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1. BEVEZETES

A Streptomycesek Gram pozitiv, micélialis novekedésii baktériumok, melyek az
Irodalmi attekintés cimii fejezetben ismertetett komplexitast életciklussal rendelkeznek és
ezzel Osszefliggésben értékes szekunder metabolitokat, igy példaul a gyogyitdsban is
hasznalt antibiotikumokat termelnek. Morfologiai differencidlodasuk szilard taptalajon
spora képzéssel végzodik, mig folyékony tapkozegben csak néhany torzs, pédaul az
altalunk  vizsgalt Streptomyces griseus megy 4t sporaképzéssel jard teljes
differencidlodason. Az életciklus génszintli szabalyozdsdban, a légmicélium, illetve a
sporaképzésben kiilonboz6 regulacids kaszkadok miikodnek kozre. A tobbféle szabalyozo
rendszer parhuzamos jelenléte egyfajta tilbiztositast jelent a Streptomycesek szamara, hisz
a légmicélium illetve a sporaképzés tulélésiikhoz elengedhetetlen.

A S. griseus 45H torzsbdl az intézetlinkben tisztitott C faktor szintén szerepet
jatszik a differencidlodds szabalyozasdban. Munkdm sordn a célkitlizések kozott elsd
helyen szerepelt a C faktor fehérjét kodolo gén kldénozésa, szekvencidjanak és a szekvencia
alapjan a szabdlyoz6 régiok meghatarozasa. A bazissorend ismeretében mod van annak a
kérdésnek a megvalaszolasara is, hogy a C faktor valéoban cink-ujj tipust DNS-ko6to
fehérje-e. Tovabba fontos feladatunknak tekintettiik, hogy komputeres szekvencia analizalo
programok felhasznalasaval a C faktorral homolog gént illetve fehérjét keressiink. A fehérje
termék pontos funkcidjanak megallapitdsahoz kozelebb vivo kovetkezd fontos 1épésként a
gén expresszid idejének vizsgalatat iranyoztuk el6. A korabbi eredmények szerint a C
faktor minden Streptomycesben, s6t mas baktériumokban is megtalalhat6. Ezek az adatok a
C faktor ellen termeltetett mono- illetve poliklondlis antitesttel végzett kisérletekbol
szarmaznak, most azonban a klonozott gén birtokdban lehetéség nyilt arra, hogy részben
Southern hibridizaci6 alkalmazéasaval, részben pedig adatbazisok felhasznalasaval ezeket az
eredményeket teszteljiik.

In vivo kisérletsorozat keretében terveztiik a C faktor gént alacsony, illetve magas
kopiaszamt plazmidrdl kiilonbozd sporazéd és differencidlodasban blokkolt S. griseus
torzsben kifejeztetni folyékony és szilard taptalajon egyarant. Ezekbdl a kisérletekbodl a C
faktor hatdasmodjara kivantunk adatokat szerezni. A C faktor esetén nem ismert, hogy mely

regulacios kaszkad tagja, ezért tovabbi célul tliztiik ki a C faktorral kolcsonhato fehérje,
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illetve fehérjék azonositasat, amihez el0szor meg kellett oldani a C faktor fehérje nagy

koncentracioban torténd hatékony eldallitasat.

Amint mar emlitettem, a differencialédas folyamata Osszefiigg a szekunder
metabolitok kdzé tartozo antibiotikumok termelésével. Vizsgalati objektumunk, a S. griseus
a gyogyszer alapanyagként is hasznalt streptomycin nevil antibiotikumot termeli. Végezetiil
dontd fontosssagll volt annak a kérdésnek a megvalaszolasa, hogy a C faktor alacsony

illetve magas kopiaszamban hatassal van e a torzs streptomycin termelésére.



2. IRODALMI ATTEKINTES

A Streptomycesek az Actinomycetes osztaly Actinomycetales rendjének egyik
legjelentdsebb, legtobbet tanulmanyozott genuszat alkotjak, mely genusz tobb mint 700
millié éven keresztiil fliggetleniil fejlddott az ugyancsak Gram pozitiv Bacillus subtilistol
(Horinouchi, 1999) és 1épett a baktériumok kozott nem megszokott komplexitasi evolicids
20 %-at alkotjak. Néhany kivételes esettdl eltekintve nem termelnek novényekre, allatokra
vagy emberre nézve toxikus anyagokat. Az Actinomycesek jellegzetes ismertetdjegye mas
Gram pozitiv baktériumokkal szemben, DNS-iik 55 %-ndl magasabb G+C tartalma
(Champness, 2000).

