöltek, azt 

mutatta, hogy 74 transzkripciós egység 152 génjének expressziója fokozódott A-faktor 

hatására. Ezek jelentıs része ismeretlen funkciójú, ami arra utal, hogy az A-faktor hatása az 

eddig ismertnél lényegesen szélesebb körő és bonyolultabb (Hara és mtsai, 2009).  
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A S. griseusban található A-faktorhoz hasonló szerkezető és funkciójú butirolakton 

típusú autoregulátorokat más Streptomyces fajokban is leírtak, amelyek a differenciálódást, 

antibiotikum termelést, vagy mindkettıt szabályozzák. Érdekes, hogy nem csak a különbözı 

törzsek A-faktor-szerő molekulái nagyon hasonlóak, hanem receptor fehérjéik is nagyfokú 

homológiát mutatnak, de biológiai szerepük eltérı lehet. S. coelicolorban az SCB1 (S. 

coelicolor butirolakton), az actinorhodin és undecylprodigiosine, valamint egy kriptikus 

poliketid szintáz génklaszter bioszintézisében tölt be szabályzó szerepet (Takano és mtsai, 

2001; Takano és mtsai, 2005); S. virginiaeben a virginiae butanolid a virginiamicin 

bioszintézist szabályozza (Nakano és mtsai, 1998); S. tendaeben a nikkomicin bioszintézist 

szabályozza egy γ-butirolakton (Engel és mtsai, 2001); S. pristinaespiralisban egy γ-

butirolakton a pristinamicin bioszintézis szabályozásában vesz részt (Folcher és mtsai, 2001); 

S. lavendulaeban az IM-2 több szekunder metabolit szintézisét szabályozza (Kitani és mtsai, 

2008); S. fradiaeban a sporulációt és tylosin termelést egyaránt egy γ-butirolakton 

szabályozza (Cundliffe és mtsai, 2001; Stratigopoulos és mtsai, 2002). 

Érdekes módon, a streptomycesekhez nagyon hasonló élıhely igényő és életciklusú 

fonalas gombákban is elıfordulnak γ-butirolakton győrőt tartalmazó molekulák. Ilyen az 

aspulvinone Aspergillus terreusban (Takahashi és mtsai, 1978), a γ-dekalakton 

Sporobolomyces odorusban (Turner és Aldridge, 1983), a lachnumlactone A Lachnum 

papyraceumban (Shan és mtsai, 1996), és a multicolansav Penicillium multicolorban Turner 

és Aldridge, 1983). Ezeknek a vegyületeknek a funkciója azonban nem ismert. Az A. 

terreusban elıforduló butyrolacton I funkciója jobban tanulmányozott. Kimutatták, hogy az 

eukarióta ciklin függı cdk1 és cdk2 kináz specifikus inhibitora (Kanemitsu és mtsai, 1998; 

Nishio és mtsai, 1996), s hasonlóan a streptomycesekben elıforduló γ-butirolaktonhoz, 

morfológiai differenciálódást, spóraképzést indukál, és fokozza a szekunder metabolitok, 

többek között a koleszterinszint-csökkentıként alkalmazott lovastatin termelését (Schimmel 

és mtsai, 1998). 

Annak a 3.13 fejezetben tárgyalt ténynek az ismeretében, miszerint nemcsak A-faktor, 

hanem C faktor homológok is elıfordulnak különbözı fonalas gomba fajokban ez különösen 

érdekes, s felveti, hogy ezek a molekulák a fonalas gomba és fonalas baktérium fajokban 

hasonló funkcióval rendelkeznek, s horizontális géntranszferrel terjedtek. A különbözı 

Streptomyces fajok afsA és arpA homológjairól a közelmúltban írták le, hogy Streptomyces 

törzsekben feltehetıleg plazmid közvetítésével terjedtek (Nishida és mtsai, 2007). 



 20

2. CÉLKIT ŐZÉSEK 

 

Munkám során célul tőztem ki az Intézetünkben korábban felfedezett és a S. griseus 

differenciálódásában a jelenség szintjén leírt regulációs szerepet játszó autoregulátor C faktor 

azonosítását, tiszta formában történı elıállítását, s a differenciálódásban betöltött szerepének 

molekuláris szinten történı analízisét. 

Ennek során az alábbi feladatok elvégzését tőztem ki célul: 

1. A C faktor kémiai mibenlétének tisztázása, tiszta formában való elıállítása és jellemzése. 

2. A C faktor fehérje voltának megállapítása után a fehérje génjének klónozása, és analízise. 

3. A klónozott gén illetve géntermék differenciálódásra kifejtett hatásának vizsgálata 

különbözı Streptomyces törzsekben. 

4. A fehérje génjének deléciója és a ∆facC mutáns vizsgálata. 

5. A gén transzkripciójának tanulmányozása. 

6. A C faktor fehérje kifejeztetése a klónozott génrıl S. griseusban, S. lividansban és E. 

coliban, nagy mennyiségő, könnyen tisztítható C faktor elıállítása céljából. 

7. A heterológ gazdában kifejeztetett C faktor fehérje biológiai hatásának vizsgálata. 

8. A C faktorral homológ fehérjék azonosítása streptomycesekben és egyéb 

mikroorganizmusokban, szekvencia adatbázisok felhasználásával. 

9. Annak felismerése után, hogy a C faktor génje csak bizonyos Streptomyces törzsekben, 

néhány baktérium fajban és fágjaikban fordul elı, a gén elterjedésére hipotézis felállítása. 

10. Arra alapozva, hogy a C faktor génje néhány humán patogén Aspergillus fajban is 

megtalálható, aszpergillózis korai diagnosztizálására alkalmas kvantitatív, valós idejő, 

polimeráz láncreakció alapú eljárás kifejlesztése. 

11. Az A-faktor és C faktor által indukált regulációs útvonalak, illetve azok esetleges 

kölcsönhatásainak vizsgálata. 

12. A C faktor szekunder metabolizmus szabályozásában betöltött szerepének vizsgálata. 

13. Mivel a C faktor (és az A-faktor is) extracelluláris autoregulátorai a differenciálódásnak és 

szekunder metabolizmusnak, továbbá streptomycesekben az extracelluláris eseményeknek 

rendkívül fontos a szerepe, célul tőztük ki a C faktor extracelluláris proteomra kifejtett 

hatásának vizsgálatát. 

14. Mivel a C faktor termelı Streptomyces törzs eredete kezdettıl fogva kétséges volt, a törzs 

taxonómiai besorolásának megerısítése, vagy helyes taxonómiai besorolása 16S rDNA 

szekvencia alapján. 
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3. EREDMÉNYEK ÉS MEGBESZÉLÉS  

 

3.1. A C FAKTOR TERMEL İ TÖRZS TAXONÓMIAI ÁTSOROLÁSA  

 

A fejezethez tartozó saját közlemény: 

Kiss Z, Ward AC, Birkó Z, Chater KF, Biró S. Streptomyces griseus 45H, a producer of the 

extracellular autoregulator protein factor C, is a member of the species Streptomyces 

albidoflavus. Int J Syst Evol Microbiol 58, 1029-1031 (2008). 

 

A C faktor termelı S. griseus 45H jelő törzset az ipari streptomycin termelı S. griseus 

52-1 jelő törzs spóráinak 8 mg ml-1 koncentrációjú mustár-nitrogénes kezelésével nyerték, 

melynek során genetikailag stabil, streptomycint nem termelı mutánsokat kívántak izolálni. 

1387 megvizsgált individuális izolátumból 33 nem termelt streptomycint, de csak 2 bizonyult 

stabilan nem termelınek a sorozatos átoltások során. Ezek közül az egyiket S. griseus 45H-

nak nevezték, és részletesen összehasonlították a „szülıi” S. griseus 52-1 törzzsel (Szabó és 

mtsai, 1960; Szabó és mtsai, 1961). Azt találták, hogy néhány tulajdonságuk eltérı.  

Ilyen volt az arabinóznak és citrátnak szénforrásként történı hasznosítása. A „szülıi” 

52-1 jelő törzs citráton nıtt, míg a „mutáns” S. griseus 45H jelő nem. Ez elvileg könnyen 

magyarázható azzal, hogy a mutáció, vagy mutációk egyike a citrát hasznosításhoz szükséges 

valamely gént érintette. Fordított volt a helyzet az arabinóz hasznosítással. Míg a „szülıi” 

törzs nem volt képes arabinózt hasznosítani, addig a „mutáns” kiválóan nıtt arabinózon. Eme 

tulajdonság genetikai hátterének magyarázata, bár nem lehetetlen, de nem is könnyő. Eltérést 

találtak továbbá a szilárd táptalajon képzett spórák alakjában. A „szülıi” törzs spórái 

cilindrikus, hordó alakúak voltak, míg a „mutáns” spórái oválisak. Lényeges különbséget 

észleltek továbbá a törzsek életciklusában, folyékony tenyészetben. A streptomycin termelı 

„szülıi” törzs a növekedés korai szakaszában hosszú, ritkán elágazó hifafonalakként nıtt, s 

csak a növekedés késıi szakaszában volt jellemzı az elágazás, de folyékony tenyészetben 

spórát nem képzett (3b. ábra). A „mutáns” viszont rövid életciklussal rendelkezett, korán 

gyakori elágazásokat hozott létre, s mintegy 24 óra után spórákat is képzett (3a. ábra). A 

folyékony tenyészetben való spóraképzés különösen figyelemreméltó, mivel nem általánosan 

jellemzı a Streptomyces törzsekre. Két további különbség a törzsek között, hogy a „szülıi” 

törzs termelt A-faktort, ami a S. griseus törzsek jellemzıje, míg a „mutáns” A-faktort nem 

termelt. Termelt viszont egy sejtdifferenciálódást kiváltó anyagot (amit C faktornak neveztek 
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el), amelyet a „szülıi” törzs nem termelt, de amely annak folyékony tenyészetéhez adva 

reproduktív típusú fonalak képzıdését váltotta ki, de spórát ekkor is csak kis számban képzett. 

A lényeges különbségek felvetették a két törzs genetikai rokonságának (azaz a 

„mutáns” eredetének) kérdését is, amelyet az akkori technikai lehetıségek szinvonalán meg is 

próbáltak kísérletesen megválaszolni DNS-DNS filterhibridizációs módszerrel (Fehér és 

Szabó, 1978). Az eredmények azonban nem adtak egyértelmő választ, s a szerzık felvetik, 

hogy a mutáns származhat laboratóriumi kontaminációból is. Ennek lehetısége könnyen adott 

volt, hiszen a különbözı törzsekkel való munkákhoz, bár alapos takarítás és csírátlanítás után, 

de ugyanazt a „streril szobát” használták. A ma használatos lamináris box-ok még 

ismeretlenek voltak. 

Egyértelmően azonban az, hogy a S. griseus 45H jelő törzs nem származhat a S. 

griseus 52-1 jelő törzsbıl csak akkor derült ki, amikor a C faktor génjét klónoztuk, s Southern 

hibridizációval kimutattuk, hogy a gén a „szülıi” törzsben nincs meg (Birkó és mtsai, 1999). 

Mustárnitrogénes mutagén kezelés során pedig egy törzs géneket veszíthet, de új génekre nem 

tesz szert, azaz a S. griseus 45H jelő törzs nem származhat a S. griseus 52-1 jelő törzsbıl. 

Ugyanez a kísérlet azt is megmutatta, hogy a S. griseus 52-1 és S. griseus 45H törzsek genomi 

DNS-ének restrikciós mintázata eltérı, illetve, hogy a S. griseus 45H és a S. flavofungini 

törzsek restrikciós mintázata nagymértékben hasonló. 

Mindezek alapján úgy döntöttünk, hogy a törzsek rokonságát 16S riboszómális RNS 

gén szekvencia analízissel vizsgáljuk (Kiss és mtsai, 2008). Meghatároztuk a S. griseus 52-1, 

S. griseus 45H és a S. flavofungini törzsek 16S rRNS génjeinek szekvenciáját. A szekvenciák 

a GenBank adatbázisban az EF571001-EF571003 számon hozzáférhetıek. A S. griseus 52-1 

törzs 16S rDNS szekvenciája megyegyezik a S. griseus 2247 törzs rDNS operonok rrnA-E 

(GenBank azonosító AB030567-AB030572) szekvenciáival, és más S. griseus törzsek 

szekvenciájával, azaz a törzs valóban S. griseus. 

A S. griseus 45H és S. flavofungini törzsek 16S rDNS szekvenciái egymással teljesen 

azonosak, de hasonlóságuk a S. griseus 52-1 törzzsel csak 96%-os. Ugyancsak eltérnek a 

típustörzs S. flavofungini NRRL B-12307T (AY999792) és NBRC 13371 (AB184359) 

szekvenciáitól is, azokkal csak 97,21% és 97,40% az azonosságuk. Teljesen azonosak viszont 

a S. albidoflavus csoport 16S rDNS szekvenciáival (GenBank DQ855477, DQ978978, stb.). 

A S. griseus 45H, S. flavofungini és S. griseus 52-1 törzsek filogenetikai 

elhelyezkedését a streptomycesek törzsfáján meghatároztuk s azt az 5. ábrán mutatom be.  

Eredményeink egyértelmően azt mutatták, hogy a S. griseus 45H és S. flavofungini törzseink 

azonosak, s a S. albidoflavus csoportba tartoznak, ezért Southern hibridizációval vizsgáltuk a 
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C faktor gén meglétét a S. albidoflavus csoport fajaiban. Négy vizsgált törzs közül háromban 

(S. canescens ICSSB 1002T, S. odorifer ICSSB 1004T és S. sampsonii ICSSB 1011T) 

megtalálható a gén. Egyedül a S. albidoflavus Rossi Doria 1891 törzsben nincs meg a C faktor 

gén, amely törzs relative távoli rokona a csoport tagjainak (Ferguson és mtsai, 1997). 

Eredményeink azt valószínüsítik, hogy a C faktor termelı törzs nem a S. griseus 52-1 

jelő, streptomycin termelı törzs mutánsa, hanem azonos az ugyanebben az idıszakban, 

ugyanabban a laboratóriumban tanulmányozott flavofungin termelı S. flavofungini törzzsel 

(Úri és Békési, 1958), melyet véletlen laboratóriumi kontaminációként izoláltak. 

Eredményeink alapján a C faktor termelı törzs elnevezését S. albidoflavus 45H-ra javasoltuk 

megváltoztatni. Az elnevezés változást azonban, tekintettel arra, hogy a törzs a korábbi 

közleményeinkben S. griseus 45H-ként szerepel, a disszertációban nem használom, a törzset 

mindvégig S. griseus 45H néven említem, a taxonómiai átsorolás hallgatólagos 

tudomásulvételét kérve. 

 

5. ábra. A S. griseus 45H, S. griseus 52-1 és S. flavofungini törzsek elhelyezkedése a 

streptomycesek törzsfáján, illetve a S. griseus és S. albidoflavus csoporton belül, a 16S rDNS 

szekvenciák összehasonlítása alapján. Az összehasonlítás „Neighbour-joining” módszerrel 

történt (Saitou és Nei, 1987) a Jukes and Cantor távolságmatrix felhasználásával (Jukes és 

Cantor, 1969). 

Root: Kitasatospora griseola. 

Bootstrap értékek (>50 %) 1000 ismétlés után %-ban vannak kifejezve. 

A vonal 0,02 szubsztitúciót jelent nukleotid poziciónként. 
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5. ábra. 

S. griseus 52-1  

S. flavofungini lab strain 
S. griseus 45H 
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3.2. A C FAKTOR EGY 34500 DA MOLEKULATÖMEG Ő FEHÉRJE 

 

A fejezethez tartozó saját közlemény: 

Biró S, Békési I, Vitális S, Szabó G. A substance effecting differentiation in Streptomyces 

griseus. Purification and properties. Eur J Biochem 103, 359-363 (1980). 

 

Amint az 1.1. fejezetben leírtam, a C faktor felfedezése a S. griseus 45H törzs 

fermentlevében megtörtént, s a sejtdifferenciálódásban kifejtett hatását is részletesen 

vizsgálták. Ezután a fehérje tiszta formában való elıállítása és jellemzése jelentette a 

legnagyobb feladatot. A feladat nagyságának megértéséhez két dolog ismerete szükséges. Az 

egyik, hogy a C faktort a termelı törzs fermentlevében azonosították, s annak mennyisége a 

fermentlében ngml-1 koncentrációjú, azaz csak több tíz liter fermentlébıl tudtunk néhány mg 

anyagot izolálni. A másik, hogy a C faktor hatásának detektálására, azaz a tisztítás egyes 

lépéseinek nyomon követésére egy biológiai teszt szolgált. Ennek lényege, hogy a fehérje 

tisztítás különbözı fázisaiból származó vizsgálandó mintákat kloroformmal csíra-

mentesítettük, és megfelelıen standardizált körülmények között 3 ml szőrt szójás táptalajra 

frissen leoltott teszttörzs, a S. griseus 52-1 tenyészetéhez adtuk. Minden vizsgált mintából 2-2 

párhuzamos leoltást végeztünk. A tenyésztést 72 óráig folytattuk. 24, 48 és 72 órás korban a 

tenyészetek növekedését makroszkóposan ellenıriztük, s a 72 órás tenyészetekbıl 

glutáraldehides fixálással mikroszkópi vizsgálatra mintát vettünk. Ezek növekedési sajátságait 

fáziskontraszt mikroszkóppal vizsgáltuk. Könnyen belátható, hogy a különbözı tisztítási 

lépések során kapott nagyszámú frakció ilyen módon való tesztelése rendkívül lassú volt. 

Mindezek, egy labilis fehérje tisztítása során, együttesen, az izolálást meglehetısen 

lelassítják. Végül is 1980-ban közöltük a C faktor tisztítását, és a fehérje néhány 

jellegzetességének leírását (Biró és mtsai, 1980). 

A tisztítás lépései során különbözı proteáz gátlókat használtunk, hiszen a 

streptomycesek sokféle extracelluláris proteázt termelnek (lásd alább), amelyek a rendkívül 

kis mennyiségben termelt C faktor fehérjét elbonthatták volna. A tisztítás kezdeti lépései 

során, amikor a térfogat még nagy (több liter) volt, csak a metalloproteázokat gátló EDTA-t, 

majd késıbb, kisebb térfogatok esetén N-etil-maleinimidet (cisztein proteáz gátló) és fenil-

metil-szulfonil-fluoridot (szerin proteáz gátló) is használtunk. 

A tisztítás elsı két lépése Whatman P-1 cellulose foszfáton történı ioncsere 

kromatográfia volt. Az ioncserélıhöz való kikötés pH=4,5 értéken történt, az elúciót pedig 

magas koncentrációjú pH=6,5 nátrium foszfát pufferrel végeztük. Ezen lépések során a C 
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faktor kinyerés hatékonysága 100% volt, ami részben a metalloproteázok gátlásának (a teljes 

proteáz aktivitás 50%-a volt EDTA-val gátolható), részben pedig feltehetıen a fermentlében 

lévı természetes proteáz gátlóknak, illetve az alkalmazott alacsony pH-nak volt köszönhetı. 

A tisztítás harmadik és negyedik lépése DNS-agaróz affinitás kromatográfia volt. Az eljárást 

Schaller leírása alapján adaptáltuk (Schaller és mtsai, 1972). A Whatman P-1 ioncserélırıl 

származó biológiailag aktív frakciókat összegyőjtöttük, és dializáltuk 5% glicerin tartalmú, 

0,01 M pH=7,1 nátrium foszfát pufferrel szemben, s ezt kötöttük a DNS-agaróz oszlopra. 

Errıl a felkötıdött fehérjéket kálium klorid gradienssel eluáltuk, s a lépést megismételtük. 

Ebben a lépésben jelentıs (90%) volt a veszteségünk, de a kapott termék a késıbbi 

poliakrilamid gél elektroforézisek során egységesnek bizonyult. Érdekesség, hogy a C faktor 

glicerin mentes pufferben nem kötıdött a DNS-agaróz oszlopra, ami arra utal, hogy a glicerin 

a C faktor fehérje konformációját befolyásolta, s esetleg még alkalmasabb pufferrel dolgozva 

ennek a lépésnek a vesztesége is csökkenthetı lett volna. 

SDS-poliakrilamid gél-elektroforézissel meghatároztuk a fehérje molekulatömegét, 

ami 34500 Daltonnak adódott. Ez az érték jó egyezést mutat a késıbbiekben a fehérje 

génjének szekvenciája alapján számított értékkel. Poliakrilamid gradiens gél-elektroforézis 

ugyancsak azt mutatta, hogy a tisztított termék egységes, s a gélbıl visszaizolált fehérje 

biológiailag aktív. 

Számításokat végeztünk a C faktor hatásosságára. Amennyiben 1 egység C faktort úgy 

definiálunk, hogy az a fehérje mennyiség milliliterenként, amely a biológiai 

tesztrendszerünkben a jellegzetes citomorfológiai hatást kifejti, akkor 1 egység 8 nanogramm 

fehérjének felelt meg. Ha feltételezzük, hogy a preparátumban lévı fehérje egy része inaktív, 

ez az érték még ennél is kisebb lehetett. Ez egyúttal azt is jelenti, hogy a tesztrendszerünkben 

a leoltáskor mintegy 1000 C faktor molekula van jelen S. griseus 52-1 spóránként. Mivel a C 

faktor jellegzetes citomorfológiai hatását 24 órás korban fejti ki, a növekedésnek ebben a 

stádiumában mintegy 10 molekula C faktor esik genomekvivalensenként. Ezek az adatok 

mindenképpen a C faktor molekula és a C faktor biológiai hatás rendkívüli hatékonyságára és 

specifikusságára utalnak. 

Összegzésül elmondható, hogy a C faktorról egyértelmően igazoltuk, hogy egy 

szekrécióra kerülı 34500 Da molekulatömegő fehérje. 
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3.3. A C FAKTOR GÉN 324 AMINOSAVAT KÓDOL  

 

A fejezethez tartozó saját közlemények: 

Birkó Z, Sümegi A, Vinnai A, Wezel G, Szeszák F, Vitális S, Szabó P, Kele Z, Janáky T, 

Biró S. Characterization of the gene for factor C, an extracellular signal protein involved in 

morphological differentiation of Streptomyces griseus. Microbiology 145, 2245-2253 (1999).  

 

Szeszák F, Vitális S, Biró S, Dalmi L. Amino acid sequence homology of factor C produced 

by Streptomyces griseus with regulatory proteins of zinc finger type. Acta Biol Acad Sci 

Hung 48, 265-273 (1997). 

 

Szabó PT, Kele Z, Birkó Z, Szeszák F, Biró S, Janáky T. Identification of factor C protein 

from Streptomyces griseus by microelectrospray mass spectrometry. J Mass Spectrometry 34, 

1312-1316 (1999). 

 

A C faktor fehérje génjének klónozása során a tisztított fehérje N-terminális aminosav 

szekvenciája alapján tervezett degenerált PCR primerpár által amplifikált DNS fragmentum 

szekvenálása után a primerek által közrefogott 39 bp-nyi oligonukleotidot használtuk egy 

mini-génbank screenelésére. Ennek lépései a következık voltak: 

a./ Meghatároztuk a folyékony tenyészet felülúszójából izolált, azaz szekretált C faktor 

fehérje N-terminális 29 aminosavának szekvenciáját, amely a következınek adódott: 

Ala-Val-Pro-Ala-Thr-Lys -Arg-Phe-Ser-Leu-Thr-Glu-Pro-Ser-His-(Asp/Phe)-Leu-Phe-Arg-

His-Ala-Lys-Leu-His-Asp-(Gly/Ala)-Arg-Val-Gln. 

A 16. aminosav (Asp/Phe) és a 26. aminosav (Gly/Ala) nem voltak egyértelmően 

azonosíthatóak, ezért ezeket a primer tervezés során nem vettük számításba. 

b./ PCR primerpár tervezése: 

Az aláhúzott és kövéren nyomtatott aminosavak képezték a primerpár tervezésének 

alapját. Mivel az összes glicin és alanin triplet elsı bázisa G, a bizonytalan Gly/Ala tripletbıl 

egy G-t figyelembe vettünk a reverz primer tervezésekor. Az elıremutató (forward) primer öt, 

a reverz primer pedig két pozícióban volt degenerált. A degenerációkat a streptomycesek 

kodonhasználata alapján terveztük, amely szerint a strepomycesek 72-75% GC tartalmának 

megfelelıen a tripletek harmadik pozíciójában mintegy 95% gyakorisággal G vagy C 

található (Bibb és mtsai, 1984). 

Ez alapján az alábbi primerpárt terveztük: 
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Forward primer: 5’-GC(GC)GT(GC)CC(GC)GC(GC)AC(GC)AAG-3’ 

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

A zárójelben lévı bázisok az adott pozícióban a degenerációt jelzik. 

c./ A C factor gén 5’-végének amplifikálása a fenti primerpárral, és a felszaporított 

fragment szekvenálása: 

A PCR reakcióban a várt 76 bp fragmentum felszaporodott, melynek szekvenciáját 

ellenıriztük, s az megfelelt a C faktor ismert N-terminális aminosav szekvenciájának. 

d./ A C faktor gén (facC) klónozása: 

A felszaporított PCR fragmentum szekvenálása alapján ismertté vált a primerek által 

közrefogott, s a kromoszómális génnel 100%-ban megegyezı 39 bp-nyi szekvencia, amelyet 

digoxigenin jelölés után egy ún. mini-génbank screenelésére használtunk. A mini-génbankot a 

facC génnel hibridizáló, kb. 2,9 kb mérető, gélbıl visszaizolált SacII kromoszómális DNS 

fragmentum populációból hoztuk létre pBluescript II KS+ (Stratagene) vektorban, és 

transzformáltuk E. coli XL-1 Blue törzsbe. Az ampicillin rezisztens telepek közül 

telephibridizáció alapján azonosítottunk egy klónt (pBZ3), amely a késıbbi szekvenálás 

alapján valóban a C faktor fehérje génjének bizonyult. 

e./ A C faktor gén azonosítása és analízise: 

Az azonosított klónban lévı inszert DNS mindkét szálát szekvenáltuk, s FramePlot 

2.2.1 programmal (Ishikawa és Hotta, 1999) analizáltuk. Azonosítottunk egy 975 bp, tipikus 

Streptomyces nyitott leolvasási keretet (ORF), mely a tripletek harmadik pozíciójában 96,9%-

ban tartalmazott G vagy C bázist, az átlagos GC tartalma 70,7% volt. Az ORF 324 

aminosavat kódol, s az általa meghatározott fehérje számított molekula tömege 34523Da. Az 

N-terminális aminosav szekvencia analízise egy szekréciós szignál szekvenciát azonosított, 

melyen belül potenciálisan két szignál peptidáz hasítóhelyet jelölt meg (Ser-Ala-Ala-Ala-

/Ala-/Val-Pro-Ala), melyeket / jelöl. Mivel korábban a fehérje N-terminális szekvenciájának 

meghatározása Ala-Val-Pro- szekvenciát eredményezett, a potenciális hasítóhelyek közül az 

elsınél történik a hasítás, s a fehérje egy 38 aminosavból álló szignál szekvenciát tartalmaz. 

Az érett fehérje 286 aminosav hosszúságú és számított molekulatömege 31038 Da, ami jól 

egyezik a korábban SDS-poliakrilamid gél elektroforézissel meghatározott 34500 Da-nal, 

fıleg ha figyelembe vesszük a fehérje erısen bázikus voltát. A fehérje számított 

izoelektromos pontja 9,59, ami ugyancsak jól egyezik a korábban kísérletesen meghatározott 

9,9 értékkel (Szeszák és mtsai, 1991). 

Az érett C faktor fehérje korábban ismert 29 aminosav hosszúságú N-terminális 

szekvenciája adatbázisokkal összehasonlítva cink-ujj típusú fehérjékkel mutatott homológiát. 
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Ismert volt az is, hogy a C faktor kötıdik egyszálú és kétszálú DNS-hez, továbbá hogy a C 

faktor citomorfológiai hatása fokozható 10-6 M cink ion koncentrációval (Biró, nem közölt 

adatok).  

Ezzel összhangban, a C faktort cink affinitás kromatográfiával tisztítani lehetett, s így 

tudtuk a legnagyobb specifikus aktivitású fehérje preparátumot elıállítani (Szeszák és mtsai, 

1997). Ezért korábban feltételeztük, hogy a C faktor egy cink-ujj típusú regulátor. A DNS 

szekvencia alapján meghatározott aminosav sorrend azonban ezt nem igazolta. Mivel a DNS 

szekvencia analízise azt mutatta, hogy egy hipotetikus 1 nt inszerció olyan kereteltolást 

eredményez, hogy a képzıdı (hasonló molekulatömegő) fehérje 5-6 aminosavnyi távolságban 

egymástól mintegy 20 hisztidint tartalmaz, bár ebben a leolvasási keretben a triplet használat 

nem volt tipikus streptomycesekre jellemzı, ennek ellenére fontosnak tartottuk a C faktor 

fehérje tömegspektrometriás vizsgálatát. 

f./ A C faktor fehérje tömegspektrometriás vizsgálata: 

A C faktor fehérje molekula tömegét tömegspektrometriásan meghatároztuk (Szabó és 

mtsai, 1999). Ez az érett, szekréciós szignállal nem rendelkezı fehérje tömegét 31047 

Daltonnak mérte, ami kiváló egyezés a DNS szekvencia alapján számított 31038 Daltonnal (6. 

ábra.) 

 

6. ábra. A C faktor fehérje molekulatömegének ES-MS meghatárotása. 
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Ugyanebben a kísérletsorozatban HPLC-ESI- MS-MS készülékkel meghatároztuk a C 

faktor fehérje 11 triptikus fragmentjének aminosav szekvenciáját, amelyek tökéletesen 

megfeleltek a DNS szekvencia alapján vártaknak. 

Elmondható tehát, hogy a DNS bázissorrend alapján meghatározott fehérje szekvencia 

helyes. A fehérje cinkkel való aktiválhatósága és cink affinitás kromatográfiával való 

tisztíthatósága esetlegesen egy másik fehérjével való kölcsönhatásával magyarázható. 

g./ Homológ fehérjék keresése adatbázisokban: 

A C faktor fehérje aminosav sorrendje 1999-ben egyetlen ismert fehérjével mutatott 

alacsony fokú homológiát. Ez a Bacillus subtilis tagC fehérjéje volt, melyet a teichoinsav 

bioszintézisben résztvevı fehérjének gondoltak. Mivel a gén expressziója sporuláció 

specifikus (Mauёl és mtsai, 1991; Mauёl és mtsai, 1994), ez egy érdekes homológiának tőnt. 

Késıbb azonban a teichoinsav bioszintézisben való részvételét megkérdıjelezték, s ma, mint 

„DNA demage inducible” fehérjét (DinC) az SOS regulon részeként tartják számon (Cheo és 

mtsai, 1991; Cheo és mtsai, 1993). A C faktor fehérjével homológ fehérjét ma már nagy 

számban ismerünk, s ezeket késıbb tárgyalom. A homológiára vonatkozó rövid megjegyzést 

itt annak illusztrálására használom, hogy az utóbbi 10 évben milyen elképesztı mennyiségő 

genomi szekvencia adat halmozódott fel. 

A C faktornak streptomycesekben való elıfordulását késıbb tárgyalom. 

Érdekességként megemlítem, hogy a spekuláció szintjén már 1999-ben felmerült, hogy a C 

faktor a folyékony táptalajon való spóraképzésben játszhat szerepet, hasonlóan az ssgA gén 

termékéhez (Kawamoto és Ensign, 1995; Kawamoto és mtsai, 1997). Errıl a génrıl késıbb 

kiderült, hogy az A-faktor regulon része (Horinouchi, 2007). A C faktor pedig helyreállítja 

egy A-faktor képzésére nem képes mutáns A-faktor termelését, s ezzel együtt az A-faktor 

regulonba tartozó fehérjék bioszintézisét (Birkó és mtsai, 2007; Birkó és mtsai, 2009). 

h./ A C faktor gén szubklónozása Streptomyces plazmidba: 

A klónozott génnek Streptomyces törzsekbe való transzformálásához a gént az E. coli 

plazmid pBZ3 vektorból átvittük Streptomycesben (is) replikálódó plazmidokba. Két 

különbözı plazmidot használtunk erre a célra. Az egyik a pHJL401 plazmid (E. coli-

Streptomyces ingázó vektor) származéka, melybe egy olyan 2,1 kb DNS fragmentumot 

klónoztunk, amely a teljes facC gént és a kódoló régió elıtti mintegy 1000 bp-t, illetve a 

kódoló régió utáni 200 bp-t tartalmazza. Ennek a plazmidnak a kópiaszáma 2-10 sejtenként. A 

plazmid jele pSGF4. 
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A nagy kópiaszámú facC hordozó plazmid pedig a pWHM3 plazmid származéka, melybe 

ugyancsak a fenti 2,1 kb DNS fragmentumot szubklónoztuk. Ennek kópiaszáma sejtenként 

néhány száz. A plazmid jele pSGF5. A pSGF4 és pSGF5 jelő plazmidokban a facC saját 

promoterérıl fejezıdik ki. 
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3.4. A KLÓNOZOTT GÉN HATÁSA S. GRISEUS 52-1 TÖZSBEN MEGEGYEZIK AZ EXOGÉN 

HOZZÁADOTT FEHÉRJE HATÁSÁVAL  

 

A fejezethez tartozó saját közlemény: 

Birkó Z, Sümegi A, Vinnai A, Wezel G, Szeszák F, Vitális S, Szabó P, Kele Z, Janáky T, 

Biró S. Characterization of the gene for factor C, an extracellular signal protein involved in 

morphological differentiation of Streptomyces griseus. Microbiology 145, 2245-2253 (1999).  

 

A klónozott C faktor gén birtokában kíváncsiak voltunk, hogy a S. griseus 52-1 

teszttörzsünkben kifejeztetve a gént, van-e hatása a törzs differenciálódására. Ezért vizsgáltuk, 

a gént hordozó kis kópiaszámú plazmiddal (pSGF4) transzformált teszttörzs növekedését, 

morfológiáját folyékony tenyészetben. Biológiai tesztrendszerünkben a teszttörzs S. griseus 

52-1 hosszú, egyenletes nem elágazó hifafonalat hoz létre. Spórát, illetve reproduktív, 

gyakran elágazó, bunkós formájú fonalat nem képez (7b. ábra). A spóra- és reproduktív 

fonalak képzése a C faktor termelı S. griseus 45H törzsre jellemzı (7a. ábra). Ehhez 

nagymértékben hasonló képet kaptunk, ha a S. griseus 52-1 törzs tenyészetéhez exogén C 

faktort adtunk (7c. ábra), de ugyanilyen a növekedése és citomorfológiai képe a C faktor gént 

néhány kópiában hordozó transzformáns S. griseus 52-1 törzsnek is (7d. ábra). 

Mindezek alapján feltételeztük, hogy a C faktor a streptomycesek 

differenciálódásában, feltehetıleg a folyékony tápközegben történı sporuláció iniciációjában 

játszik fontos szerepet. 
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 a      b 

 

 c      d 

 

7. ábra. A vizsgált Streptomyces törzsek 72 órás folyékony tenyészeteinek citomorfológiai 

képe negatív fáziskontraszt mikroszkópi felvételen. (a) S. griseus 45H, (b) S. griseus 52-1, (c) 

S. griseus 52-1 exogén C faktor adásakor, (d) S. griseus 52-1 transzformálva pSGF4 

plazmiddal, mely a C faktor gént kis kópiaszámban hordozza. 1700-szoros nagyítás. 
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3.5. A C FAKTOR GÉN EGYETLEN PROMOTERR İL , ÉLETCIKLUS FÜGG İEN FEJEZİDIK KI  

 

A fejezethez tartozó saját közlemény: 

Biró S, Birkó Z, van Wezel GP. Transcriptional and functional analysis of the gene for factor 

C, an extracellular signal protein involved in cytodifferentiation of Streptomyces griseus. 

Antonie van Leeuwenhoek 78, 277-285 (2000). 

 

Mivel eddigi adataink arra utaltak, hogy a C faktor a S. griseus 

sejtdifferenciálódásának szabályozásában résztvevı fehérje, vizsgáltuk expresszióját a 

differenciálódás során, egyrészt in vivo a gén promoter régiójának promoter próba vektorba 

való klónozásával, másrészt a transzkripció kezdetének pontos meghatározására alkalmas S1 

nukleáz térképezéssel. 

 

a./ A S. griseus facC gén promoterének vizsgálata S. coelicolorban 

A facC promoterét hordozó fragmentum hozzávetıleges elhelyezkedésének 

meghatározásához a redD gént mint riportert tartalmazó pIJ2587 vektort használtuk, amely a 

piros színő antibiotikum, az undecylprodigiosin transzkripciós aktivátorát kódolja (Narva és 

Feitelson, 1990). Amennyiben a promoter nélküli redD elé promoter szekvenciát klónozunk a 

S. coelicolor M512 törzsben (M145∆redD, ∆actII-ORF4), az RedD termelést és a red 

génklaszter aktiválását, azaz piros pigment termelését váltja ki. A piros pigment termelése 

teljes mértékben a bevitt promoter mőködésének függvénye (van Wezel és mtsai, 2000). 

Amikor a C faktor gén 5’-végét és a kódoló részt megelızı, mindösszesen 547 bp-nyi 

szekvenciát, mely feltételezésünk szerint a promotert kódolja, a pIJ2587 vektorba klónoztuk, s 

a plazmidot S. coelicolor M512 törzsbe transzformáltuk, az a légmicélium megjelenése után 

piros pigment termelését eredményezte. Az inszertet nem tartalmazó kontroll tenyészet fehér 

maradt (8. ábra). Ez arra utal, hogy a klónozott DNS fragmentum tartalmazta a facC 

promotert, s annak kifejezıdése a légmicélium megjelenése után következik be. Ez megfelel 

korábbi feltevésünknek, miszerint a C faktor a differenciálódás fontos regulátora, s 

expressziója életciklus függı. 
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8. ábra. A facC promoter régió in vivo tesztelése S. coelicolor M152 törzsben. 1. pIJ2587 

kontroll plazmid; 2. expresszió a facC promoterrıl; 3. és 4. expresszió ramC vegetatív 

promoterrıl; 5. expresszió a promoter nélküli facC génrıl. 

 

b./ A transzkripciós starthely meghatározása S1 térképezéssel 

 

A transzkripciós starthely pontos meghatározását S1 nukleáz térképezéssel végeztük. 

Ehhez a C faktor N-terminálisának elsı 57 aminosavát kódoló, és az azt megelızı, összesen 

mintegy 600 bp-nyi, 32P-végjelölt DNS fragmentumot használtuk (9. ábra).  
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9. ábra. Az S1 nukleáz térképezés vázlata. (RBS = riboszóma kötıhely) 

 

Amennyiben a térképezéshez az mRNS-t trypton-szójakivonaton, vagy minimál 

folyékony táptalajon nıtt tenyészetbıl izoláltuk, egyáltalán nem, vagy nagyon gyenge szignált 

kaptunk, azaz ezekben a tenyészetekben a C faktor gén nem, vagy csak nagyon gyengén 

íródott át. Mivel az in vivo promoter próba kísérlet arra utalt, hogy a C faktor gén a 

differenciálódás késıbbi szakaszában fejezıdik ki, s kifejezıdése egybeeshet a sporuláció 

kezdetével, ezért ún. „shift-down” kísérletet végeztünk. A S. griseus 45H törzset folyékony 

trypton-szójakivonaton növesztettük 0,7 OD550 értékig, majd minimál táptalajjal kimostuk és 

szénforrásként mannitolt tartalmazó folyékony minimál táptalajba vittük át. A transzfer 

idıpontjában, s azt követıen 30, 60, 120, 240 és 420 perccel mintákat vettünk, és mRNS-t 

izoláltunk. A transzfer után 60 perccel egy igen gyenge szignál már megjelent, idıben lassan 

erısödött, s igen intenzivvé 420 perc után vált (10. ábra). A tenyészetben a „shift-down” után 

60-120 perccel spóraszerő képletek jelentek meg, 4 óra után már érett spórák voltak láthatóak, 

ami arra utal, hogy a C faktor valóban a sporuláció iniciációjában és/vagy a spóra érésében 

játszik szerepet, mind folyékony, mind szilárd táptalajon. 
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10. ábra. A facC transzkripciós starthelyének meghatározása „shift-down” kísérletben S1 

nukleáz térképezéssel. M. 32P-végjelölt HpaII emésztett pBR322 molekulaméret marker, 

mellette a fragmentumok bázispárban kifejezett méretével; az 1-6 oszlopok a 0, 30, 60, 120, 

240 és 420 perces mintavételi idıpontokból nyert mRNS mintákkal kapott szignálok. 

 

A kísérlet alapján azonosítottuk a transzkripció kezdıpontját, s az azt megelızı -35 és 

-10 promoter régiókat. A -35 régió (TGGACA) nagymértékben megegyezik a konszenzus 

bakteriális promoter régióval (TTGACA; Hawley és McClure, 1983), melyet S. coelicolorban 

a fı (vegetatív) szigma faktor a σhrdB ismer fel (Brown és mtsai, 1992). A -10 régió 

(AACGAT) azonban csak alacsony fokú hasonlóságot mutat a konszenzus -10 régióval 

(TATAAT). Ez arra utalhat, hogy a C faktor promoterét S. griseusban nem a fı (vegetatív) 

szigma faktor ismeri fel. Ez megfelelhet a differenciálódásban betöltött szerepének és késıi 

expressziójának. 
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3.6. A C FAKTOR HELYREÁLLÍTJA A STREPTOMYCES GRISEUS NRRL B-2682 TÖRZS KOPASZ 

MUTÁNSAINAK SPÓRAKÉPZÉSÉT  

 

A fejezethez tartozó saját közlemény: 

Biró S, Birkó Z, van Wezel GP. Transcriptional and functional analysis of the gene for factor 

C, an extracellular signal protein involved in cytodifferentiation of Streptomyces griseus. 

Antonie van Leeuwenhoek 78, 277-285 (2000). 

 

Mivel intézetünk, a streptomycesek szilárd és folyékony tenyészetben történı 

spóraképzésének tanulmányozása kapcsán a C faktor és A-faktor hatásával és esetleges 

összefüggésükkel egyaránt foglalkozott, a C faktor gén birtokában kézenfekvı volt a két 

útvonal esetleges kölcsönhatásának vizsgálata. Ezért vizsgáltuk a S. griseus NRRL B-2682 

törzs két kopasz mutánsának és a C faktor gént kis és nagy kópiaszámban tartalmazó 

transzformánsaiknak a fenotípusát (11. ábra). Az egyik mutáns (B-2682 AFN) A-faktor 

képzésére nem képes, míg a másik (B-2682 AFP) A-faktor termelése ellenére kopasz 

(Penyige, nem közölt adatok). A szülıi S. griseus NRRL B-2682 törzs szilárd és folyékony 

tenyészetben egyaránt gyorsan és jól spórázik, és természetesen A-faktort termel. 

A kis kópiaszámú facC hordozó plazmid a pSGF4, melynek kópiaszáma 2-10 

sejtenként. 

A nagy kópiaszámú facC hordozó plazmid a pSGF5, melynek kópiaszáma néhány 

száz sejtenként. 

Amint a 11. ábrán látható, a B-2682 AFN mutánsba transzformált facC kis és nagy 

kópiaszámban egyaránt helyreállította a törzs spóraképzését. Kissé eltérı a helyzet a B-2682 

AFP törzs esetében. Ennek spóraképzését a kis kópiaszámban bejuttatott C faktor gén 

helyreállította, a nagy kópiaszámú nem (12. ábra). A transzformánsok spóraképzése bıséges, 

s a spórák mikroszkóposan nem különbözetethetık meg a vad típusú törzs spóráitól. Ez 

különösen azért érdekes, mert sem a mutánsokban, sem a S. griseus NRRL B-2682 vad típusú 

törzsben nincs C faktor gén. Ez a C faktor és A-faktor regulációs útvonalak közötti 

kölcsönhatásra utal. 
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11. ábra. (a) A S. griseus NRRL B-2682 törzs A-faktort nem termelı kopasz mutánsának (B-

2682 AFN) és (b) a C faktor gént kis kópiaszámban (B-2682 AFN/pSGF4) illeteve (c) nagy 

kópiaszámban (B-2682 AFN/pSGF5) hordozó transzformánsainak növekedése szilárd 

táptalajon 7 napos korban. 

 

 

a    b    c 

 

12. ábra. (a) A S. griseus NRRL B-2682 törzs A-faktort termelı kopasz mutánsának (B-2682 

AFP) és (b) a C faktor gént kis kópiaszámban (B-2682 AFP/pSGF4) illetve (c) nagy 

kópiaszámban (B-2682 AFP/pSGF5) hordozó transzformánsainak növekedése szilárd 

táptalajon 7 napos korban. 
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3.7. A C FAKTOR GÉN DELÉCIÓJA KOPASZ (BLD) FENOTÍPUST EREDMÉNYEZ  

 

A fejezethez tartozó saját közlemény: 

Kiss Z, Dobránszki J, Hudák I, Birkó Z, Vargha G, Biró S. The possible role of factor C in 

common scab disease development. Acta Biol Acad Sci Hung, közlésre elfogadva. 

 

A C faktor fehérjének a streptomycesek differenciálódásában betöltött szerepét a 

génnek a termelı S. griseus 45H törzsben való inaktiválásával is bizonyítani kívántuk. 

Terveink szerint génmegszakítás módszerével (inszerciós inaktiválás) C faktort nem termelı 

„null” mutánst kívántunk elıállítani oly módon, hogy a C faktor génben lévı SmaI hasító 

helyre a pHP45Ωaac vektorból származó, apramycin (Apr) rezisztenciát kódoló 

aminoglikozid acetiltranszferáz gént [aac(3)IV], mint szelekciós markert beültetjük (Prentki 

és Hirsch, 1984), s ezt egy thiostreptont (Thio) mint második markert tartalmazó, 

Streptomycesben nem replikálódó E. coli vektorba juttatjuk be. Ennek a plazmidnak a jele 

pSB51. Ezt technikailag az aac génnek az E. coli-Streptomyces ingázó vektorban lévı facC 

génbe (pSGF4) való klónozásával, s ezt követıen az SCP2 Streptomyces replikációs origónak 

az eltávolításával oldottuk meg. Ezzel a plazmiddal transzformálva a C faktort termelı S. 

griseus 45H törzset, a plazmid csak úgy maradhat fenn, ha integrálódik homológ 

rekombinációval a kromoszómális C faktor génbe. A második (thiostrepton) marker 

felhasználható a kettıs cross-over termék azonosítására, amelyben a genomi C faktor gént az 

in vitro megszakított gén lecseréli (13. ábra). Azok a telepek, amelyekben a kettıs crossing 

over lejátszódott, AprR és ThioS fenotípusúak.  
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13. ábra. A C faktor „null” mutáns génmegszakítással történı elıállításának tervezett sémája. 

 

Az így elıállított mutáns, várakozásunknak megfelelıen kopasz fenotípusú (14.b 

ábra), ami arra utal, hogy a C faktor a szilárd táptalajon folyó normál sporulációban 

elengedhetetlenül fontos. A kopasz fenotípusú S. griseus 45H mutáns törzs sporulációját a 

facC génnek pSGF4 kis kópiaszámú plazmidon való bejuttatása helyreállította (14c. ábra). 

Érdekes módon azonban, amikor a génmegszakítás megtörténtét Southern hibridizációval 

ellenıriztük, kiderült, hogy az nem a tervezett módon valósult meg. Tíz függetlenül felszedett 

és analizált kopasz fenotípusú telep egyike sem adott ugyanis az alkalmazott jelölt C faktor 

próbával szignált, azaz a várt homológ rekombináció helyett a gén deléciója játszódott le (15. 

ábra). Ezért a törzset S. griseus 45H ∆facC-nek neveztük el. 
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a    b    c 

 

14. ábra. A S. griseus 45H (a), a S. griseus 45H ∆facC (b), és a S. griseus 45H ∆facC/pSGF4 

(c) törzsek növekedése szilárd táptalajon. 

 

 

 a      b 

15. ábra. A S. griseus 45H és S. griseus 45H ∆facC törzsek Southern hibridizációja a 32P-jelölt 

C faktor génnel. (a) A kromoszómális DNS SacII enzimmel emésztve és etidium bromiddal 

festve. (b) Autoradiogram a hibridizáció után. λ, HindIII enzimmel emésztett λ fág DNS 

molekulaméret marker, 1, S. griseus 45H ∆facC, 2, S. griseus 45H. A kísérletben 32P-jelölt fág 

DNS-sel is hibridizáltunk. 
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3.8. AZ E. COLIBAN KIFEJEZTETETT C FAKTOR FEHÉRJE BIOLÓGIAILAG AKTÍV  

 

A fejezethez tartozó saját közlemény: 

Birkó Z, Schauwecker F, Pfennig F, Szeszák F, Keller U, Biró S. Expression and rapid one-

step purification of biologically active His-tagged factor C by Ni2+ affinity column 

chromatography. FEMS Microbiol Lett 196(2), 223-227 (2001). 

 

A C faktor fehérjét a S. griseus 45H törzs az életciklus egy meghatározott 

szakaszában, adataink szerint a reproduktív növekedési fázis kezdetén termeli. Szerepe mind 

folyékony, mind pedig szilárd táptalajon nıtt tenyészetekben a spóraképzés iniciációjában 

és/vagy a spóra érésében van. Mint endogén autoregulátor, az A-faktorhoz hasonlóan 

rendkívül specifikus, és hatását igen alacsony koncentrációban (1 ng) fejti ki. Éppen ezért, 

koncentrációja a termelı törzs fermentlevében rendkívül alacsony, ami nagy mennyiségben 

történı izolálását nehézkessé teszi. A C faktor génjének klónozása, szekvenálása és 

transzkripciójának vizsgálata új lehetıséget teremtett, hiszen a klónozott gént elvileg 

lehetséges más Streptomyces törzsben, nagy kópiaszámú plazmidról is kifejeztetni és izolálni. 

Ehhez PCR amplifikálással létrehoztuk a C faktort az N-terminális szekréciós szignál 

szekvenciájával, és a C terminális végén a fehérje tisztítását megkönnyítı hexa-hisztidin 

farokkal kódoló DNS fragmentumot. Klónozó vektornak a pIJ702 plazmidot választottuk 

(Katz és mtsai, 1983), amely korábbi kísérleteinkben a S. griseus 45H, S. griseus 52-1 

törzseinket, és a S. lividans TK64 jelő törzset egyaránt transzformálta. Ezt a vektort 1983-ban 

történt megszerkesztése óta több száz Streptomyces gén kifejeztetésére használták sikeresen. 

A gént a pIJ702 plazmid melanin termelésért felelıs melC operon promoterének kontrollja alá 

helyeztük a melC1 gén helyére, annak transzlációs start kodonja által meghatározott leolvasási 

keretben. A plazmid jele pSB9. Azt reméltük, hogy a plazmidot hordozó transzformáns 

Streptomyces törzsekben a C faktor termelése a termelı törzsének sokszorosa lesz, hiszen a 

pIJ702 plazmid kópiaszáma sejtenként néhány száz.  

A hisztidin farokkal ellátott C faktor gént hordozó plazmidot a C faktor termelı S. 

griseus 45H, és a C faktort nem termelı S. griseus 52-1 és S. lividans TK64 törzsekbe 

próbáltuk transzformálni. Meglepetésünkre, annak ellenére, hogy a pIJ702 plazmid 

mindhárom törzset transzformálta, a facC gént hordozó változatát nem tudtuk a S. griseus 

45H törzsbe bejuttatni. Ez megfelelt annak a korábbi tapasztalatunknak, mely szerint egy 

másik nagy kópiaszámú replikonon alapuló vektorban sem tuduk a gént a törzsbe 
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transzformációval bejuttatni. Kiskópiaszámú plazmidon a bejuttatás sikerült, de a 

transzformánsok nem voltak életképesek (Biró, nem közölt adatok). 

A pSB9 plazmiddal sikeresen transzformáltuk a S. griseus 52-1 és S. lividans TK64 

törzseket. Várakozásunkkal szemben azonban ezekben a transzformánsokban a C faktor 

termelése alacsony maradt. Érdekes módon a fermentlében egyáltalán nem, a feltárt 

sejtextraktumban pedig csak Ni-NTA affinitás oszlopon való kikötés és elúció után volt 

detektálható SDS-PAGE-Western blot immunofestéssel. 

Ezeknek az eredményeknek a magyarázata nem egyszerő. Különösen azért nem, mivel 

kísérleteink publikálása után néhány évvel vált ismertté, hogy a pIJ702 plazmid melC 

génjének az AdpA fehérje a pozitív regulátora (Zhu és mtsai, 2005). A S. griseus 52-1 törzs 

ugyanis termel A-faktort, s feltehetıleg az A-faktor regulon normálisan mőködik. Az egyetlen 

lehetséges magyarázat, hogy a sejtek nem tolerálják a facC nagyfokú expresszióját, ami 

feltehetıleg magas C faktor koncentrációt eredményez. Erre utal az a korábbi tapasztalatunk, 

hogy a külsıleg a S. griseus 52-1 törzshöz adott C faktor, koncentráció-függı módon, 

részleges növekedésgátlást okoz, sıt nagy koncentráció esetén (1000 ng ml-1) a teljes 

növekedésgátlás is bekövetkezik.  

Ekkor határoztunk úgy, hogy megpróbálkozunk a C faktor gén kifejeztetésével olyan 

heterológ gazdában, melyben a C faktor fehérje nem funkcionál. Ehhez gazdaként E. coli 

sejtet, vektorként pedig a Qiagen pQE70 expressziós plazmid vektorát választottuk. A 

plazmidba a C faktor érett formáját, a szekréciós szignál nélküli fehérjét kódoló DNS 

fragmentumot klónoztuk, mely a C-terminális végén hexa-hisztidin farkat is tartalmaz. 

Technikai okokból, a fehérje N-terminális vége a természetes Ala-Val-Pro- szekvencia helyett 

két aminosavval hosszabb, Met-Pro-Ala-Val-Pro- aminosavakkal kezdıdik, de feltételeztük, 

hogy ez nem befolyásolja a fehérje biológiai aktivitását. A plazmidban (melynek jele pSB90) 

a C faktor gén az igen erıs T5 fág promoterrıl íródik át, s az indukálható lac operátor 

kontrollja alatt áll, ami nagymértékő expressziót biztosít. A késıi exponenciális fázsban lévı 

sejteket IPTG-vel indukáltuk, s mintegy 4 óra múlva a sejtek feltárásával az oldható 

citoplazmatikus frakcióból a C faktort Ni-NTA affinitás kromatográfiás oszlopra kötöttük és 

imidazol koncentráció gradienssel eluáltuk. 

A tisztított fehérjét egérbıl származó, a hisztidin farkat specifikusan felismerı 

monoklonális antitesttel és anti-egér IgG-alkalikus foszfatázzal konjugált második antitesttel, 

illetve C faktor ellenes monoklonális antitesttel (Szeszák és mtsai, 1990) egyaránt detektáltuk. 

Ezzel az eljárással egyetlen tisztítási lépésben tipikusan 5-10 mg, 90-95%-os tisztaságú C 

faktor fehérjét nyertünk 1 liter E. coli tenyészetbıl. Az, hogy a fehérjét mind a C faktor 
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ellenes, mind pedig a hisztidin farok ellenes antitest felismerte arra utal, hogy az így tisztított 

fehérje feltehetıleg megfelelı konformációval rendelkezik. Errıl a fehérjének a biológiai 

tesztrendszerünkben történı vizsgálatával is meggyızıdtünk. Amint a 16. ábrán látható, az E. 

coli tenyészetbıl izolált, C-terminális végén hisztidin farkat, N-terminális végén pedig két 

extra aminosavat hordozó C faktor biológiai hatása teljes mértékben megegyezik a S. griseus 

45H törzsbıl izolált C faktor hatásával. 

 

 

 

16. ábra. A vizsgált Streptomyces törzsek 72 órás folyékony tenyészeteinek citomorfológiai 

képe negatív fáziskontraszt mikroszkópi felvételen. (a) C faktor termelı S. griseus 45H, (b) 

teszttörzs S. griseus 52-1, (c) S. griseus 52-1 E. coliban termelt, exogén, C-terminálisan 

hisztidin farkazott C faktor adásakor. A nyilak a gyakran elágazó, spóraképzı hifafonalakra (a 

és c ábra), illetve az elágazást nem tartalmazó jellegzetes vegetatív fonalakra (b ábra) 

mutatnak. 1700-szoros nagyítás. 

 

A fehérje specifikus aktivitása ugyancsak megegyezik a S. griseus 45H törzsbıl nyert 

fehérje specifikus aktivitásával, hiszen már 0,5 ng fehérje kiváltotta a jellegzetes 

citomorfológiai hatást. 

A C faktor a S. griseus 45H törzsben egy ún. Tat szekréciós szignállal rendelkezik. A 

Tat szekréciós útvonalra az jellemzı, hogy a fehérjéket, általában valamely kofaktorukkal 

együtt, a sejtben kialakult háromdimenziós térszerkezetük megtartásával juttatja ki (Berks és 

mtsai, 2005). Az a tény, hogy az E. coliban kifejeztetett fehérje biológiailag aktív, 

valószínőleg arra utal, hogy térszerkezete, megfelelı miliıben, spontán is ki tud alakulni. 
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3.9. A C FAKTOR INDUKÁLJA AZ A-FAKTOR REGULONT STREPTOMYCES GRISEUS NRLL  B-

2682 TÖRZSBEN  

 

A fejezethez tartozó saját közlemény: 

Birkó Z, Bialek S, Buzás K, Szájli E, Traag BA, Medzihradszky KF, Rigali S, Vijgenboom E, 

Penyige A, Kele Z, van Wezel GP, Biró S. The Secreted Signalling Protein Factor C Triggers 

the A-factor Response Regulation in Streptomyces griseus. Mol Cell Proteomics 6.7, 1248-

1256 (2007). 

 

Igen meglepı és érdekes az a 3.6 fejezetben leírt kísérleti eredményünk, mely szerint a 

klónozott C faktor gén helyreállítja olyan S. griseus kopasz törzsek normál sporulációját, 

amelyek C faktor génnel egyáltalán nem rendelkeznek. Ez az eddig ismert két, szerkezetében 

erısen eltérı autoregulátor, az A-faktor és a C faktor általi szabályozás komplex 

kölcsönhatására utal. A C faktor hatásának, a szabályzási útvonalak kölcsönhatásának jobb 

megismerése, a sejtek közötti kommunikáció, s az extracelluláris reguláció mechanizmusának 

felderítése érdekében extracelluláris proteomikai összehasonlító vizsgálatokat végeztünk. A 

kísérletekben három S. griseus törzs, a vad típusú, jól spórázó és A-faktort termelı S. griseus 

NRRL B-2682 jelő törzset (B-2682), annak kopasz, A-faktort nem termelı S. griseus NRRL 

B-2682 AFN jelő mutánsát (B-2682 AFN), s a mutáns olyan facC transzformánsát vizsgáltuk, 

mely a facC gént kis kópiaszámban tartalmazta, s normál sporulációja helyreállt. Ez utóbbi 

törzs jele S. griseus NRRL B-2682 AFN/pSGF4 (B-2682 AFN/pSGF4). 

Kísérleteink elkezdésében szerepet játszott az a tény, hogy tudtunk a S. griseus genomi 

szekvenálás elırehaladott voltáról, s ígéretünk volt arra, hogy az hamarosan hozzáférhetı is 

lesz. Késıbb kiderült, hogy ez a vártnál sokkal késıbb, csak 2008-ban, proteomikai 

eredményeink egy részének publikálása után történt meg. A kísérletek eredményének 

kiértékelését ez a tény nehezítette, hiszen csak a S. coelicolor és S. avermitilis adatbázisok 

álltak rendelkezésre, s egyetlen aminosav csere már meggátolta a S. griseus ortológ fehérjék 

triptikus fragmentumainak iontömeg szerinti azonosítását. 2D-gélelektroforézissel, majd a 

gélek szemikvantitatív kiértékelésével (PDQuest 2D analysis software, BIORAD) azt 

vizsgáltuk, melyek azok a fehérjék, amelyeknek szintézise a kopasz mutánsban szignifikánsan 

eltér a vad típusú törzsben észlelt szinttıl, s amelyek szintje a transzformánsban visszaáll a 

vad típus szintjére. Szignifikánsnak az eltérést akkor tekintettük, ha a fehérje szintek közötti 

különbség legalább kétszeres volt. Azokat a fehérjéket, melyek a fenti kritériumnak 

megfeleltek, a gélbıl kivágtuk, és triptikus emésztés után MALDI-TOF-MS analízissel 
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próbáltuk azonosítani. Összesen 50 fehérjét vizsgáltunk, melyek közül 9 volt egyértelmően 

azonosítható (1. táblázat). Ezek közül 6 a kopasz mutánsban (B-2682 AFN) 72 órás 

tenyészetben egyáltalán nem volt kimutatható, s 96 órás korban is csak némelyik mutatott 

igen alacsony szintő expressziót, azaz expresszióra egyáltalán nem, vagy csak jelentıs 

késéssel kerülnek. Ezek a következık voltak: tripszin-szerő proteáz (SprU; Kato és mtsai, 

2005); cink karboxipeptidáz prekurzor (Cpase SG; Narashi, 1990); aminopeptidáz (SGAP; 

Maras és mtsai, 1996); az sprA gén terméke a streptogrizin A prekurzor, kimotripszin-szerő 

proteáz (SGPA; Tomono, 2005a); cink metallo-endopeptidáz (SgmA; Kato és mtsai, 2002); a 

streptomycin bioszintézisben résztvevı NADP-függı oxido-reduktáz (StrU; Tomono és 

mtsai, 2005b). 

Az SprU, SGPA, SgmA és StrU fehérjéket korábban az AdpA regulon által 

szabályzott fehérjeként leírták (Ohnishi és mtsai, 2005). A Cpase SG pedig a Bacillus 

sphaericus sporulációs cink peptidázához (Hourdou és mtsai, 1993) nagy mértékben hasonló, 

ami ugyancsak a sporulációban betöltött szerepre utal. Az sprA, sgmA és sprU génekrıl 

ugyancsak kimutatták, hogy a növekedés késıi szakaszában íródnak át (Kato és mtsai, 2005; 

Tomono és mtsai, 2005a; Kato és mtsai, 2002). Ezeknek a hidrolázoknak a differenciálódás 

során a szubsztrátmicélium lizálásában, s ezáltal a képzıdı légmicélium tápanyaggal való 

ellátásában lehet szerepe (Miguélez és mtsai, 1999). Ugyancsak érdekes a 3.11 fejezetben 

tárgyalt StrU fehérje expressziójának fokozása, mivel ez a fehérje ugyancsak AdpA regulon 

által szabályzott, s a streptomycin bioszintézisben vesz részt. 

Az azonosított fehérjék további jellemzése céljából az összes fehérjét kódoló gént in 

silico vizsgáltuk a Target Explorer programmal (Sosinsky és mtsai, 2003) annak 

megállapítására, hogy tartalmaznak-e a promoter régiójukban potenciális AdpA fehérje kötı 

helyet, ami az AdpA regulonhoz való tartozásukra utalna. Mivel ilyen szekvenciát mindegyik 

gén esetén sikerült azonosítani (2. táblázat), elmondhatjuk, hogy valószínőleg az összes 

azonosított fehérje bioszintézise AdpA által szabályzott. Ezek közül a karboxi-peptidázt 

kódoló scpD, az aminopeptidázt kódoló sgaP, a foszfát kötı fehérjét kódoló pstS és a 

szuperoxid dizmutázt kódoló sodF génekrıl nem volt ismert, hogy az AdpA regulonhoz 

tartoznak. 
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1. táblázat. Az A-faktort nem termelı S. griseus B-2682 AFN mutánsban csökkent expressziót mutató azonosított fehérjék 

ID 
No. 

SSPa Adatbázis 
azonosító 

Fehérje 
jelölése 

Elnevezés Egyezésb Lefedettségc MWd PSD vagy CIDe megerısítés 

 72 h 96 h        

1 9301 9301 BAD24662 SprU Tripszin-szerő 
szerin proteáz 

11/24 28% 26 kDa 103VLQAPGYNGTGKDWALIK 120 

2 5403 5503 CAA46635 Cpase SG Karboxi-
peptidáz 

27/34 41% 49 kDa 405SASGGGFYPPDEVIER420 

3 4701 4603 BAD67179 SGAP Amino-peptidáz 15/28 37% 36 kDa 279WGGTAGQAFDR289 

4 0102 0102 CAA01746 SGPA Proteáz A 6/21 46% 18 kDa 47TGTSFPNNDYGIIR60 

5 3801 4701 BAC21011 SgmA Metallo-endo-
peptidáz 

9/17 13% 70 kDa 318SGIRGDGVGAYSR330 

6 4202 4302 CAH94303 StrU NAD(P) függı 
oxidoreduktáz 

13/14 31% 45 kDa 398DSVLGYADVTLPPGR412 

7 2402 3501 CAB65418 PstS Foszfát kötı 
fehérje 

18/47 38% 39 kDa 353ILTDAGYAPIPAEINAK 369 

8 3201 4201 AAD30139 SodF Szuperoxid 
dizmutáz 

19/36 37% 23 kDa 121AAATTQGSGWGVLAYEPVSGK141 

9 4201 4203 AAD30139 SodF Szuperoxid 
dizmutáz 

13/35 34% 23 kDa 52DKEAWGAINGLQK64 

a A PDQuest program által automatikusan adott azonosító szám 
b Az azonos és észlelt triptikus fragmentek száma 
c Szekvencia lefedettség 
d Számított molekulatömeg. A poszttranszlációs modifikáció miatt lényegesen eltérhet az észlelt tömegtıl. 
e PSD vagy CID analízissel megerısített szekvenciák. 
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2. táblázat. Cisz elhelyezkedéső AdpA fehérje-kötı szekvenciák a mutánsban eltérı 

expressziót mutató fehérjék génjei elıtti régióban 

ID A gén 
NCBI 

azonosítója 

Gén A fehérje neve cis szekvencia Pozíciób Score Megerısítésc 

1 AB182576 sprU 
Tripszin-szerő szerin 

proteáz 
TGGCCGAAAA - 300 6.84 

Kato és 
mtsai, 2005 

2 X65719 scpD Karboxipeptidáz TGGCCGGAAC -98 8.23 in silico adat 
CGGCCGGATC - 72 7.51 

3 AB125217 sgaP Aminopeptidáz 
TGTCCGGTTT - 171 7.23 

in silico adat 

AGGCCGGATT - 149 6.59 
4 A24972 sprA Proteáz A 

TTGCTACCTT - 382 0.62 
Tomono és 

mtsai, 2005a 
TGGCCGGTTT -100 8.89 

5 AB085745 sgmA Metallo-endopeptidáz 
TGGCCAGATT -300 8.56 

Kato és 
mtsai, 2002 

CGGCTGATTC -332 5.36 
TGGCGCGATC -319 7.20 
TGACCGAAAA -115 4.81 6 AJ862840 strUa 

NAD(P)-függı 
oxidoreduktáz 

TGGCCGTTGC -89 2.79 

Vujaklija és 
mtsai, 1991 

CGTCCGAAAT - 107 4.59 
7 AJ243674 pstS Foszfát-kötı fehérje 

CGGCGGCTTC -130 4.48 
in silico adat 

TGGCCCGTAA - 89 5.79 
8,9 AF141866 sodF Szuperoxid dizmutáz 

CGGCCCGAAC - 344 5.39 
in silico adat 

a Az AdpA kötıhely az strR gén elıtt van, amely az strU gén transzkripciós aktivátora. 
b A transzlációs starthelytıl legtávolabbi nukleotid pozíció. 
c A megerısítés vagy kísérletes bizonyítékot, vagy in silico adattal való alátámasztást 

jelent. 
 

A foszfát-kötı fehérje prekurzor PstS (Diaz és mtsai, 2005) és a szuperoxid dizmutáz 

(Folcher és mtsai, 2001) két izoformájának expressziója (melyek poszttranszlációs módosítás 

eredményei) a kopasz mutánsban (B-2682 AFN) magasabb volt, mint a vad típusú törzsben 

(B-2682), vagy a mutáns facC transzformánsában (B-2682 AFN/pSGF4). Mindkét fehérjérıl 

ismert a differenciálódásban betöltött szerepe. A pstS mutánsok morfogenezise felgyorsul 

(Diaz és mtsai, 2005), a sodF pedig S. pristinaespiralis törzsekben az A-faktor homológ γ-

butirolakton regulációja alatt áll (Folcher és mtsai, 2001). 

További közös tulajdonságuk ezeknek a fehérjéknek, hogy többségük (Cpase SG, 

SGAP, SgmA, StrU, SodF) kofaktort igényel mőködéséhez, ami leggyakrabban cink, továbbá 

szekréciójuk az ún. Tat (twin arginine translocation pathway) útvonalon megy végbe (Cpase 

SG, SGAP, SGPA, SgmA, StrU, PstS). Ez a szekréciós út a fehérjéket kofaktorukkal együtt 

háromdimenziós térszerkezetük megtartása mellett juttatja át a membránon (Lee és mtsai, 

2006). Egyébként maga a C faktor fehérje is hatékonyan köt cinket (Szeszák és mtsai, 1997), 

s biológiai aktivitása cinkkel fokozható, továbbá a sejtbıl való kijutása is valószínüleg a Tat 

útvonalon megy végbe (Chater és mtsai, közlésre elfogadva). 
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3.10. A C FAKTOR HELYREÁLLÍTJA A S. GRISEUS B-2682 AFN TÖRZS A-FAKTOR 

TERMELÉSÉT  

 

A fejezethez tartozó saját közlemény: 

Birkó Z, Bialek S, Buzás K, Szájli E, Traag BA, Medzihradszky KF, Rigali S, Vijgenboom E, 

Penyige A, Kele Z, van Wezel GP, Biró S. The Secreted Signalling Protein Factor C Triggers 

the A-factor Response Regulation in Streptomyces griseus. Mol Cell Proteomics 6.7, 1248-

1256 (2007). 

 

Azok a kísérleti eredmények, melyek szerint a S. griseus B-2682 AFN mutáns normál 

spóraképzése a facC hatására helyreállt, s a transzformáns extracelluláris proteomja a vad 

típusúhoz volt hasonló, beleértve az AdpA által szabályzott hidrolitikus enzimek 

megjelenését, azt sugallták, hogy valamilyen módon a facC helyreállította a S. griseus B-2682 

AFN törzs A-faktor termelését. Ennek vizsgálatára két, egymástól teljesen független utat 

választottunk: az A-faktor biológiai detektálását (Ochi, 1987) és az A-faktor 

tömegspektrometriás detektálását és mennyiségi meghatározását. A biológiai detektálásban 

tesztörzsként a S. griseus HH1 (Horinouchi és mtsai, 1984) és a S. griseus B-2682 AFN 

törzseket használtuk.  

Az autentikus A-faktor preparátum (Funakoshi Co.Ltd. Code number KA106) és a S. 

griseus B-2682 valamint a B-2682 AFN/pSGF4 transzformánsból nyert sejtextraktum 

egyaránt helyreállította a S. griseus HH1 és a S. griseus B-2682 AFN mutáns spóraképzését. 

A S. griseus 45H sejtextrakum egyik törzs esetén sem volt hatással a sejtdifferenciálódásra. 

Ezek az eredmények azt sugallták, hogy a facC gén helyreállította a S. griseus B-2682 AFN 

törzs A-faktor termelését. 

Ezt a feltételezésünket megerısitette az autentikus A-faktor, valamint a vizsgált 

törzsek sejtextraktumának HPLC-MS/MS analízise. Az A-faktor tömegspektrometriás mérése 

azt mutatta, hogy a S. griseus B-2682 és a S. griseus B-2682 AFN/pSGF4 törzsek nagyjából 

azonos mennyiségő, (2 mg ml-1 a standard módon készített sejtextraktumban; Birkó és mtsai, 

2007) A-faktort termelnek. A S. griseus B-2682 AFN törzs extraktumában csak nyomokban 

detektáltunk A-faktort, míg a S. griseus 45H törzs extraktumában egyáltalán nem találtunk A-

faktort. A S. griseus B-2682 AFN törzs esetén nyomokban detektált A-faktor a molekula 

fragmentációs mintázata alapján minden kétséget kizáróan A-faktornak felel meg, azaz ebben 

a mutánsban az A-faktor bioszintézis génjei minden bizonnyal funkcióképesek, de a 
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bioszintézis aktiválása elmarad. Amennyiben ez igaz, ez a mutáns az A-faktor bioszintézis 

szabályozásának megértésében nagyon hasznos lehet. 

Az A-faktor bioszintézisre vonatkozó hipotézis (Kato és mtsai, 2007) szerint abban az 

egyetlen, a bioszintézisre specifikus gén, az afsA (Horinouchi és mtsai, 1989). Annak 

eldöntésére, hogy az A-faktor szintézis elmaradása a S. griseus B-2682 AFN mutánsban az 

afsA mutációjának a következménye, vagy valamilyen más okból nem kerül expresszióra, 

meghatároztuk a gén szekvenciáját, illetve vizsgáltuk a gén transzkripcióját szemikvantitatív 

RT-PCR módszerrel. A mutáns törzs afsA génje és a vad típusú törzs afsA génje mindössze 

egyetlen szinonim GGT>GGC (Gly) tripletben különbözött, ami nem magyarázza az A-faktor 

termelésbeli különbséget. 

Az A-faktor termelés és sporuláció folyékony tenyészetben a tápanyag elfogyásakor 

következik be, ezért a transzkripció tanulmányozására itt is ún. shift-down tenyészetet 

alkalmaztunk, amikor is az exponenciális növekedési szakaszban lévı tenyészetet minimál 

táptalajba visszük át. Ennek hatására a vad típusú törzs tenyészetében 1,5-2 órával az átmosás 

után reproduktív fonalak, majd 4-5 órával az átmosás után spóraképzés volt megfigyelhetı. 

Ugyanez a kopasz mutáns esetén nem következett be. Meglepetésünkre azt tapasztaltuk, hogy 

a shift-down csak kis mértékben befolyásolta az afsA mRNS mennyiségét, s az mRNS 

mennyisége a mutánsban jelentısen felülmúlta a vad típusú törzsét (17. ábra). Figyelembe 

véve, hogy a mutáns kis mennyiségő A-faktort termel, s az afsA génje funkcióképes, 

valószínüsíthetı, hogy a mutáció az A-faktor bioszintézis szabályozásában résztvevı, eddig 

még ismeretlen génben van. Az afsA mRNS túltermelése a mutánsban arra utal, hogy a törzs 

az afsA gén fokozott expressziójával próbálja kompenzálni az A-faktor hiányt.  
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17. ábra. Az afsA gén transzkripciójának vizsgálata szemikvantitatív RT-PCR módszerrel. 

A minimál táptalajba való átmosáskor és utána 20, 60 és 180 perccel RNS-t izoláltunk, s az 

RT-PCR reakcióban minden esetben 100 ng RNS-t használtunk. Reverz transzkriptáz nélküli 

kontroll reakcióban nem kaptunk felszaporodó terméket, ami az RNS preparátumok DNS 

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

 

A fejezethez tartozó saját közlemény: 

Birkó Z, Bialek S, Buzás K, Szájli E, Traag BA, Medzihradszky KF, Rigali S, Vijgenboom E, 

Penyige A, Kele Z, van Wezel GP, Biró S. The Secreted Signalling Protein Factor C Triggers 

the A-factor Response Regulation in Streptomyces griseus. Mol Cell Proteomics 6.7, 1248-

1256 (2007). 

 

 A szekunder metabolitok termelése a morfológiai differenciálódással összefüggésben, 

szilárd táptalajon a légmicéliumképzéssel párhuzamosan, folyékony tápközegben pedig a 

kvázi-exponenciális növekedés befejezıdése után történik. A szekunder metabolitok közül 

ipari és gyógyászati szempontból kiemelkedı jelentıségőek az antibiotikumok. Az általunk 

vizsgált S. griseus 52-1 és B-2682 törzsek, bár eltérı mennyiségben, streptomycint termelnek. 

Ebben a kísérletsorozatban arra kerestük a választ, hogy ezeknek a törzseknek a C faktort kis, 

illetve nagy kópiaszámban tartalmazó transzformánsaiban hogyan változik a streptomycin 

szintézis mértéke, vagyis a C faktor hatással van-e a morfológiai differenciálódással 

összefüggésben lévı antibiotikum termelésre. Az antibiotikum koncentrációt agar diffúziós 

módszerrel, szőrt szójás táptalajon növesztett 48, ill. 72 órás tenyészetek fermentlevébıl 

határoztuk meg. 

 Az elsı sorozatban S. griseus 45H törzsben, melybıl a C faktor tisztítása történt, a C 

faktort nem termelı S. griseus 52-1 törzsben és annak két transzformánsában: a C faktort kis 

kópiaszámban tartalmazó S. griseus 52-1/pSGF4-ben és a C faktort nagy kópiaszámban 

tartalmazó S. griseus 52-1/pSGF5-ben határoztuk meg a streptomycin koncentrációt. A mérési 

eredmények összefoglalása a 3. táblázat A. részében van. Az antibiotikum koncentrációkat 

összehasonlítva megállapíthatjuk, hogy a C faktor gént nem tartalmazó, viszont streptomycint 

jól termelı S. griseus 52-1 törzs, illetve a C faktort mind kis, mind nagy kópiaszámban 

hordozó transzformánsainak fermentlevében a fent említett antibiotikum koncentrációja nem 

mutat nagy különbségeket. 

 A második mérési sorozatban pedig a C faktort szintén nem termelı S. griseus NRRL B-

2682 vad típusú törzs, A-faktort nem termelı kopasz mutánsának (B-2682 AFN), illetve a 

kopasz mutáns C faktort kis kópiaszámban (S. griseus NRRL B-2682 AFN/pSGF4) és nagy 

kópiaszámban (S. griseus NRRL B-2682 AFN/pSGF5) tartalmazó transzformánsainak 

antibiotikum termelését határoztuk meg. A mérési eredmények összefoglalása a 3. táblázat B. 

részében van. Ebben az esetben sem a vad típusú törzs, sem pedig a bald mutánsa nem termel 
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detektálható mennyiségő streptomycint. A bald mutáns C faktort tartalmazó mindkét 

transzformánsának fermentlevében körülbelül azonos mértékben, jelentısen megnövekedett a 

streptomycin szintje. 

 A harmadik sorozatban ugyanazt a vad típusú S. griseus törzset használtuk, mint az elızı 

esetben, viszont most egy olyan kopasz mutánsát (S. griseus NRRL B-2682 AFP) 

választottuk, mely termel A-faktort. A kopasz mutáns transzformánsai: S. griseus NRRL B-

2682 AFP/pSGF4 és S. griseus NRRL B-2682 AFP/pSGF5 a C faktor gént kis illetve nagy 

kópiaszámban tartalmazzák. A kapott antibiotikum koncentrációk értékei az 3. táblázat C. 

részében vannak feltüntetve. A vad típusú S. griseus törzs és A faktort termelı kopasz 

mutánsa nem szintetizál ezzel a módszerrel kimutatható mennyiségő streptomycint. A C 

faktort kis példányszámban hordozó transzformás esetén mind a 48, mind pedig a 72 órás 

tenyészet fermentlevében jelentısen megnıtt az antibiotikum koncentráció, míg a C faktort 

nagy példányszámban tartalmazó transzformáns fermentlevében antibiotikum nem mutatható 

ki. Figyelemre méltó, hogy ez az eredmény egybecseng azzal a korábban leírt eredménnyel, 

miszerint a S. griseus NRRL B-2682 törzs A faktort termelı kopasz mutánsának (S. griseus 

B-2682 AFP) a normális sporulációját csak a kis kópiaszámú C faktor gén volt képes 

helyreállítani. 

 

3. táblázat. Szőrt szójás táptalajon növesztett különbözı Streptomyces törzsek 48 órás illetve 

72 órás tenyészetének fermentlevébıl agar-diffúziós módszerrel meghatározott streptomycin 

koncentráció.  

 

A 

S. griseus törzs neve 48 órás tenyészet 72 órás tenyészet 

S. griseus 45H nd nd 

S. griseus 52-1 14 µg ml-1 11.5 µg ml-1 

S. griseus 52-1/pSGF4 7.2 µg ml-1 5.8 µg ml-1 

S. griseus 52-1/pSGF5 10 µg ml-1 12 µg ml-1 

 



 55

B 

S. griseus törzs neve 48 órás tenyészet 72 órás tenyészet 

S. griseus NRRL B-2682 nd nd 

S. griseus NRRL B-2682 

AFN 

nd nd 

S.griseus NRRL B-2682 

AFN/pSGF4 

8.2 µg ml-1 11 µg ml-1 

S.griseus NRRL B-2682 

AFN/pSGF5 

11 µg ml-1 12 µg ml-1 

 

C 

S. griseus törzs neve 48 órás tenyészet 72 órás tenyészet 

S. griseus NRRL B-2682 nd nd 

S. griseus NRRL B-2682 

AFP 

nd nd 

S.griseus NRRL B-2682 

AFP/pSGF4 

12 µg ml-1 11.5 µg ml-1 

S.griseus NRRL B-2682 

AFP/pSGF5 

nd nd 

 
 
nd= nem detektálható 
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3.12. AZ A-FAKTOR HIÁNYOS MUTÁNSBAN A TÁPANYAG FELVÉTELBEN ÉS STRESSZ 

VÁLASZBAN RÉSZTVEV İ FEHÉRJÉK TÚLTERMELÉSE FIGYELHET İ MEG  

 

A fejezethez tartozó saját közlemény: 

Birkó Z, Swiatek M, Szájli E, Medzihradszky KF, Vijgenboom E, Penyige A, Keserő J, van 

Wezel GP, Biró S. Lack of A-factor production induces the expression of nutrient scavenging 

and stress-related proteins in Streptomyces griseus. Mol Cell Proteomics 8.10, 2396-2403 

(2009). 

 

A 3.9. fejezetben leírt kísérletek kiértékelésekor, a S. griseus genomi szekvencia 

adatbázis hiányában, csak azokat a fehérjéket sikerült azonosítani, amelyek az akkor 

rendelkezésre álló S. coelicolor és S. avermitilis genomszekvenálások eredményeként 

hozzáférhetı fehérje adatbázisok alapján, vagy egyedi gének adatbázisban lévı szekvenciái 

alapján azonosíthatóak voltak. Ez annak ellenére, hogy a különbözı Streptomyces törzsek 

fehérje szekvenciáinak összehasonlításával megállapítható, hogy az egyes fajokban az ortológ 

fehérjék nagyfokú hasonlóságot mutatnak, az egyes fehérjék azonosítását nagymértékben 

gátolta, hiszen egyetlen (akárcsak konzervatív, azaz a funkciót valószínőleg nem befolyásoló) 

aminosav csere a fehérje iontömeg alapján való azonosítását lehetetlenné teszi. 

Új helyzetet teremtett a S. griseus IFO 13350 törzs genom-szekvencia közzététele 

2008-ben (Ohnishi és mtsai, 2008). Ez annak ellenére, hogy az általunk vizsgált S. griseus 

NRRL B-2682 törzs nem azonos a szekvenált S. griseus IFO1350 törzzsel, a fehérjék 

azonosíthatóságának esélyét nagyságrendekkel megnövelte. Mivel az elızı proteomikai 

analízis során elsısorban olyan fehérjéket azonosítottunk, melyeknek expressziója a kopasz 

mutánsban csökkent, vagy egyáltalán nem is fejezıdött ki, ebben a kísérletsorozatban azt 

vizsgáltuk, melyek azok a fehérjék, melyeknek expressziója a kopasz mutánsban (B-2682 

AFN) nagyobb, mint a vad típusú törzsben (B-2682), vagy a mutáns facC transzformánsában 

(B-2682 AFN/pSGF4). A mutánsban ugyanis elmarad az AdpA regulonba tartozó különbözı 

extracelluláris hidrolázok termelése, melyek a differenciálódó telep szubsztrátmicéliumának 

hidrolízisével, egy kvázi-apoptotikus folyamat során, a fejlıdı légmicéliumot látják el 

tápanyaggal (Miguélez és mtsai, 1999). Ez nyilvánvalóan egy stressz helyzet a differenciálódó 

telepnek, amely valamiféle kompenzációs folyamatot vált ki. Az ebben résztvevı fehérjéket 

kívántuk azonosítani, megismerni. 

16 olyan fehérje foltot azonosítottunk, melyek a vad típusú törzsben (B-2682) és a 

kopasz mutáns transzformánsában (B-2682 AFN/pSGF4) egyáltalán nem voltak 
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detektálhatók, vagy mennyiségük a mutánshoz viszonyítva erısen lecsökkent. Ezek összesen 

10 különbözı fehérjének feleltek meg. Egyes fehérjék ugyanis két (SGR3109, SGR1737, 

SGR5280) vagy több (SGR1498) izoformában is jelen voltak, amelyek vagy 

molekulatömegükben (SGR3109), vagy izoelektromos pontjukban (SGR1502), vagy pedig 

mindkét tulajdonságukban különböztek, s ennek megfelelıen a 2D gélen pozíciójuk eltérı 

volt. Ezen fehérjék expressziós mintázata 72 és 96 órás korban is hasonló volt, s mennyiségük 

mindkét idıpontban jelentısen meghaladta a vad típusú törzs (B-2682) és a mutáns facC 

transzformánsában (B-2682 AFN/pSGF4) észlelt expressziót. A fehérjék listája és néhány 

fontosabb adatuk az 4. táblázatban van összefoglalva. 

Érdekes módon, egy olyan fehérjét is azonosítottunk (SodA mangán szuperoxid 

dizmutáz), amely a szekvenált genomú S. griseus IFO 13350 törzsben nem található meg. A 

SodA kivételével (amely nem található meg S. coelicolorban és S. avermitilisben sem) a 

fehérjék mindegyike változó, de általában nagymértékben konzervált a két annotált genomú 

Streptomycesben, a S. coelicolorban és a S. avermitilisben, ám ugyanez elmondható az 

ugyancsak hozzáférhetı, de még nem befejezett Streptomyces genomi szekvenciák (S. 

clavuligerus, ATCC 27064, S. species Mg1, S. sviceus ATCC 29083, S. pristinaespiralis 

ATCC 25486, S. species SPB74, S. scabies) esetében is. Ez, mivel a fehérjék kifejezıdése 

életciklus függı, valószínőleg arra utal, hogy ezek a fehérjék a Streptomyces 

differenciálódásban fontos szereppel bírnak. 

A fehérjék mindegyike stressz fehérje, s két csoportba sorolhatók: egyesek a környezet 

változásaira adott válasz kialakításában, mások pedig, a tápanyaggal való ellátásban vesznek 

részt. Ez alól látszólag az SGR5704, a Bacillus subtilis spo0M fehérje ortológja kivétel, de 

mivel a sporuláció a vegetatív micélium autolitikus lebontásával jár, ma már ezt is stressz 

mechanizmusnak tartják (Gonzalez-Pastor és mtsai, 2003; Rigali és mtsai, 2008). A gén 

mutációja vagy deléciója B. subtilisben a sporuláció elmaradását okozza (Han és mtsai, 1998). 

Az elsı csoportba tartozik az SGR1460, amely feltételezetten egy ATP/GTP kötı fehérje, s az 

E. coli OsmC fehérje homológja, mely az ozmotikus stresszválaszban játszik szerepet. A 

SodN és SodA szuperoxid dizmutázok pedig az oxidatív stresszválaszban vesznek részt. Ezek 

a fehérjék nem rendelkeznek N-terminális szekréciós szignál szekvenciával, tehát 

citoplazmatikus lokalizációt várnánk. Az SGR4906 SodF superoxid dizmutázról ismert, hogy 

szekréciós szignál szekvencia nélkül ún. autotranszporttal kerül ki a sejtbıl (Henderson és 

mtsai, 2000; Birkó és mtsai, 2007). Mivel ezeket a fehérjéket a tápfolyadékban találtuk, 

feltételezzük, hogy ugyancsak szignál szekvencia nélkül kerülnek szekrécióra.
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4. táblázat. A S. griseus B-2682 AFN törzsben azonosított, megnövekedett expressziót mutató fehérjék.  

ID 
No. 

SSPa Adatbázis 
azonosító 

Elnevezés Egyezésb Lefedettségc Mrd 

(kDa) 
PSD vagy CID megerısítése Secf ADP-ribozilációs 

szekvenciag 
Ortológok SCO/SAVh  

1 3002 SGR1460 Osm C-szerő ATP/GTP-
kötı fehérje 

 
4/9 

 
24% 

 
14.5 

6VAHTNWEGNLIEGK19 

20GVVTFDSSGIGDHPVSWPAR39 
nincs nincs SCO6531 (83%), 

SAV1862 (84%) 

2 0004 SGR2245 szuperoxid dizmutáz 
SodN 

11/15 32% 15 85YPELHQLINDTLK97 
 

nincs nincs SCO5254 (87%), 
SAV2988 (86%) 

3 4603 SGR3109 feltételezett 
aminotranszferáz 

 
31/43 

 
51% 

 
39.4 

2ADIQIPADIKPADGR16 

226HIPEFFSLPTAIDNSLK242 
nincs nincs SCO4366 (87%), 

SAV3883 (87%) 
4 4507 SGR3109 feltételezett 

aminotranszferáz 
 

13/29 
 

37% 
 

39.4 

2ADIQIPADIKPADGR16 

226HIPEFFSLPTAIDNSLK242 
nincs nincs SCO4366 (87%), 

SAV3883 (87%) 
5 1502 SGR1498 xylóz ABC transzporter 

szubsztrát-kötı fehérje 
 

32/34 
 

56% 
 

38.8 
 1-27 21LAACG25 SCO6009 (78%), 

SAV2247 (77%) 
6 2402 SGR1498 xylóz ABC transzporter 

szubsztrát-kötı fehérje 
 

22/27 
 

39% 
 

38.8 

47IGLLLPENQTAR58 125AKDAGIPVVAFDR 137 
254GAGISPLPPVTGQDAELAGVQR275 

 
1-27 

21LAACG25 SCO6009 (78%), 
SAV2247 (77%) 

7 2405 SGR1498 xylóz ABC transzporter 
szubsztrát-kötı fehérje 

 
41/49 

 
56% 

 
38.8 

47IGLLLPENQTAR58  127DAGIPVVAFDR137 
254GAGISPLPPVTGQDAELAGVQR275 

1-27 21LAACG25 SCO6009 (78%), 
SAV2247 (77%) 

8 2404 SGR1498 xylóz ABC transzporter 
szubsztrát-kötı fehérje 

 
31/41 

 
44% 

 
38.8 

47IGLLLPENQTAR58  127DAGIPVVAFDR137 
254GAGISPLPPVTGQDAELAGVQR275 

1-27 21LAACG25 SCO6009 (78%), 
SAV2247 (77%) 

9 8202 SGR5704 
 

Spo0M sporulációs 
kontrol fehérje 

 
16/24 

 
29% 

 
28.5 

38IQGGSVAQQIEGLNVGLQAR57 
192GLHQVELTFVADDR205 

1-17 nincs SCO1793 (81%), 
SAV6485 (83%) 

10 4305 SGR2237 feltételezett arginin-, 
ornitin-kötı fehérje 

 
34/47 

 
69% 

 
33.5 

178SIEDLCGKPAAVQR191 

231SGGSVAGVNDYPVAVDLAR249 

286EAVDAIIADGSYQK 299 

1-25 29LTACG33 SCO5260 (58%), 
SAV2982 (58%) 

11 6701 SGR5275 Maltóz-kötı fehérje 
MalE 

 
21/45 

 
43% 

 
44.8 

73YVNVPFGDAQNK84 87NAAQAGDGAPDVIR100 1-29 18ATACG22 SCO2231 (48%), 
SAV5977 (48%) 

12 1307 SGR1737 glutamát ABC 
transzporter szubsztrát-

kötı fehérje 

 
 

33/35 

 
 

55% 

 
33 

77ADQPYLGFEDQATK90 149QVGFAGPYYK158 

197KPEYGASVVELAK209 
1-22 19ATACG23 SCO5776 (40%), 

SAV2485 (55%) 

13 1303 SGR1737 glutamát ABC 
transzporter szubsztrát-

kötı fehérje 

 
 

35/38 

 
 

56% 

 
33 

77ADQPYLGFEDQATK90 

131GQVDYYVGTYTINDER146 

149QVGFAGPYYK158 197KPEYGASVVELAK209 

1-22 19ATACG23 SCO5776 (40%), 
SAV2485 (55%) 

14 4204  mangán szuperoxid 
dizmutáz SodA 

9/14 56% 22.4 115FKSDFAAAAAGR126 nincs nincs  

15 2702 SGR5280 feltételezett α-amylase 21/25 27% 60.7 295SAVFVDNHDTER306 

406AYVAINHEGSALTR 419 

103AAFAAMVNTCHAAGVK 118 

229LTNPNVYWK237 

1-35 nincs SCO7020 (78%) 
SAV5981 (73%) 

16 1803 SGR5280 feltételezett α-amylase 25/46 44% 60.7 295SAVFVDNHDTER306 

406AYVAINHEGSALTR 419 
1-35 nincs SCO7020 (78%) 

SAV5981 73%) 
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a A PDQuest program által automatikusan adott azonosító szám. 
b Az azonos és észlelt triptikus fragmentek száma. 
c Szekvencia lefedettség. 
d Számított molekulatömeg. A poszttranszlációs modifikáció miatt lényegesen eltérhet 
az észlelt tömegtıl. 
e PSD vagy CID analízissel megerısített szekvenciák. 
f A szekréciós szignál szekvencia hossza. 
g Az ADP-ribozilációs szekvencia pozíciója. 
h A S. coelicolor (SCO) és S. avermitilis (SAV) ortológok azonosító száma és a 
hasonlóság mértéke. 

 

A második csoportba tartozó fehérjék a differenciálódó, és valószínüleg tápanyaghiányos 

telep tápanyaggal való ellátásában játszanak szerepet. Az SGR3109 a Mycobacterium 

tuberculosis SerC foszfoszerin aminotranszferázának ortológja, mely a B6 vitamin, valamint a 

glicin, szerin és treonin bioszintézisben játszik szerepet. Az SGR1498 a xilóz felvételében 

szerepet játszó ABC transzporter fehérje szubsztrát-kötı alegysége (Bertram és mtsai, 2004). 

Az SGR2237 egy arginin-, ornitin-kötı fehérje, mely valószínőleg a poláros aminosavak 

transzportjában vesz részt. Az SGR5275 maltóz-kötı fehérje, mely streptomycesekben a 

maltóz felvételében játszik szerepet (van Wezel és mtsai, 1997a; van Wezel és mtsai, 1997b). 

Az SGR1737 a glutamát ABC transzporter szubsztrát-kötı alegysége. 

Az SGR1498, SGR1737, SGR2237 és SGR5275 fehérjék mindegyike rendelkezik amino-

terminális szekréciós szignál szekvenciával, és egy konzervált prokarióta membrán 

lipoprotein lipid kötıhellyel, amelyben megtalálható a szekréciót szabályzó ADP-

ribozilációban résztvevı konzervált cisztein. 

A kopasz mutánsban (B-2682 AFN) túltermelt azonosított extracelluláris fehérjék egy 

része meglepetésünkre lipoprotein, melyek a sejtfelszínen lokalizálódnak, tehát a 

szekretomban észlelt koncentrációjuk nem feltétlenül tükrözi génjük transzkripciós 

aktivitását. Ez természetesen igaz a szekretom összes fehérjéjére is, mivel a szintetizált 

fehérje mennyisége poszttranszkripcionálisan, valamint a transzlációs és poszttranszlációs 

lépések során is szabályozható. Ezért annak eldöntésére, hogy az észlelt fehérje túltermelés 

legalábbis részben a gének fokozott transzkripciójának a következménye-e, vizsgáltuk a 

tenyészetekben a gének expresszióját szemi-kvantitatív RT-PCR módszerrel (18. ábra). 

Eredményeink azt mutatták, hogy az összes vizsgált fehérje transzkripciója jelentısen 

magasabb volt a légmicélium képzés korai szakaszában (A oszlopok) a kopasz mutánsban (B-

2682 AFN), mint a vad típusú törzsben (B-2682). Ez a streptomycesek életciklusa során 

megfelel annak a kritikus szakasznak, amikor a programozott sejthalál megkezdıdik, és a 
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sejtek lízise szolgáltatja a tápanyagot a differenciálódó légmicéliumnak. Lényegesen kisebb 

expressziós szintkülönbséget észleltünk a vizsgált törzsek között a sporuláció idıszakában. (S 

oszlopok). Ez arra utal, hogy a transzkripció fokozódása a programozott sejthalál idıszakára 

specifikus. 

 

18. ábra. A S. griseus B-2682 AFN törzsben túltermelt 9 ismert szekvenciájú gén 

transzkripciójának vizsgálata szemikvantitatív RT-PCR módszerrel. A. Mintavétel a 

légmicélium képzés idıszakában (36 óra); S. Mintavétel a sporuláció idıszakában (54 óra). 

Az rpsI az SGR2801 fehérje génje, mely az S9 riboszómális fehérjét kódolja, s belsı 

kontrollként használtuk. No RT. Kontroll, mely azonos az rspI-el, csak nem adtunk reverz 

transzkriptázt.  

 

Összegzésül elmondhatjuk, hogy az A-faktort nem termelı kopasz mutánsban (B-2682 

AFN) a környezeti stresszhatásokra és a tápanyagellátásra reagáló fehérjék túltermelését 

állapítottuk meg, s ezek túltermelése ─ legalábbis részben ─ a gének megnövekedett 

expressziójával magyarázható. Az azonosított fehérjék egy része a környezet 

tápanyagellátottságának folytonos monitorozásában, továbbá a tápanyagok megkötésében és 
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felvételében szerepet játszó ABC transzporter fehérje szubsztrát-kötı alegysége. Ezekrıl a 

fehérjékrıl, és a foszfotranszferáz rendszerekrıl ismert, hogy lényegesen befolyásolják a 

sejtdifferenciálódás folyamatát (Colson és mtsai, 2008; Saito és Schrempf, 2004; Nothaft és 

mtsai, 2003, Kamionka és mtsai, 2002). Egy in silico analízis szerint S. coelicolorban 81 ABC 

transzporter fehérje van, melyek cukrok, oligopeptidek, és egyéb tápanyagok felvételében 

játszanak szerepet (Bertram és mtsai, 2004). Egy korábbi proteomikai vizsgálat (Kim és 

mtsai, 2005) ugyancsak azt mutatta, hogy S. coelicolorban a membrán-asszociált fehérjék 

nagy része – köztük a SCO5776, SCO2231, SCO6009, melyeknek ortológjait mi is 

azonosítottuk S. griseusban – ABC transzporter. Kísérleti eredményeink tehát jó összhangban 

vannak ezekkel a korábbi eredményekkel, illetve kiegészítik azokat. 

A C faktor és A-faktor regulációs útvonalak öszefüggését, és az általuk indukált 

differenciális génexpressziót proteomikai módszerrel vizsgáló dolgozataink a Molecular and 

Cellular Proteomics folyóiratban 2007. 03. 20.-án és 2009. 07. 22.-én jelentek meg. A 

második dolgozat megjelenése után rövidesen 2009. 08. 04.-én megjelent a Horinouchi 

munkacsoportnak egy proteomikai dolgozata (Akanuma és mtsai, 2009), mely logikájában és 

módszertanában megegyezik a mi publikációinkkal. Ebben a vad típusú S. griseus IFO 13350 

törzs és ∆adpA deléciós mutánsának folyékony tenyészetbeli extracelluláris proteom 

összehasonlítását végzik el. Azonosítanak 38 szekretált fehérjét, köztük proteázokat és más 

hidrolázokat, melyek expressziója a vizsgált törzsekben eltérı. A csak a vad típusú törzsben 

azonosított fehérjék közül négy megegyezik az általunk korábban azonosított fehérjékkel 

(SGR2791 = Cpase SG karboxipeptidáz; SGR2095 = SgmA metallo-endopeptidáz; SGR5809 

= SGAP aminopeptidáz; SGR3933 = Psts foszfát ABC transzporter szubsztrát-kötı alegység). 

Ezek expressziója a mi korábbi kísérleteink szerint is A-faktor függı, csak a vad típusú 

törzsben (B-2682) és az A-faktort nem termelı kopasz mutáns facC transzformánsában (B-

2682 AFN/pSGF4) fejezıdnek ki, vagy expressziójuk ezekben lényegesen magasabb, mint a 

kopasz mutánsban.  

Azonosítottak továbbá a ∆adpA törzsben túltermelt fehérjéket is melyek közül négy 

olyan van (SGR3109 foszfoszerin aminotranszferáz; SGR1498 xilóz ABC transzporter 

szubsztrát-kötı alegység; SGR5704 Spo0M sporulációs kontroll fehérje ortológja; SGR2237 

arginin-, ornitin ABC transzporter szubsztrát-kötı alegység), amelyeket korábban mi is 

azonosítottunk, mint az A-faktort nem termelı kopasz mutánsban (B-2682 AFN) 

túltermelıdött fehérjét. Transzkriptom analízist is végeztek, melyben megállapítják, hogy 

majdnem minden AdpA függı fehérje fokozott expressziója megnövekedett transzkripciós 

aktivitás eredménye. 
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Ezek az eredmények a mi korábbi eredményeink egyértelmő megerısítései.  

A Horinouchi munkacsoport ugyancsak 2009-ben közölte egy DNS mikroarray 

analízisen alapuló transzkriptom vizsgálat eredményét (Hara és mtsai, 2009), amelyben a S. 

griseus IFO 13350 ∆adpA törzs génexpressziós profilját és annak A-faktor adására történı 

változását vizsgálták folyékony tenyészetben. Megállapítják, hogy 74 transzkripciós egységbe 

tartozó 152 gén expressziója indukálható A-faktorral. Ebbıl 32 esetben az AdpA fehérjének a 

gén promoteréhez való kötıdését is igazolták. A gének a S. griseus kromoszómán elszórtan 

helyezkednek el, s igen sok köztük a még ismeretlen funkciójú. Ez azt az egyébként nem 

meglepı üzenetet hordozza, hogy a streptomycesek differenciálódását szabályzó 

extracelluláris autoregulátorok még jó néhány eddig felderítetlen útvonalon keresztül fejtik ki 

hatásukat. 
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3.13. FACC HOMOLÓGOK A STREPTOMYCESEK MELLETT EL İFORDULNAK FONALAS 

GOMBÁKBAN , BAKTÉRIUMOKBAN ÉS BAKTERIOFÁGOKBAN IS  

 

A fejezethez tartozó saját közlemény: 

K. F. Chater, S. Biró, K. J. Lee, T. Palmer, H. Schrempf. The complex extracellular biology 

of Streptomyces. FEMS Microbiol Rev. Közlésre elfogadva. 

 

A C faktor fehérje génje streptomycesekben csak sporadikusan fordul elı, ami a gén 

horizontális géntranszferrel (HGT) való terjedésére utal. 19 hozzáférhetı annotált vagy még 

nem véglegesen annotált Streptomyces genom közül csak a S. albus (98% szekvencia 

azonosság aminosav szinten) S. scabies (52%), S. ambofaciens (51%), S. clavuligerus (35%) 

és Streptomyces sp. Mg1 (27%) törzsekben fordul elı, míg S. coelicolorban, S. avermitilisben, 

és S. griseusban nem. Ez utóbbi tény is arra utal, hogy a C faktor termelı törzs valójában nem 

S. griseus, hanem S. albidoflavus (L. 3.1 fejezet). A Saccharopolyspora erythraea (korábbi 

taxonómiai besorolása Streptomyces erythreus) ugyancsak rendelkezik facC génnel (L. a 

disszertáció végén, Függelék, F1. táblázat). A S. albus fehérje valószínőleg a C faktor 

ortológja. A S. scabies és S. ambofaciens fehérje csak 52 illetve 51%-ban azonos a S. griseus 

45H fehérjével, míg a háztartási gének termékei általában 80% fölött azonosak, a paralógok 

pedig jóval 50% alatt (Chater és Chandra, 2006). Ez arra utal, hogy a S. scabies és S. 

ambofaciens gének vagy nagyfokban divergált ortológjai, vagy pedig HGT-vel felvett 

paralógjai a facC-nek. 

Amikor kiderült, hogy a C faktor termelı törzs nem S. griseus, hanem S. albidoflavus, 

vizsgáltuk a facC gén elıfordulását a S. albidoflavus csoport törzseiben Southern 

hibridizációval. A négy vizsgált törzs közül háromban (S. canescens, S. odorifer, S. 

sampsonii) erıs hibridizációs szignált kaptunk (Kiss és mtsai, 2008), ami arra utal, hogy 

ezekbe a törzsekbe a csoport kialakulásakor került a gén. Azt feltételezve, hogy 1% 16S rDNS 

szekvencia divergencia kb. 50 millió év alatt jön létre (Ochman és mtsai, 1999; AC Ward 

személyes közlés), ez kb. 140 millió évvel ezelıtt történt. 

70 további hozzáférhetı, részben vagy teljesen annotált Actinomycetes genomból (30 

nemzetség, 56 faj) C faktor homológot mindössze kettıben találtunk. Ez a Thermomonospora 

curvata (52% szekvencia azonosság aminosav szinten) és a Stackebrandtia nassauensis 

három (37%, 35% és 26%) homológgal (F2. táblázat). 

Adatbázis szekvencia analízissel további C faktor homológokat találtunk, fıleg az 

alacsony GC tartalmú Gram pozitív baktériumokban (F3. táblázat) és fágjaikban (F4. 
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táblázat). A 68 bakteriális homológból 22 Staphylococcus aureus törzsekben található, de 

nem minden szekvenált genomú Staphylococcus aureus törzsben van meg, továbbá más 

Staphylococcus fajokban egyáltalán nem fordul elı. További 30 homológ különbözı 

Lactobacillus fajokban, 4 pedig Listeria monocytogenes törzsekben található. A maradék 

elszórtan fıleg Gram pozitív baktériumokban, de található facC homológ 3 Gram negatív 

baktériumban (E. coli és Bacteroides fajok) is. Ezekbıl a Bacillus subtilis TagC fehérjéje az 

egyetlen, amely a facC klónozása és szekvenálása idıpontjában ismert volt, s funkcióját 

kromoszómális lokalizációja alapján a teichoinsav bioszintézisben gondolták, de késıbb 

kiderült, hogy szerepe a DNS károsodással indukálható DNS javításban van (Mauël és mtsai, 

1994). 

A 38 homológ fágfehérjébıl 37 Staphylococcus fágokban, 1 pedig Lactobacillus 

fágban fordul elı. 

A C faktor homológok az alacsony GC tartalmú Gram pozitív baktériumokban és 

fágjaikban egy nagyobb fehérje egyik doménjét alkotják (PD397534 a ProDom adatbázis 

2006.1). Mindegyikben megtalálható két ismeretlen funkciójú C-terminális domén, és egy 

vagy három ismeretlen funkciójú N-terminális domén. 

A Staphylococcus fágokat részletesen tanulmányozták, s csoportosították morfológiai 

bélyegek és genom méret, illetve hasonlóság alapján (Iandolo és mtsai, 2002; Kwan és mtsai, 

2005; Vybiral és mtsai, 2003; Yamaguchi és mtsai, 2000). Az általuk hordozott C faktor 

domén, illetve a C faktor domént hordozó fehérjék nagyon hasonlóak, s nincs összefüggésük 

a csoportba sorolással. A Lactobacillus fág homológ egy struktúrfehérje (Mikkonen és 

Alatassova, 1994), s bár nagy mérető, de csak egyetlen ismert doménje van (PD397534). 

Meglepetésünkre, ugyancsak találtunk C faktor homológokat, összesen 15 fehérjét, 

fonalas gombákban is (F5. táblázat). Az Aspergillus fumigatus és Neosartorya fisherii 

törzsekben 2-2, kismértékben eltérı, s valószínüleg függetlenül felvett gén található. 

Megtalálható továbbá Chaetomium globosum, Penicillium chrysogenum, Ajellomyces 

dermatitidis, Ajellomyces capsulata, Paracoccoides brasiliensis, Podospora anserina és 

Aspergillus terreus törzsekben is. (Ez utóbbi fehérje az annotálás szerint sokkal rövidebb a 

többi C faktor homológnál, ami valószínőleg annotálási hibára utal.). Nincs ugyanakkor C 

faktor gén a részletesen tanulmányozott Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces 

pombe, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger és Neurospora crassa törzsekben. A gomba 

fehérjék, a Streptomyces fehérjékhez hasonlóan csak a C faktor domént (PD397534) 

tartalmazzák, és általában jobban hasonlítanak az Actinomycetes-fonalas gomba csoport 

tagjaihoz (19. ábra), mint a bakteriális és fág fehérjékhez. Érdekes kivétel ez alól két 
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bakteriális bakteriocin (Joerger and Klaenhammer, 1990), amelyek mind a filogenetikai 

analízis szerint, mind pedig méretükben a Streptomyces-fonalas gomba alcsoport fehérjéihez 

hasonlóak (19. ábra).  

További érdekesség, hogy a Staphylococcus aureus (NCTC 8325) törzs 2 db. (F3. 

táblázat, 7. és 26. fehérjék), a Staphylococcus aureus JH1 törzs három db. (F3. táblázat, 10. 

17. és 23. fehérjék), a Staphylococcus aureus JH9 törzs 3 db. (F3. táblázat, 11. 16. és 25. 

fehérjék), a Staphylococcus aureus (Newman) törzs pedig ugyancsak 3 db. C faktor 

homológgal rendelkezik (F3. táblázat, 24. 27. és 28. fehérjék). Az egy törzsben elıforduló C 

faktor homológok egymással különbözı mértékben (87%, 44%, 43%) azonosak, de a 

különbözı törzsekben található homológok egymással gyakran azonosak (L. F3. táblázat, 3. – 

8. fehérjék; 10. – 13. fehérjék, stb), ami közös eredetre utal. 

A C faktor homológok többszörös elıfordulása a Lactobacillus fajokra is jellemzı. A 

L. crispatus JV-V01 törzs 2 db. (F3. táblázat, 35. és 48. fehérje), a L. ultunensis DSM 16047 

törzs ugyancsak 2 db. (F3. táblázat, 20. és 43. fehérje), a L. buchneri (ATCC 11577) törzs 6 

db. (F3. táblázat, 33. 37. 52. 53. 56. és 58. fehérje, melyek közül 4 db. 300 aminosavnyi, 2 db. 

pedig 600 aminosavnyi hosszúságú), a L. hilgardii (ATCC 8290) ugyancsak 6 db. homológ 

fehérjével rendelkezik (F3. táblázat, 55. 57. 61. 63. 64. 65. fehérje, melyek mérete a 100 és 

900 aminosavnyi tartományban változik). A Lactobacillus törzsekben található C faktor 

homológok azonosságának mértéke eltérı, s teljesen azonos nincs köztük. 

Az ebbe az alcsoportba tartozó fehérjék valószínőleg szekrécióra kerülnek: a C faktor fehérje 

twin arginine transzlokációs (Tat) útvonalnak megfelelı szekréciós szignálját, amely a 

Streptomyces homológokban általános, a gomba fehérjékben és a helveticinekben egy a 

SignalP programmal (Bendtsen és mtsai, 2004) azonosítható szekréciós szignál helyettesíti. 

Ez arra utal, hogy ezek a fehérjék is kiválasztásra kerülnek, de nem háromdimenziós 

szerkezetük megtartásával. Térszerkezetüket az extracitoplazmatikus térben is képesek 

felvenni. 
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3.14. A FACC GÉN VALÓSZÍN ŐLEG HORIZONTÁLIS GÉNTRANSZFERREL TERJEDT  

 

A fejezethez tartozó saját közlemény: 

K. F. Chater, S Biró, K. J. Lee, T. Palmer. The amazingly complex extracellular biology of 

Streptomyces. FEMS Microbiol Rev. Közlésre elfogadva. 

 

Az elızı fejezetben összefoglalt adatok, miszerint a C faktor gén elıfordulása 

streptomycesekben és fonalas gombákban sporadikus, baktériumokban pedig csak bizonyos 

fajokban és fágjaikban fordul elı, arra utalnak, hogy a C faktor génje horizontális 

géntranszferrel terjedt a mikróbákban. Ez összhangban van azzal az öt hozzáférhetı 

szekvenált genomú Streptomyces törzs genomjának összehasonlításán alapuló 

megállapítással, mely szerint a törzsek genomjának 20%-a egyedi, törzs-specifikus géneket 

kódol, melyek valószínőleg HGT-vel kerültek ezekbe a törzsekbe a szétválásuk után eltelt 

évmilliók során (Keith Chater és Govind Chandra, nem közölt adatok). A különbözı 

mikroorganizmusokban elıforduló C faktor homológok reprezentatív képviselıinek 

szekvenciái alapján szerkesztett filogenetikai fa ugyancsak laterális transzferre utal (19. ábra). 

A törzsfa egyik jól elkülönült csoportja a Staphylococcus aureus törzsek és fágjaik 

csoportja. Ezek között a fágok által közvetített HGT-t feltételezni teljesen kézenfekvı. 

A törzsfa másik jól elkülönült csoportja az Actinomycetes-fonalas gombák csoportja, 

amelyek érdekes módon egy csoportot alkotnak. Különösen a S. scabies és Penicillium 

chrysogenum fehérjék nagyfokú hasonlósága szembetőnı, ami egy nemrég bekövetkezett 

HGT-re utal a bakteriális és a gomba királyságok között. A fonalas gombák és 

streptomycesek közötti génátadást az is nagyban megkönnyítheti, hogy élıhelyük és ökológiai 

igényük közös. A streptomycesek rendelkeznek kitinázokkal, amelyek a gomba sejtfal 

emésztésére képesek, a fonalas gombák pedig sokféle β-laktám antibiotikumot termelnek, 

amelyek a bakteriális sejtfal bioszintézist gátolják. Ezekkel tehát képesek egymás 

életfolyamatainak gátlására s következésképpen egymás anyagainak felvételére is. A fonalas 

gombák β-laktám termelı képességérıl egyébként úgy gondolják, hogy HGT-vel került a 

gombákba talajbaktériumokból, feltételezhetıen streptomycesekbıl (Aharonovitz és mtsai, 

1992) 
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19. ábra. A C faktor homológ fehérjék reprezentatív képviselıinek filogenetikai törzsfája.  

A fehérjék neve eredetük szerint színesen van nyomtatva. Fekete: Streptomyces és egyéb 

micéliális növekedéső Actinomycetes. Sötétvörös: micéliális növekedéső gombák. Világos 

piros: Gram pozitív baktérium. Kék: Bakteriofágok. 

A törzsfa szerkesztéséhez a függelék táblázataiban megadott szekvenciákból válogatott 

reprezentatív szekvenciákat használtuk. A Bacillus subtilis TagC fehérje volt a külsı 

referencia az analízis során. A fehérje szekvenciákat a t-coffee programmal illesztettük 

(Notredame és mtsai, 2000). Használtuk továbbá a Philip programot (Felsenstein, 1989; 

Felsenstein, 2005), és a dendroscope programot (Huson és mtsai, 2007).  
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RÖVIDÍTÉSEK: 

STRGR  Streptomyces griseus 
Salbus   Streptomyces albus 
Sscab   Streptomyces scabies 
Saery   Saccharopolyspora erythraea (Streptomyces erythreus) 
STTRCL  Streptomyces clavuligerus 
Strmg1  Streptomyces sp. Mg1 
C4DNK6  Stackebrandtia nassauensis 
THECU  Thermomonospora curvata 
ASPFU  Aspergillus fumigatus 
NEOFI   Neosartorya fischeri 
CHAGB  Chaetomium globosum 
PENCW  Penicillium chrysogenum (Wisconsin) 
AJEDE  Ajellomyces dermatitidis 
PARBR  Paracoccidioides brasiliensis 
PODAN  Podospora anserina 
BACSU  Bacillus subtilis 
LISMO  Listeria monocytogenes 
STAAE  Staphylococcus aureus (Newman) 
STAA2  Staphylococcus aureus (JH1)  
STAAR  Staphylococcus aureus (MRSA252) 
LACSK  Lactobacillus sakei subsp. carnosus (DSM 15831) 
LACH4  Lactobacillus helveticus (DPC 4571) 
BPLLH  Lactobacillus Delbrueckii fág LLH  
Q4ZE58  Staphylococcus fág 66 
Q4ZDU1  Staphylococcus fág 69 
Q4ZAV3  Staphylococcus fág 52A 
Q4ZBA3  Staphylococcus fág 55 
Q4ZCZ9  Staphylococcus fág 42E 
Q4ZCK5  Staphylococcus fág 47 
Q9B0C7  Staphylococcus fág PHISLT 
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3.15. A C FAKTOR GÉN , MINT LEHETSÉGES DIAGNOSZTIKAI MARKER ASZPERGILLÓZIS 

DETEKTÁLÁSÁBAN  

 

A fejezethez tartozó saját közlemény: 

Biró Sándor, Birkó Zsuzsanna és Paholcsek Melinda. Aszpergillózisos betegségek 

detektálására alkalmas diagnosztikai módszer. P0800722 alapszámú magyar szabadalmi 

bejelentés. 2008. 

 

Az Aspergillus nemzetségbe tartozó gombákkal környezetünkben bárhol 

találkozhatunk, de opportunista patogénként csak legyengült immunrendszerő egyéneket 

fertıznek meg. A veszélyeztetett csoportba csak az immunodeprimált betegek (AIDS-esek, 

leukémiások, szerv- és csontvelı-transzplantáltak, kemoterápiás kezelés alatt álló betegek) 

tartoznak, mégis, a Candida fajok mellett az Aspergillus fajok felelısek a második 

leggyakoribb nozokomiális gombás betegségekért. Majd minden húszezredik ember érintett. 

Ennek magyarázatát minden bizonnyal a mesterséges immunszupresszáns kezelések 

számának drasztikus mértékben történı növekedése adja.  

A fertızéseket az esetek döntı többségében az Ascomycota törzsbe tartozó Aspergillus 

fumigatus fonalas gomba okozza. Az elmúlt években azonban jelentısen emelkedett az A. 

terreus által okozott esetek gyakorisága is (Baddley et al., 2003; Denning, 2006). Még az 

elmúlt évtized antifungális terápiájának rohamos fejlıdése ellenére is az aszpergillózisos 

esetek továbbra is a fejlett országok magas morbiditással és mortalitással járó betegségei közé 

tartoznak.  

A szervezetbe jutott gombák konídiospóráinak megtelepedésétıl függıen a mikózis 

többféle változatát különböztetjük meg. A krónikus forma az idı elırehaladtával, megfelelı 

kezelés hiányában és a fertızı ágens vérrendszer közvetítette szétterjedése révén, 

generalizálódik. 

Az invazív mikózisok viszonylag magas morbiditási, valamint mortalitási aránya a 

megfelelı érzékenységő és specificitású diagnosztikai módszerek hiányával, valamint ebbıl 

adódóan a betegség korai, többnyire tünetmentes fázisában megkezdett antifungális terápia 

hiányával magyarázható, holott az utóbbi idıben jelentıs elırelépésrıl számoltak be a 

Posaconazole, és az orálisan és intravénásan is adható triazol, a Voriconazol antifungális 

szerek alkalmazásakor (Siwek et al., 2006; Marco et al., 1998). Antifungális terápia 

hiányában pedig a betegeknek semmi esélyük a túlélésre. A mortalitási arány 100% (Denning, 
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2006). Ezért könnyen belátható, hogy kiemelkedı fontossággal bírna egy költséghatékony, 

érzékeny és megbízható diagnosztikai módszer kidolgozása. 

A megbízható diagnózis felállítása számos nehézségbe ütközik. A betegség tünetei 

egyáltalán nem specifikusak, illetve az okozó ágensek más fajokkal való együttes 

elıfordulásából kifolyólag csak nehezen azonosíthatóak. Pedig fontos lenne species szintő 

detektálásuk, ami a célzott gombaellenes terápia elıfeltétele. A megtámadott szövetekben a 

gombák jelenléte kellı biztonsággal csak a megfelelı helyrıl származó minták 

gombatenyészeteinek elemzésével vagy hisztológiai vizsgálatával igazolható, azonban ilyen 

eljárásokra egyrészt majdnem kizárólag csak post mortem kerül sor, másrészt pedig csak 

ritkán alkalmasak speciesszintő azonosításra. A mikrobiológiai és hisztopatológiai vizsgálatok 

idıigényesek és gyakran biopsziás mintavételt igényelnek, melyek a fennálló 

háttérbetegség(ek) kockázati tényezıibıl adódóan nem minden esetben kivitelezhetıek. A 

különbözı képalkotó eljárások, mint a röntgen-, CT-, MR-, vizsgálatok, valamint a köpetbıl, 

orrváladékból, BAL-ból (bronchoalveoláris mosófolyadék) stb. kitenyészthetı fajok már 

ugyancsak a betegség elırehaladott voltát jelzik (White és mtsai, 2006; Erjavec és Verweij, 

2002).  

Napjainkban, a kereskedelmi forgalomban elérhetı, aszpergillózisos esetek 

detektálására alkalmas diagnosztikai módszerek a tenyésztéseken és képalkotó eljárásokon 

kívül lehetnek:  

1. szerológiaiak, mely esszék a plazmában keringı gombasejtfal alkotókat (1,3-ß-D-

glukán molekula 1,5-ß-galaktofuranozil oldallánca, vagy egyéb poliszacharid komponens pl. a 

hıstabil galaktomannán) detektálják.  

2. DNS alapúak, 

3. valamint ezek kombinációja (Florent és mtsai, 2006; Denning; 2006; Williamson és mtsai, 

2000). Ez utóbbi „hibrid” eljárás elınye abban áll, hogy ötvözi a PCR reakciók erısségét 

képezı magasfokú (94-100%) specificitást és a szerológiai módszerekre jellemzı nagy 

érzékenységet (85-100%) (Aquino és mtsai, 2007). 

A szerológiai módszerek hatalmas elınye a gyors kivitelezhetıség. Szemben az 

idıigényes tenyésztéses folyamatokkal 3 órán belül eredményt szolgáltatnak (Aquino et al., 

2007), mivel azonban az élıvilágban általánosan elıforduló gombasejtfalalkotókra szőrnek, 

nagy hiányosságuk, hogy nem alkalmasak species szintő detektálásra. Ezért kombinálni kell 

ıket más, gomba DNS detektálását célzó módszerekkel (fészkelt-PCR, kvantitatív valós idejő 

PCR). Ezeket többnyire a 28S riboszomális RNS gén konzervált szekvenciáihoz tervezik.  
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A DNS kimutatáson alapuló metódusok könnyő kivitelezhetıségük, 

idıtakarékosságuk és jó reprodukálhatóságuk miatt rendkívül elterjedtek. A célgén 

minıségétıl függıen magasfokú specificitást (közel 100%) mutatnak (Aquino és mtsai, 

2007).  

A szerológiai módszerekkel ellentétben, a megfelelıen megtervezett esszék az 

Aspergillusok fajszintő azonosításra képesek (Erjavec és Verweij, 2002). Fontos továbbá, 

hogy a nagy százalékban jelentkezı fals-pozitív eredmények csak az imént taglalt módszerek 

(szerológiai, valamint DNS alapú) megfelelı kombinációjával és a kapott eredmények 

többszöri reprodukálásával zárhatóak csak ki. Szerológiai módszerek esetén a hamis-pozitív 

eredmények kiugróan magas száma (14%) olyan betegcsoportok esetében tapasztalható, 

akiket közvetlenül a diagnózist megelızıen Piperacillin-Tazobactam, Ampicillin-Sulbactam 

valamint Amoxicillin-Klavulánsav béta-laktám típusú antibiotikumok és béta-laktamáz gátlók 

együttes kombinációjával valamint egyéb antibiotikumokkal mint Penicillin G, Ceftriaxon, 

Imipenem, Ciprofloxacin, Vancomicin, Gentamicin stb. kezeltek (Aquino és mtsai, 2007). 

Ezen esetek kontaminációra vezethetık vissza, ami azzal magyarázható, hogy egészséges 

szervezetőek esetén a mintaelıkészítés vagy feldolgozás során véletlenül, vagy egyes 

antibiotikum kezelés alatt álló egyének esetén mesterségesen szennyezıanyagok jutnak a 

véráramba (a béta-laktám típusú antibiotikumokat termelı Acremonium genusz sejtfalában 

szintén találhatóak galaktofuranozil oldalláncok) (Florent és mtsai, 2006). A real time 

rendszerben kivitelezett PCR-reakciók alkalmával pedig, melyek a gombákban általánosan 

jelenlévı riboszómális RNS gén kimutatásán alapulnak, még egészséges egyének esetében is 

elkerülhetetlen, hogy a felhasznált szérum-, köpet-, valamint a különbözı testfolyadékokból 

(bronchoalveoláris folyadék) származó minták ne tartalmazzanak különbözı, a környezetbıl 

származó és a szervezet védekezı mechanizmusai által roncsolt, gomba eredető 

nukleinsavakat (Bolehovska és mtsai, 2006). 

A fentiekben taglaltak alapján elmondható, hogy egyértelmő és megbízható diagnózis 

felállítása a különbözı diagnosztikai módszerek megfelelı kombinálását igényli, melyek 

jelentıs idı-, energia- és költségvonzattal járnak. Ugyanakkor a veszélyeztetett csoportok 

szőrése a megelızı jellegő rutindiagnosztika részét kellene, hogy képezze.  

Ezért nagy jelentıséggel bír egy olyan dignosztikai módszer beállítása, mely önmagában is, 

rövid idı alatt (egy napon belül), megbízható eredményeket szolgáltat, és a veszélyeztetett 

csoportba tartozó betegek megelızı jellegő szőrésével megoldást jelentene a késıi diagnózis 

problémájára. 
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Az a 3.13 fejezetben leírt meglepı adat, miszerint az általunk felfedezett és részletesen 

tanulmányozott C faktor fehérje az aszpergillózist okozó A. fumigatus, A. terreus, és 

Neosartorya fisherii törzsekben, s még néhány további gomba fajban (Chaetomium globosum, 

Penicillium chrysogenum, Ajellomyces dermatitidis, Ajellomyces capsulata, Paracoccoides 

brasiliensis, Podospora anserina) megtalálható, de nem általános a gomba fajokban, 

felvetette annak lehetıségét, hogy a facC gén kimutatása felhasználható aszpergillózis 

diagnosztizálására kvantitatív, valós idejő polimeráz láncreakcióban (Q-RT-PCR). Mivel az 

egyes fajokban a gén szekvenciája divergált, elvileg az is lehetséges, hogy olyan fajspecifikus 

Q-RT-PCR reakció tervezhetı, amely csak és kizárólag egyetlen faj (pl. Aspergillus 

fumigatus) DNS-ét képes detektálni. 

Ehhez elsı lépésben hagyományos PCR reakciókban vizsgáltuk, hogy tudunk-e olyan 

primerpárt és reakciókörülményeket alkalmazni, amelynél csak az egyik, vagy másik faj 

DNS-ével kapunk DNS amplifikációt. Mivel ez lehetséges volt az A. fumigatus, A. terreus és 

Neosartorya fischerii esetében is, továbbléptünk, s fajspecifikus TaqMan-MGB alapú Q-RT-

PCR esszéket terveztünk az A. fumigatus és az A. terreus kimutatására. Az alkalmazott 

primerek és próbák szekvenciáit ezúttal nem tüntethetem fel, ezek szabadalmi bejelentés alatt 

állnak. Az esszék a kipróbálás során nagyon specifikusnak bizonyultak, nem mutattak 

semmiféle keresztreakciót más fajok DNS-ével (20. ábra). Vizsgáltuk továbbá az egyes esszék 

érzékenységét. Mind az A. fumigatus (21. ábra), mind pedig az A. terreus (22. ábra) esszé 

legalább a pikogrammos tartományig érzékeny. Az esszék nem keresztreagáltak humán 

eredető DNS-sel (23. ábra), azaz amennyiben emberi testfolyadékból származó DNS mintákat 

vizsgálunk, és abban az esszével reagáló DNS van, az nem humán, hanem gomba eredető. 
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20. ábra. Az Aspergillus fumigatus és A. terreus esszék vizsgálata saját és idegen gomba 

DNS-sel. Az 1. és 2. (4 ng); 3. és 4. (0.8 ng); 5. és 6. (0.16 ng) amplifikációs profilt a 

zárójelben megadott mennyiségő A. fumigatus templát és A. fumigatus specifikus esszé 

alkalmazásával kaptuk. A 7. és 8. (4 ng); 9. és 10. (0,8 ng); 11. és 12 (0,16 ng) amplifikációs 

profilt a zárójelben megadott mennyiségő A. terreus templát és A. terreus specifikus esszé 

használatakor kaptuk. Az A. fumigatus TaqMan esszé az A. terreus DNS-sel ill. fordítva nem 

adott amplifikációt (vízszintes lefutású, számozatlan görbék). Az ábra a normalizált 

fluoreszcencia intenzitást (Rn) mutatja a ciklusszám függvényében. 

 

 

21. ábra. Aspergillus fumigatus TaqMan esszé érzékenységének meghatározása. NTC, templát 

DNS nélküli kontrol, 1. és 2. 4 ng, 3. és 4. 0,8 ng, 5. és 6. 0,16 ng, 7. és 8. 16 pg, 9. és 10. 1,6 

pg DNS koncentráció esetében az amplifikációs profil. Az ábra a normalizált fluoreszcencia 

intenzitást (Rn) mutatja a ciklusszám függvényében. 
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22. ábra. Aspergillus terreus TaqMan esszé érzékenységének meghatározása. NTC, templát 

DNS nélküli kontrol, 1. és 2. 4 ng, 3. és 4. 0,8 ng, 5. és 6. 0,16 ng, 7. és 8. 16 pg, 9. és 10. 1,6 

pg DNS koncentráció esetében az amplifikációs profil. Az ábra a normalizált fluoreszcencia 

intenzitást (Rn) mutatja a ciklusszám függvényében. 

 

 

23. ábra. Az Aspergillus terreus esszé tesztelése humán genomiális DNS-el. Az 1. és 2., a 3. 

és 4., az 5. és 6. valamint a 7. és 8. számú görbék négy különbözı egészséges ember vérébıl 

izolált humán DNS templát felhasználásával készültek. Ezekben a reakciókban nincs 

amplifikálás. Az ábra a normalizált fluoreszcencia intenzitást (Rn) mutatja a ciklusszám 

függvényében. 
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3.16. A C FAKTOR SZEREPET JÁTSZHAT A NÖVÉNYPATOGENITÁSBAN  

 

A fejezethez tartozó saját közlemény: 

Kiss Z, Dobránszki J, Hudák I, Birkó Z, Vargha G, Biró S. The possible role of factor C in 

common scab disease development. Acta Biol Acad Sci Hung. Közlésre elfogadva. 

 

A streptomycesek a talaj baktériumpopulációjának jelentıs részét alkotják (Janssen, 

2006), s kapcsolatba kerülnek az állat és növényvilág egyedeivel. Megbetegedést azonban 

szerencsére csak nagyon ritkán okoznak, azaz nagyon kevés köztük a patogén.  

Mint a 3.13 fejezetben leírtam, a C faktor gén elıfordulása streptomycesekben nem 

általános, csak kevés fajban található meg. Ezek közé tartozik a növénypatogén S. scabies is, 

amely a burgonya (és más gumós növények) varasodását, s ezáltal felbecsülhetetlen gazdasági 

károkat okoz. 

A patogenitás egy rendkívül komplex, nagyfokú koordinációt feltételezı, éppen ezért 

bonyolult regulációjú fenotípus, amely egyaránt magába foglalja a gazda megtámadását, a 

gazdaszervezetbe történı bejutást, az abban való elszaporodást, a gazda védekezı 

rendszerének meggátlását stb. (Loria és mtsai, 2008; Joshi és mtsai, 2007a). A patogenitás 

kialakulásában horizontális géntranszfer játszik szerepet. A patogenitásért felelıs gének egy 

ún. patogenitási szigeten (PAI) találhatók. A bakteriális PAI-n elhelyezkedı virulencia gének 

általában a PAI-n elhelyezkedı specifikus regulátorok, valamint globális regulátorok 

szabályzása alatt állnak (Walthers és mtsai, 2007). Az egyik fontos virulencia faktor a 

ciklikus dipeptid fitotoxin thaxtomin, illetve a thaxtomin család tagjai, melyek a cellulóz 

bioszintézis gátlói. A thaxtomin bioszintetikus gének csak a burgonya varasodást okozó 

streptomycesekben fordulnak elı, s génmegszakítással a törzsek fertızıképessége megszőnik 

(Healy és mtsai, 2000). A thaxtomin szintézis képessége egyedül nem elég a 

fertızıképességhez, további virulencia faktorok (szekunder metabolitok és szekretált 

enzimek) koordinált együttmőködése szükséges. Ilyen további fontos virulencia faktor a 

szintén a PAI-n elhelyezkedı nec1 gén terméke a Nec1 nekrózis faktor. A nec1 deléciója 

szintén a fertızıképesség megszőnésével jár (Joshi és mtsai, 2007b). A fertızésnek része 

továbbá a gumó külsı védırétegének a degradációja is, amelyet különbözı hidrolitikus 

enzimek végeznek (Kolattukudy, 1985). Ilyen enzimek, például a növényi sejtfal egyik fontos 

komponensének, a szuberinnek a lebontásában részvevı extracelluláris észterázok ugyancsak 

ismertek (McQueen és Schottel, 1987; Schottel és mtsai, 1992). A S. scabies extracelluláris 

észterázáról leírták, hogy cink az aktivátora, és génje elıtt egy fehérje-kötıhely található 
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(Babcock és mtsai, 1992), melyrıl megállapítottuk, hogy az nagymértékben azonos az AdpA 

konszenzus kötı-hellyel, ami azt valószínősíti, hogy része az AdpA regulonnak. A C faktorról 

a 3.9 fejezetben leírtam, hogy olyan extracelluláris enzimek szintézisét szabályozza, melyek 

többsége cink kofaktorral mőködik, s génjük elıtt AdpA kötıhely van, illetve a 3.10 

fejezetben leírtam, hogy a C faktor a S. griseus B-2682 törzsben helyreállítja az A-faktor 

szintézisét. Ezek az ismeretek, továbbá az, hogy S. scabiesben található egy, az A-faktor 

bioszintézisében kulcsszerepet játszó enzim, az AfsA génjének homológja, felvetették a C 

faktor lehetséges szerepét a növénypatogenitásban. Ezért, a Debreceni Egyetem 

Agrártudományi Centrum kutatóival együttmőködve burgonya mikrogumó patogenitási 

vizsgálatokat végeztünk, illetve mértük a szekretált extracelluláris észteráz mennyiségét, 

továbbá a thaxtomin termelést és vizsgáltuk a nec1 gén meglétét. Kísérleteinkbe a C-faktor 

termelı S. griseus 45H törzset, annak a 3.7 fejezetben leírt ∆facC mutánsát, valamint pozitív 

kontrollként egy S. europaeiscabiei, negatív kontrollként pedig a S. griseus 52-1 törzsünket 

vontuk be. 

1./ A nec1 gén megtalálható a S. griseus 45H törzsben. 

A nec1 génrıl korábban kimutatták, hogy a nem patogén S. lividans törzsbe klónozva, azt 

patogénné transzformálta (Bukhalid és Loria, 1997). A nec1 PCR detektálására leírt primer 

pár (Bukhalid és mtsai, 1998) felhasználásával vizsgáltuk törzseinket. A S. europaeiscabiei 

törzs esetében felszaporodott a várt mérető fragmentum, de a többi törzs esetében nem (24a. 

ábra). Ismeretes, hogy baktériumokban a PAI széleskörően elterjedt, s hogy a különbözı 

patogén törzsekben nagy fokban konzervált (Ritter és mtsai, 1995; Hacker és Carniel, 2001), 

mégis feltételeztük, hogy a filogenetikailag távolabbi S. griseus 45H törzsben a nec1 

szekvencia divergenciája lehet a negatív eredmény magyarázata. Ezért, a S. europaeiscabiei-

bıl PCR reakcióval felszaporított fragmentumot digoxigeninnel jelöltük, és használtuk a 

törzseink vizsgálatára Southern hibridizációban. Ezzel a módszerrel sikerült a gén jelenlétét 

kimutatni a S. europaeiscabiei mellett S. griseus 45H és annak ∆facC mutánsában (24b. ábra), 

de a negatív kontroll S. griseus 52-1 törzsben nem. Ez alapján feltételezzük, hogy a PAI, de 

legalábbis annak egy része, megtalálható a S. griseus 45H törzsben, s a facC deléciója ezt a 

régiót nem érintette. 
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24. ábra. a. A nec1 PCR amplifikálása a vizsgált törzsekben. 1. 100 bp DNS molekulasúly 

marker. 2. S. griseus 45H. 3. S. griseus 45H ∆facC. 4. S. europaeiscabiei. 5. S. griseus 52-1.  

b. A törzsek genomi DNS-ének Southern hibridizációja. 1. A PCR amplifikált S. 

europaeiescabiei fragmentum, mint pozitív kontroll. 2. S. griseus 45H DNS, SacII emésztés. 

3. S. griseus 45H ∆facC DNS, SacII emésztés. 4. S. europaeiescabiei PstI emésztés. 

 

2./ Az extracelluláris észteráz egyes törzsekben cinkkel aktiválható. 

Az extracelluláris észteráz aktivitást spektrofotometriásan, p-nitrofenil-butirát szubsztrát 

felhasználásával mértük (McQeen és Schottel, 1987), párhuzamosan, 60 Co-on, 10 percig 

hıkezelt mintákban, amely kezelés a nem hıstabil észteráz aktivitást megszünteti, és nem 

hıkezelt mintákban. Az aktivitást, 1 mg száraz micéliumra vonatkoztatva fejeztük ki nmol 

min-1mg-1 egységben. Három párhuzamos mérés alapján szórást, illetve t-teszt alapján 

szignifikancia analízist is végeztünk. Az észteráz aktivitás a S. europaeiscabiei és S. griseus 

45H törzsekben magas, illetve közepes mértékő, és cinkkel indukálható volt. Alacsony, és 

lényegesen nem indukálható értékeket mértünk a S. griseus 45H ∆facC, és a S. griseus 52-1 

törzsek esetében (25. ábra). A mért különbségek szignifikánsnak bizonyultak (p=0,05). Ez 

arra utal, hogy a S. griseus 45H törzs egy hıstabil, cinkkel indukálható extracelluláris 

észterázt termel. 
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25. ábra. A törzsek extracelluláris észteráz (  ) és hıstabil extracelluláris észteráz (  ) 

aktivitásai cinkkel aktivált (+Zn) illetve nem aktivált minimál táptalajon mérve.  

 

3./ Burgonya mikrogumó patogenitási teszt. 

A nec1 gén megléte, s a cinkkel indukálható hıstabil észteráz facC függı kifejzıdése a S. 

griseus 45H törzsben felveti a törzs patogenitásának kérdését. Ezt burgonya mikrogumó 

patogenitási teszttel vizsgáltuk, egy 0-4 közötti skála felállításával (26. ábra). 

 

 

 

26. ábra. A törzsek patogenitásának jellemzésére alkalmazott skála fokozatai: a. Tünetmentes 

(0 pont). b. Fehér foltok, telepek a lenti-sejtek körül (1 pont). c. Barna foltok, kezdıdı 

varasodás a lenti-sejtek körül (2 pont). d. Kiterjedt varasodás (3 pont). e. Varasodás, rothadás 

(4 pont). 
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A patogenitási tesztet három különbözı, a nagyüzemi termesztésben használt 

burgonyával végeztük el, a mikrogumók sejtszuszpenzióval történı kezelésével. Ezek közül, 

irodalmi adatok alapján a Cleopatra nagymértékben, a Désirée közepesen érzékenyek a 

Rebeka pedig rezisztens a burgonya varasodással szemben. A S. europaeiscabiei törzs 

mindegyik esetben varasodást okozott, s a S. griseus 52-1 egyik esetben sem. Némileg 

meglepı, de korábbi irodalmi adattal és a mi nec1 és észteráz detektálási eredményeinkkel 

egybevágóan a S. griseus 45H nagyfokú varasodást okozott a Cleopatra, és közepes 

mértékben a Désirée és Rebeka esetében. A S. griseus 45H ∆facC törzs a Cleopatra és Désirée 

esetében közepes varasodást okozott, míg a Rebeka esetében nem okozott megbetegedést (27. 

ábra). 

 

 

 

27. ábra. A S. europaeiscabiei(  ), S. griseus 45H(  ), , S. griseus 45H ∆facC(  ), és a S. 

griseus 52-1 (  ) törzsek patogenitása a különbözı vizsgált burgonyák esetében. 

 

Eredményeink alapján a S. griseus 45H valószínüleg tartalmazza a burgonya 

varasodásért felelıs virulencia faktorokat kódoló PAI-t (vagy annak legalább egy részét), s a 

patogenitás kialakulásában ugyancsak szerepet játszó extracelluláris észteráz termelése pedig 

valószínőleg a C faktor regulációja alatt áll. 
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4. A LEGFONTOSABB EREDMÉNYEK ÖSSZEFOGLALÁSA  

 

A disszertáció a Debreceni Egyetem, Orvos- és Egészségtudományi Centrum, 

Általános Orvostudományi Kar, Humángenetikai Tanszékén (volt Debreceni Orvostudományi 

Egyetem, Biológiai Intézet) Szabó Gábor professzor és munkacsoportja által az 1960-as 

években felfedezett extracelluláris, pleiotróp hatású autoregulátor, a C faktor 

sejtdifferenciálódásban és antibiotikum termelésben betöltött szerepének molekuláris hátterét 

felderítı kísérleteinket foglalja össze. A Streptomyces differenciálódást tanulmányozó csoport 

munkájába én magam sokkal késıbb kapcsolódtam be, s Szabó professzor úr halála után, az 

1990-es évek vége óta vezetem. A disszertáció a saját és az általam vezetett munkacsoport 

eredményeit tartalmazza, s lektorált folyóiratban megjelent 12 dolgozaton, valamint 1 

benyújtott szabadalmi bejelentésen alapul. A legfontosabb eredményeket az alábbiakban 

foglalom össze: 

 

1. Tiszta formában izoláltuk a C faktor fehérjét S. griseus 45H törzs fermentlevébıl. SDS-

PAGE-val, illetve izoelektromos fókuszálással megállapítottuk, hogy a C faktor egy 34500 

Dalton molekulatömegő, bázikus fehérje. Ezek a korábbi adatok nagyon jól egybeesnek a 

fehérje génjének ismeretében számítható molekulatömeg és izoelektromos pont értékekkel. 

2. Megállapítottuk, hogy a C faktor rendkívül alacsony koncentrációban (ng ml-1) kifejti 

jellegzetes citomorfológiai hatását. Ez a koncentráció a S. griseus 52-1 törzset használó 

biológiai tesztrendszerünkben mintegy 10 C faktor molekulát jelent S. griseus 52-1 

sejtenként. 

3. A C faktor volt az elsıként felismert fehérje természető, streptomycesekben 

sejtdifferenciálódást kiváltó autoregulátor. 

4. Klónoztuk és azonosítottuk a C faktor fehérjét kódoló gént. A gén 975 bp hosszúságú, s 

start kodonja nem a baktériumokban általános ATG, hanem a streptomycesekben gyakran 

startkodonként használt GTG. A gén GC tartalma 70,7 mol%, s a tripletek harmadik 

pozíciójában 96,9% gyakorisággal G vagy C van. Ezen utóbbi adatok jellegzetesek a 

Streptomyces génekre. 

5. A gén egy 324 aminosavból álló fehérjét kódol, melynek molekulatömege 34523 Da. A 

kódolt fehérje N-terminális végén egy 38 aminosavat tartalmazó tipikus szekréciós szignál 

szekvencia található, amely szekréció közben levágódik. Az érett C faktor fehérje 286 

aminosavból áll, s molekulatömege 31038 Da. A fehérje számított izoelektromos pontja 9,59. 
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6. A gén szekvenálását, s a szekvencia alapján megállapított aminosav sorrendet a C faktor 

fehérje, illetve a fehérje triptikus fragmentjeinek electrospray-tömegspektrometriás 

analízisével erısítettük meg. A fehérje mért tömege 31047 Da, ami jól megegyezik a 

szekvencia alapján számított 31038 Daltonnal. Ugyancsak tökéletes az egyezés a 11 triptikus 

fragment esetében megállapított aminosav sorrend és a gén szekvencia alapján várható 

aminosav sorrend között. 

7. A klónozott C faktor gént kis kópiaszámú, pSGF4 plazmidon bejuttatva a S. griseus 52-1 

teszttörzsbe, ugyanolyan citomorfológiai hatást vált ki, mint az exogén hozzáadott C faktor 

fehérje. Ebben a plazmidban a gén saját promoterérıl fejzıdik ki. 

8. A fehérje könnyebb tisztíthatósága érdekében megprópáltuk a fehérjét a nagy kópiaszámú 

pIJ702 plazmid MelC1 promoter kontrollja alá klónozott facC génrıl kifejeztetni S. griseus és 

S. lividans törzsekben, de ez nem sikerült. Ennek okát abban látjuk, hogy a C faktor fehérje 

streptomycesekben nagy koncentrációban letális. Ez egybevág azzal a biológiai értékmérés 

során szerzett korábbi tapasztalatunkkal, hogy nagyobb exogén C faktor koncentráció 

részleges, vagy teljes növekedésgátlást okoz. 

9. Sikeresen kifejeztettük a C-terminálisan hexa-hisztidin farkat tartalmazó C faktor génjét a 

filogenetikailag távoli E. coliban. Az így Ni-affinitás kromatográfiával izolált rekombináns 

fehérje mind a hisztidin farok, mind a C faktor ellenes antitesttel reagál, s biológiailag 

ugyanolyan aktív, mint a S. griseus 45H törzsbıl izolált fehérje. 

10. A C faktor gén S1 nukleáz térképezésével megállapítottuk, hogy a gén egyetlen 

promoterrıl, a differenciálódási program reproduktív szakaszában kerül transzkripcióra, s 

promoterét valószínőleg nem az általános (a gének többségének felismerésében résztvevı 

σhrdB) szigma faktor ismeri fel. 

11. Az így, S1 térképezéssel azonosított promotert promoter próba vektorba klónozva, in vivo 

egy reporter gén ─ ugyancsak sporuláció specifikus ─ kifejezıdését váltotta ki, ami 

alátámasztja a C faktor gén sporuláció specifikus expresszióját. 

12. A saját promoterrıl kifejeztetett klónozott C faktor gén helyreállítja differenciálódásában 

blokkolt, kopasz S. griseus NRRL B-2682 törzs A-faktor termelı (B-2682 AFP) és A-faktort 

nem termelı (B-2682 AFN) mutánsainak spóraképzését. Ez különösen érdekes felismerés, 

mivel a mutánsok, és szülıi törzsük sem tartalmaz C faktor gént. Ez egyúttal azt is jelenti, 

hogy ezek a S. griseus törzsek tartalmaznak C faktorral kölcsönhatásba lépı, ez idáig 

azonosítatlan regulációs elemeket. 

13. A klónozott C faktor gén kis kópiaszámú plazmidon bejuttatva (pSGF4) helyreállítja, 

illetve fokozza a S. griseus B-2682 AFN és B-2682 AFP törzsek streptomycin termelését. 



 82

14. A S. griseus B-2682 törzs, kopasz mutánsa (B-2682 AFN) és kis kópiaszámú C faktor 

génnel helyreállított sporulációjú transzformánsának proteóm analízise azt mutatta, hogy a 

mutánsban nem expresszálódó extracelluláris hidrolázok termelése, amelyek a fejlıdı 

légmicéliumot (sporogén hifát) látják el tápanyaggal, az apoptotikus folyamat során 

elpusztuló sejtek anyagainak hidrolízisével, C faktor hatására helyreáll. Meglepetésünkre, az 

azonosított enzimek egy része S. griseusban az A-faktor regulon által szabályozott. 

15. A klónozott C faktor gén által helyreállított expressziójú gének mindegyike elıtt sikerült 

az AdpA (A-faktor függı fehérje) kötıhelyét azonosítani, azaz azok a fehérjék, amelyekrıl 

nem volt ismert az A-faktor regulonba való tartozásuk, valószínőleg szintén A-faktor által 

szabályozottak. 

16. A helyreállított expressziójú gének további közös jellemzıje, hogy kofaktoruk van (ami 

többségükben cink) és a Tat (twin arginine translocation) útvonalon kerülnek szekrécióra. 

17. A klónozott C faktor gén helyreállította a S. griseus B-2682 törzs AFN mutánsának A-

faktor szintézisét. Ez különösen érdekes, mert a S. griseus B-2682 törzs és AFN mutánsa nem 

tartalmaz C faktor gént. 

18. A S. griseus B-2682 AFN törzs nem az ismert A-faktor bioszintézisben résztvevı egyetlen 

specifikus gén, az afsA mutációja miatt nem termel A-faktort. A mutáns afsA génje, a 

regulációs régiókat is beleértve, ugyanis a kódoló régióban található egyetlen szinoním 

mutációtól eltekintve megegyezik a vad típusú génnel. 

19. A S. griseus B-2682 AFN mutánsban az afsA transzkripcióra kerül, sıt expressziója 

fokozottabb, mint a vad típusú törzsben. Ez a fokozott génexpresszió valószínőleg az A-faktor 

hiányának kompenzálására irányuló sikertelen kísérlet. 

20. Ezek az eredmények egyúttal, az irodalomban elsıként, a két legrészletesebben 

tanulmányozott Streptomyces differenciálódásban és antibiotikum termelésben szabályozó 

szereppel bíró autoregulátor, a C faktor és A-faktor regulációs utak kölcsönhatására utalnak. 

21. A S. griseus B-2682 AFN törzsben ozmotikus és oxidatív stresszválaszban résztvevı 

fehérjék expressziója fokozódik a vad típusú, illetve a klónozott facC által komplementált 

törzsekhez viszonyítva. 

22. A S. griseus B-2682 AFN törzsben a tápanyagfelvételben résztvevı ABC transzporter 

fehérjék szubsztrát-kötı alegységeinek expressziója fokozódik a vad típusú, illetve a 

klónozott facC által komplementált törzsekhez viszonyítva. Ez valószínőleg a hidrolitikus 

enzimek expressziójának elmaradása miatt elıálló tápanyag hiány kompenzálására irányul, s a 

légmicélium (és sporogén hifa) tápanyag ellátását hivatott megoldani. 
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23. A Streptomyces griseus NRRL B-2682 törzsben azonosítottunk egy stresszválaszban 

résztvevı mangán-szuperoxid dizmutázt, amely az eddig szekvenált genomú Streptomyces 

törzsekben nem fordul elı. 

24. A fokozott expressziójú fehérjék mindegyikérıl kimutattuk, hogy a fokozott expresszió, 

emelkedett szintő transzkripciójuk következménye. Ez arra utal, hogy a bakteriális 

génexpresszió szabályozása döntı módon a transzkripció szintjén valósul meg. 

 

C faktor

?

 

28. ábra. Az A-faktor és C faktor regulációs útvonalak feltételezett kölcsönhatása S. griseus 

B-2682 törzsben. 

 

25. A C faktor hatásának molekuláris szintő értelmezése ugyan nem adható meg a 

dolgozatban leírt kísérletek alapján, de feltételezhetı, hogy hatása, legalábbis a S. griseus B-

2682 törzsben az A-faktor bioszintézis eddig ismeretlen regulációs lépését érinti (28. ábra), 

melyet a S. griseus B-2682 törzs és AFN mutánsának genomi szekvenálásával, s a mutáció 

azonosításával kívánunk megválaszolni. 
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26. Elsısorban in silico analízissel kimutattuk, hogy a gén csak néhány Streptomyces 

törzsben, bizonyos humánpatogén fonalas gombákban, s egyes Gram-pozitív baktériumokban 

és fágjaikban fordul elı, s ezen mikroorganizmusok között horizontális géntranszferrel terjedt. 

27. A C faktor gén fonalas gombákban való elıfordulása alapján az emberben aszpergillózist 

okozó Aspergillus fumigatus és A. terreus törzsek humán eredető mintákban (vér, 

bronchoalveoláris folyadék, stb) való kimutatására alkalmas, rendkívül érzékeny és specifikus 

RT-qPCR esszéket dolgoztunk ki, amelyek alkalmasak diagnosztikai célú kitek kifejlesztésére 

(a szabadalmi igénybejelentés megtörtént). 

28. Eredményeink alapján a burgonya varasodás kialakulásában szerepet játszó extracelluláris 

észteráz termelése ugyancsak a C faktor regulációja alatt áll. 

29. A törzsek 16S rRNS gén szekvenciája alapján megállapítottuk, hogy a S. griseus 45H jelő 

törzs taxonómiai besorolása helytelen. A törzs valójában a S. albidoflavus csoport tagja, ezért 

javasoltuk elnevezését S. albidoflavus 45H-ra megváltoztatni.  
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5. EPILÓGUS 

 

Befejezésül néhány gondolat a streptomycesek differenciálódásáról, a 

differenciálódással összefüggı szekunder metabolizmusról és ezen folyamatok 

szabályozásáról. 

A streptomycesek a talaj baktérium populációinak jelentıs részét alkotják. Ennek oka 

nyilvánvalóan az, hogy kiválóan alkalmazkodnak az adott élıhelyhez. Ebben micéliális 

növekedésük, a nagyszámú extracelluláris hidrolitikus enzim termelése, melyekkel a 

legkülönbözıbb, más baktériumok számára hozzáférhetetlen, vagy nehezen hasznosítható 

tápanyagokat képesek felhasználni, s szekunder metabolit termelésük egyaránt fontos szerepet 

játszik. Bıséges tápanyag ellátottság esetén a hifafonalak apikális növekedése és a gyakori 

elágazásai révén a telep növekedése kvázi-exponenciális. A hifafonalak átszövik a talajt, tehát 

helyhez kötöttek. Ez a tápanyag lokális elfogyásakor az élılény pusztulásával járna. Hogy ez 

ne következzen be, az evolúció során kialakult a mozgékony, túlélı sejtek létrehozásának a 

képessége. Ezek a túlélı sejtek, a spórák, a legkülönbözıbb fizikai és kémiai behatásokkal 

szemben rezisztensek, metabolizmusuk gyakorlatilag leáll, akár évszázadokig is képesek 

nyugvó állapotban maradni, s amikor kedvezı körülmények közé kerülnek, újra kicsírázni és 

vegetatív növekedésbe kezdeni. A sporuláció tehát a törzsek fennmaradásának eszköze, 

melyért semmilyen ár nem drága, s amelynek létrejötte nyilvánvalóan nemcsak egyetlen úton, 

hanem egymással legalábbis részben összefüggı, alternatív útvonalakon játszódhat le. Ezek 

az útvonalak a különbözı Streptomyces törzsekben eltérhetnek, egyes elemei az evolúció 

során elveszhetnek, stb. Ennek a spóraképzési programnak a része a légmicélium képzés, a 

telep bizonyos hifáinak programozott elhalása, az elpusztult sejtek anyagainak hidrolízisére 

szolgáló enzimek termelése, s az ilyenkor felszabaduló tápanyag védelme más talajlakó 

mikroorganizmusokkal szemben, melyre a szekunder metabolitok széles tárháza szolgálhat. 

Mindezeknek a folyamatoknak térben és idıben szigorúan meghatározott rendben kell 

lejátszódniuk, melyet csak egy bonyolult szabályozás biztosíthat. Úgy tőnik, hogy a reguláció 

elsısorban a transzkripció szintjén valósul meg. A szabályzásnak hierarchikus rendje van. 

Központi transzkripciós aktivátorok további transzkripciós aktivátorok szintézisét iniciálják, 

amelyek bonyolult bioszintetikus utakat kapcsolnak be. Nyilvánvalóan elınyös, ha ezek a 

folyamatok egyszerre sok, vagy az összes sejtben összehangoltan játszódnak le. Erre 

szolgálhatnak a különbözı diffúzibilis autoregulátor molekulák. 

A két legrészletesebben tanulmányozott autoregulátor a S. griseus által termelt A-

faktor, és a S. griseus 45H által termelt C faktor. Érdekes, hogy az A-faktor egy lipidoldékony 
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kismolekula, a C faktor pedig egy fehérje. További érdekesség, hogy mindkét autoregulátor 

homológjai megtalálhatók az ugyancsak talajlakó fonalas gombákban. Ez a regulátor 

molekuláknak az élıhelyhez való alkalmazkodás kialakulásában nyújtott elınyös voltára utal. 

Az a tény pedig, hogy az A-faktor termelésére nem képes S. griseus 45H által termelt 

autoregulátor, a C faktor, a C faktor génnel nem rendelkezı S. griseus NRRL B-2682 törzs 

mutánsában az A-faktor termelését és az A-faktor regulon aktiválását váltja ki, arra utalhat, 

hogy korábban együtt létezı, egymással kölcsönhatásba lépni képes alternatív regulációs 

útvonalakkal állunk szemben. 
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7. FÜGGELÉK  

 

F1. táblázat. Streptomyces C faktor homológok.  
A S. albus fehérje nincs meg az UNIPROT adatbázisban, a S. scabies fehérje pedig még nincs 
annotálva. Az összeállítás a 2009. augusztus 20.-i állapotot tükrözi. 

 

Sor-
szám 

UNIPROT azonosító A fehérje neve és a termelı 
törzs 

Hossza 
aa 

Azonosság 
% 

Hasonlóság 
% 

E érték 

1 Q9Z4K0_STRGR Factor C, Streptomyces 
griseus (Streptomyces 

albidoflavus) 

324 100 100 1e-102 

2 ZP 04703994 Teichoinsav bioszintézis 
fehérje C Streptomyces albus 

J1074 

336 98 98 1e-102 

3 A4FHG8_SACEN Teichoinsav bioszintézis 
fehérje C Saccharopolyspora 

erythraea (NRRL 23338)  

332 54 68 1e-91 

4 A3KIF3_STRAM Factor C, Streptomyces 
ambofaciens ATCC 23877  

346 51 66 1e-89 

5 Nincs annotálva Factor C, Streptomyces 
scabies 

325 52 65 8.7e-71 

6 B5GVY5_STRCL Teichoinsav bioszintézis 
fehérje C Streptomyces 

clavuligerus ATCC 27064  

340 35 50 4e-61 

7 B4V276_9ACTO Teichoinsav bioszintézis 
fehérje C Streptomyces sp. 

Mg1  

331 27 41 5e-45 
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F2. táblázat. Actinomycete C faktor homológok.  
Az összeállítás a 2009. augusztus 20.-i állapotot tükrözi. 

 
Sor-
szám 

UNIPROT azonosító A fehérje neve és a 
termelı törzs 

Hossza 
aa 

Azonosság 
% 

Hasonlóság 
% 

E 
érték 

1 UNIPROT:C2ACI6_THECU Feltételezett fehérje 
Thermomonospora 
curvata DSM 43183  

336 52 65 4e-77 

2 UNIPROT:C4DNK6_9ACTO Feltételezett fehérje 
Stackebrandtia 

nassauensis DSM 44728  

348 37 53 1e-74 

3 UNIPROT:C4DE97_9ACTO Feltételezett fehérje 
Stackebrandtia 

nassauensis DSM 44728  

337 35 49 1e-64 

4 UNIPROT:C4DD77_9ACTO Feltételezett fehérje 
Stackebrandtia 

nassauensis DSM 44728  

327 26 43 3e-52 
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F3. táblázat. Bakteriális C faktor homológok.  
Az összeállítás a 2009. augusztus 20.-i állapotot tükrözi. 

 

Sor-
szám 

UNIPROT 
azonosító 

A fehérje neve és a termelı 
törzs 

Hossza 
aa 

Azonosság 
% 

Hasonlóság 
% 

E érték 

1 TAGC_BACSU Feltételezett teichoinsav 
bioszintézis fehérje C Bacillus 

subtilis  

442 28 44 1e-58 

2 A8SIA4_9FIRM Feltételezett fehérje 
Parvimonas micra ATCC 

33270  

285 19 33 5e-46 

3 Q8NWL2_STAAW Feltételezett fehérje MW1386 
Staphylococcus aureus 

(MW2)  

636 20 36 9e-45 

4 Q6GGR8_STAAR Feltételezett fág fehérje 
Staphylococcus aureus 

(MRSA252)  

636 20 36 9e-45 

5 Q6GAJ8_STAAS Feltételezett fág fehérje 
Staphylococcus aureus 

(MSSA476)  

636 20 36 9e-45 

6 Q5HIY2_STAAC Feltételezett fehérje 
Staphylococcus aureus (COL)  

636 20 36 9e-45 

7 Q2FYD2_STAA8 SLT orf 636-szerő protein 
Staphylococcus aureus 

(NCTC 8325)  

636 20 36 9e-45 

8 Q2FGU2_STAA3 PhiSLT ORF636-szerő 
protein Staphylococcus aureus 

(USA300)  

636 20 36 9e-45 

9 Q03FH5_PEDPA Feltételezett fehérje 
Pediococcus pentosaceus 
(ATCC 25745 / 183-1w)  

796 17 31 9e-45 

10 A6U0I3_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 Struktúr fehérje 
Staphylococcus aureus subsp. 

aureus MN8  

636 20 36 9e-45 

13 C2GAZ0_STAAU Struktúr fehérje 
Staphylococcus aureus subsp. 

aureus TCH60  

636 20 36 9e-45 

14 C0F0L1_9FIRM Feltételezett fehérje 
Eubacterium hallii DSM 3353  

323 23 39 2e-44 

15 Q2YTS9_STAAB Feltételezett fág 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 A6U010_STAA2 Phi ETA orf 56-szerő protein 
Staphylococcus aureus (JH1) 

 

636 18 36 5e-43 
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Sor-
szám 

UIPROT azonosító A fehérje neve és a termelı 
törzs 

Hossza 
aa 

Azonosság 
% 

Hasonlóság 
% 

E érték 

18 C2L6R0_LACSK Bacteriocin helveticin 
Lactobacillus sakei subsp. 

carnosus DSM 15831  

325 13 28 1e-42 

19 C2K5X2_STAAU Struktúr fehérje 
Staphylococcus aureus subsp. 

aureus MN8  

632 17 35 1e-42 

20 C2EL19_9LACO Bacteriocin helveticin 
Lactobacillus ultunensis DSM 

16047  

325 13 28 1e-42 

21 Q931W8_STAAM Phi ETA orf 56-szerő protein 
Staphylococcus aureus (Mu50 

/ ATCC 700699)  

636 16 35 1e-42 

22 A7X0A2_STAA1 Feltételezett fehérje 
Staphylococcus aureus (Mu3 / 

ATCC 700698)  

636 16 35 1e-42 

23 A6TYG1_STAA2 Phi ETA orf 56-szerő protein 
Staphylococcus aureus (JH1)  

632 16 35 1e-42 

24 A6QI67_STAAE Feltételezett fehérje 
Staphylococcus aureus 

(Newman)  

636 16 35 1e-42 

25 A5IPP1_STAA9 Feltételezett fehérje 
Staphylococcus aureus (JH9)  

632 16 35 1e-42 

26 Q2FX68_STAA8 Phi ETA orf 56-szerő protein 
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 Q5FIU1_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 A8YWF7_LACH4 Bacteriocin helveticin 
Lactobacillus helveticus (DPC 

4571) 

325 13 27 9e-40 

33 C0WMG8_LACBU Feltételezett fehérje 
Lactobacillus buchneri ATCC 

11577  

318 16 27 1e-39 

34 Q045J8_LACGA Bacteriocin helveticin 
Lactobacillus gasseri (ATCC 

33323 / DSM 20243)  

331 10 23 3e-39 

35 C2KE48_9LACO Bacteriocin helveticin 
Lactobacillus crispatus JV-

V01  

325 14 28 3e-39 
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aa 
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% 
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36 C4VPQ7_9LACO Bacteriocin helveticin 
Lactobacillus gasseri 202-4  

331 11 23 3e-39 

37 C0WR08_LACBU Feltételezett fehérje 
Lactobacillus buchneri ATCC 

11577  

323 16 26 1e-38 

38 B3K5F5_9BACI Feltételezett fehérje 
Geobacillus sp. Y412MC10  

330 15 27 2e-38 

39 C2CYG5_LACBR Feltételezett fehérje 
Lactobacillus brevis subsp. 
gravesensis ATCC 27305  

324 15 27 4e-38 

40 C2FNY3_LACPL Feltételezett fehérje 
Lactobacillus plantarum 
subsp. plantarum ATCC 

14917  

804 16 31 5e-38 

41 C0XD38_9LACO Bacteriocin helveticin 
Lactobacillus gasseri JV-V03  

331 12 24 5e-38 

42 C2LDA0_LACSK Bacteriocin helveticin-J 
Lactobacillus sakei subsp. 

carnosus DSM 15831  

331 11 26 6e-38 

43 C2EQB5_9LACO Bacteriocin helveticin-J 
Lactobacillus ultunensis DSM 

16047  

331 11 26 6e-38 

44 Q74KQ5_LACJO Feltételezett fehérje 
Lactobacillus johnsonii  

331 10 24 5e-37 

45 A0AKM6_LISW6 Listeria welshimeri szerotípus 
6b (ATCC 35897 / DSM 

20650 / SLCC5334)  

431 22 37 5e-37 

46 C2E7S3_LACJO Bacteriocin helveticin 
Lactobacillus johnsonii 

ATCC 33200  

352 9 24 9e-37 

47 B1DCH3_9BACL Feltételezett fehérje 
Paenibacillus sp. JDR-2  

330 14 25 2e-36 

48 C2KEL7_9LACO Bacteriocin helveticin-J 
Lactobacillus crispatus JV-

V01  

311 13 26 6e-36 

49 C1KX74_LISMC Feltételezett fehérje Listeria 
monocytogenes szerotípus 4b 

(Clip81459)  

431 21 38 1e-35 

50 Q4EL74_LISMO Feltételezett fehérje Listeria 
monocytogenes str. 4b H7858  

431 21 38 1e-35 

51 B8DGT9_LISMH Feltételezett fehérje Listeria 
monocytogenes szerotípus 4a 

(HCC23)  

423 20 39 4e-35 

52 C0WR04_LACBU Feltételezett fehérje 
Lactobacillus buchneri ATCC 

11577  

320 14 27 5e-35 

53 C0WTC3_LACBU Possible minor structural 
protein gp89 Lactobacillus 

buchneri ATCC 11577  

659 19 36 7e-35 

54 HVTJ_LACHE Bacteriocin helveticin-J 
Lactobacillus helveticus  

333 11 25 1e-34 
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55 C0XGL3_LACH  Feltételezett fehérje 
Lactobacillus hilgardii ATCC 

8290  

320 14 27 1e-34 

56 C0WR85_LACBU Struktúr fehérje gp89 
Lactobacillus buchneri ATCC 

11577  

662 20 38 1e-34 

57 C0XGT8_LACHI Struktúr fehérje gp89 
Lactobacillus hilgardii ATCC 

8290  

662 20 38 6e-34 

58 C0WR10_LACBU Feltételezett fehérje 
Lactobacillus buchneri ATCC 

11577  

301 15 28 4e-30 

59 A8YWK1_LACH4 Helveticin Lactobacillus 
helveticus (DPC 4571)  

345 10 22 1e-29 

60 C4G0S8_ABIDE Feltételezett fehérje 
Abiotrophia defectiva ATCC 

49176  

392 14 29 8e-28 

61 C0XFN8_LACHI Feltételezett fehérje 
Lactobacillus hilgardii ATCC 

8290  

885 13 30 7e-26 

62 A9KPK2_CLOPH Feltételezett fehérje 
Clostridium phytofermentans 
(ATCC 700394 / DSM 18823 

/ ISDg)  

344 15 30 1e-24 

63 C0XIQ4_LACHI Feltételezett fehérje 
Lactobacillus hilgardii ATCC 

8290  

188 15 30 1e-17 

64 C0XGL6_LACHI Feltételezett fehérje 
Lactobacillus hilgardii ATCC 

8290  

205 16 27 9e-13 

65 C0XIQ3_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 B0NT38_BACSE Feltételezett fehérje 
Bacteroides stercoris ATCC 

43183  

463 17 30 7e-29 

68 B7AMB2_9BACE Feltételezett fehérje 
Bacteroides eggerthii DSM 

20697  

370 17 30 1e-28 
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F4. táblázat. Bakteriofág C faktor homológok.  
Az összeállítás a 2009. augusztus 20.-i állapotot tükrözi. 

 

Sor-
szám 

UNIPROT 
azonosító  

A fehérje és a hordozó bakteriofág 
neve 

Hossz
a aa 

Azonosság 
% 

Hasonlóság 
% 

E 
érték 

1 A8Z271_STAAT Feltételezett fág fehérje 
Staphylococcus aureus (USA300 / 

TCH1516)  

636 20 36 9e-45 

2 Q9B0C7_9CAUD Orf636 Staphylococcus fág phiSLT  636 20 36 9e-45 
3 Q8SDN9_9CAUD SLT orf 636-szerő fehérje 

Staphylococcus fág phi 12  
636 20 36 9e-45 

4 Q4ZCZ9_9CAUD ORF002 Staphylococcus fág 42E  636 20 36 9e-45 
5 Q4ZCK5_9CAUD ORF004 Staphylococcus fág 47  636 20 36 9e-45 
6 B7T0K5_9CAUD Gp54 Staphylococcus fág phiSauS-

IPLA35  
636 20 36 9e-45 

7 B5WZQ7_9VIRU Feltételezett fehérje Staphylococcus 
fág phi2958PVL  

636 20 36 9e-45 

8 A7TWK5_9VIRU Feltételezett fehérje Staphylococcus 
fág tp310-2  

636 20 36 9e-45 

9 Q4ZCS3_9CAUD ORF 004 Staphylococcus fág 3A 636 20 35 2e-44 
10 B7T0E3_9CAUD Gp53 Staphylococcus fág phiSauS-

IPLA88  
636 17 35 5e-44 

11 Q4ZA90_9CAUD ORF003 Staphylococcus fág X2  632 16 35 2e-43 
12 Q4ZDU1_9CAUD ORF002 Staphylococcus fág 69  636 18 36 5e-43 
13 Q4ZBA3_9CAUD ORF002 Staphylococcus fág 55  632 18 36 5e-43 
14 Q4ZAV3_9CAUD ORF002 Staphylococcus fág 52A  632 18 36 5e-43 
15 A9CRC4_9CAUD Feltételezett struktúrfehérje 

Staphylococcus fág phiMR11  
632 18 36 5e-43 

16 A7YGW5_9CAU
D 

Feltételezett struktúrfehérje 
Staphylococcus fág 80  

632 18 36 5e-43 

17 Q9FZY9_9CAUD ORF56 Staphylococcus fág phiETA  632 16 35 7e-43 
18 Q4ZB26_9CAUD ORF002 Staphylococcus fág 29  632 17 35 9e-43 
19 Q4ZDD6_9CAUD ORF002 Staphylococcus fág 85  636 16 35 1e-42 
20 Q4ZBX7_9CAUD ORF002 Staphylococcus fág 96  632 16 35 1e-42 
21 A1KXA9_9CAU

D 
Feltételezett fehérje Staphylococcus 

fág phiETA3  
632 17 35 1e-42 

22 A1KX41_9CAUD Staphylococcus fág phiETA2 litikus 
fehérje 

636 16 35 1e-42 

23 A0EWM6_9CAU
D 

Feltételezett fehérje Staphylococcus 
aureus fág phiNM1  

636 16 35 1e-42 

24 Q8SDT4_BPPHA Phi ETA orf 56-szerő fehérje 
Staphylococcus fág phi11  

636 17 34 3e-42 

25 Q4ZBQ2_9VIRU ORF002 Staphylococcus fág ROSA  632 17 34 3e-42 
26 Q4ZBH8_9CAUD ORF002 Staphylococcus fág 71  632 17 34 3e-42 
27 Q4ZAN7_9CAUD ORF002 Staphylococcus fág 88  632 17 34 3e-42 
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28 Q4ZAG3_9CAUD ORF002 Staphylococcus fág 92  632 17 34 3e-42 
29 B2ZYZ7_9CAUD Feltételezett struktúrfehérje 

Staphylococcus fág phiMR25  
636 17 34 3e-42 

30 A0EX75_9CAUD Feltételezett fehérje Staphylococcus 
fág phage phiNM4  

632 17 34 3e-42 

31 A0EWU2_9CAU
D 

Feltételezett fehérje Staphylococcus 
aureus fág phiNM2  

636 17 34 3e-42 

32 Q4ZDL3_9CAUD ORF002 Staphylococcus fág 53  636 17 34 1e-41 
33 A4ZFC7_9CAUD Struktúrfehérje Staphylococcus fág 

80alpha  
636 17 34 1e-41 

34 Q859K8_9CAUD Struktúrfehérje Staphylococcus fág 
44AHJD  

647 20 34 2e-41 

35 Q859I6_9CAUD Struktúrfehérje Staphylococcus 
aureus fág P68  

647 20 34 2e-41 

36 Q4ZE58_9CAUD ORF002 Staphylococcus fág 66  647 20 34 2e-41 
37 A8D3T0_9CAUD Struktúrfehérje Staphylococcus fág 

SAP-2  
647 20 35 1e-40 

38 Q38354_BPLLH Struktúrfehérje gp89 Lactococcus 
fág LL-H (Lactobacillus delbrueckii 

fág LLH) 

796 16 29 9e-37 
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F5. táblázat. Gomba C faktor homológok.  
Az összeállítás a 2009. augusztus 20.-i állapotot tükrözi. 

 

Sor-
szám 

UNIPROT azonosító  A fehérje neve és a termelı 
törzs 

Hossza 
aa 

Azonosság 
% 

Hasonlóság 
% 

E 
érték 

1 Q4WZ07_ASPFU FacC-szerő extracelluláris 
szignal protein, Aspergillus 

fumigatus  

315 56 70 4e-93 

2 B0XZT7_ASPFC FacC-szerő extracelluláris 
szignal protein, Aspergillus 

fumigatus  

315 56 70 4e-93 

3 A1D5S9_NEOFI Feltételezett fehérje 
Neosartorya fischeri  

315 56 70 2e-92 

4 Q2GNH8_CHAGB Feltételezett fehérje 
Chaetomium globosum  

321 57 69 1e-85 

5 Q4WDT0_ASPFU FacC-szerő extracelluláris 
szignal protein, Aspergillus 

fumigatus  

310 50 63 3e-83 

6 B0Y182_ASPFC FacC-szerő extracelluláris 
szignal protein, Aspergillus 

fumigatus  

310 50 63 3e-83 

7 A1D0U9_NEOFI Feltételezett protein 
Neosartorya fischeri  

310 50 63 1e-81 

8 B6HVZ0_PENCW Pc22g15320 protein 
Penicillium chrysogenum  

312 48 61 4e-81 

9 C5GXR9_AJEDE Teichoinsav bioszintézis 
protein C Ajellomyces 

dermatitidis 

282 46 59 3e-76 

10 B2APH4_PODAN Feltételezett fehérje 
Podospora anserina  

297 53 68 4e-76 

11 C5K0V0_AJEDE Teichoinsav bioszintézis 
protein C Ajellomyces 

dermatitidis  

263 41 53 1e-63 

12 C1HDC7_PARBR Feltételezett fehérje 
Paracoccidioides brasiliensis  

322 42 54 1e-56 

13 Q0CRZ8_ASPTN Feltételezett fehérje 
Aspergillus terreus  

128 58 71 6e-23 

14 C0RXY5_PARBP Feltételezett fehérje 
Paracoccidioides brasiliensis  

199 54 70 9e-08 

15 C0NDU5_AJECG Teichoin sav bioszintézis 
protein C Ajellomyces 

capsulata  

106 35 52 1e-06 
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 Összesített if. 11,71. Hivatkozás: 80 

 A+B+C if. 81,026 Hivatkozás A+B+C = 445 

 

 

Dolgozataim összesített impakt faktora: 81,026 

Elsı és utolsó szerzıs cikkeim impakt faktora 43,873. 

A disszertáció alapját képezı dolgozatok (13) impakt faktora 42,897. 

A kandidátusi védés óta megjelent dolgozataim impakt faktora 56,616. 

A kandidátusi védés óta megjelent elsı és utolsó szerzıs cikkek impakt faktora 31,464 

A publikációkra kapott hivatkozások száma: 445, ebbıl független 325. 
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9. A DISSZERTÁCIÓ ALAPJÁT KÉPEZ İ NYOMTATÁSBAN MEGJELENT KÖZLEMÉNYEK 

MÁSOLATAI  

 

 

TERJEDELMI OKOKBÓL A MELLÉKELT CD-N CSATOLOM A DOLGOZATBAN FELHASZNÁLT, 

KÖZLÉSRE ELFOGADOTT, DE NYOMTATÁSBAN MÉG MEG NEM JELENT ALÁBBI CIKKEKET 

 

FEMS MICRIBIOL REV (KÖZLÉSRE ELFOGADVA) 

ACTA BIOL ACAD SCI HUNG (KÖZLÉSRE ELFOGADVA) 

 

TERJEDELMI OKOKBÓL UGYANCSAK CD-N CSATOLOM A  
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