A Streptomycesek a kutatok érdeklodését egyrészt fonalas novekedésiikkel vivtak
ki, mely fonalak sporaképzéssel végzddd sajatos differencidlédason mennek keresztiil az
¢letciklus sordn (1. 4abra), masrészt pedig azzal, hogy ez a komplex morfologiai
differencidlodas valtozatos és nagyszamu szekunder metabolit termelésével jar egylitt. A
szekunder metabolitok kozott talalhato a tobb mint 12000 ismert antibiotikum kozel 70%-a.
A gyogyaszatban hasznalt bioaktiv anyagok kb. 55 %-at a Streptomycesek termelik.
(Champness, 2000)

1. abra Streptomyces coelicolor sralénca (anning elektromikroszkopos felvétel)

(Chater, 1989).
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A Streptomyces kromoszoma 8 x 10° (8 Mb) bazisparbél all, mely a t5bbi

baktériuméhoz képest szokatlanul nagy, kétszer akkora példdul, mint a jol ismert
Esherichia coli és Bacillus subtilis genom mérete. Tovabbi kiilonbség a tipikus gytlirtivé
zarodott bakteridlis kromoszomatol eltérd lineéris struktura. A szokatlanul nagy genom
méret magyardzatat a 2001-ben befejez0dott Streptomyces coelicolor genom project
szekvenalasi eredményeinek kiértékelésétdl varhatjuk. Az természetesen mar most is
nyilvanvalo, hogy az antibiotikum termelésben, a morfolédgiai differencidlodasban és ezen
folyamatok szabalyozasasban kozvetleniil csupan néhany szédz gén vesz részt (Redenbach

€s mtsai., 1996), ami nem ad magyarazatot a nagy méretbeli kiilonbségre.

2.1. Streptomycesek életciklusa
2.1.1. Streptomycesek életciklusa szilard taptalajon

Az ¢letciklus szilard taptalajon a spdra csirazasaval veszi kezdetét, a képzodo
csiracs sejtfalanak csucsi része intenziv novekedésnek indul. A novekedéssel
parhuzamosan a  kromoszoéma  sorozatos osztoddsokon megy keresztiil, a
megsokszorozdodott genetikai dllomanyt elvalasztd harantfalak azonban csak igen ritkan
képzddnek. A kisszamu harantfal nem teszi lehetévé a micélium 1 genomot tartalmazo
sejtekre vald tagolodasat (Chater, 1984). A DNS néhany replikacids ciklusa utan a
vegetativ hifa oldal irdnyban tobb helyen elagazik. A legtdbb elagazéds szeptumhoz kozeli
helyen torténik. A hifa csticsa mogotti részén képzddd elsd szeptum a hifat apikalis és
szubapikalis részre tagolja. A szubapikalis teriileten sejtfal szintézis nem folyik, de DNS
szintetizalodik, mig az apikalis teriiletre mindkét folyamat jellemz6. A linearisan novekvo
vegetativ micélium eldgazdsai révén a micélium Ossz-tomegének kvazi-exponencialis
novekedését eredményezi (Chater és Losick, 1997). A vegetativ micélium a taptalajban nd,
stiriin behalézva azt, ezért szubsztrat micéliumnak nevezziikk (Prosser és mtsai., 1988;
Chater, 1993).

Idével a tapanyag csokkenésének vagy mas fiziologiai stressznek, illetve a
sejtstiriség emelkedésének hatdsara a szubsztrat micélium iddsebb részei lizalnak. A
kannibalizmus jelenségéhez hasonléan pedig, a felszabaduld szerves anyagokat
hasznositva, a szubsztrat micéliumra merdlegesen Un. légmicélium képzdédik. A vizes

kozegbdl kiemelkedd 1égmicélium cslicsi részén intenziv sejtfal szintézis folyik, melyhez
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sziikséges tapanyagok a légmicélium alapi részérdl a cstcsi rész felé diffuzioval

szallitodnak. Szamos Streptomycesben, igy példaul a modellnek szamitdo Streptomyces
coelicolorban is, a 1égmicélium két részre tagolhato: egy viszonylag egyenes lefutast alapi
¢és egy hosszu, spiralisan csavarodott csucsi részre. Ez a spiralis struktira ebben a régidoban
valoszinlileg a peptidoglikdn keresztkotések szdmanak csokkenése révén jon létre, ami
egyben a sejtfal gyorsabb nodvekedését teszi lehetdvé. A 1égmicélium novekedésével
parhuzamosan - mely teljes hosszat a szubsztrat micélium 90-120 6ras novekedését
kovetden, kb. 9-14 ora alatt éri el - a kromoszoma folyamatos osztdédasokon megy keresztiil
(Chater, 2000). A hossznovekedés befejezddésével a 1égmicéliumban szinkron médon
harantfalak képzddnek, melyek egy genomot tartalmazé sejtekre tagoljdk a hifat. Ez a
prespora allapotnak felel meg. A sporuldciés harantfalak kiilonboznek a vegetativ
valaszfalaktol abban a tekintetben, hogy a sporuldcios harantfalak esetében a két membran
réteget egy dupla rétegli sejtfal valasztja el, mely az érett spordk levalasat teszi lehetové
(Kwak ¢s Kendrick, 1996). A spérak érése soran sejtfaluk megvastagszik és pigmentalodik,

alakjuk kerekebb lesz. Erett sporakat kb. 6-7 napos telepek képeznek (2. abra).
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2. abra A morfologiai differencialodas kiillonbozo stadiumait egyiittesen bemutato

Streptomyces telep sematikus metszete szilard taptalajon (Chater, 1998).



2.1.2. Streptomycesek életciklusa folyékony taptalajon

Bizonyos Streptomyceseknek, igy példaul az altalunk tanulmanyozott Streptomyces
griseusnak folyékony taptalajon is spora képzéssel végzddo teljes életciklusa van (Kendrick
¢és Ensign, 1983). Mélyfermentacidoban az életciklus a vegetativ fazis els6 szakaszat képzo
csirazassal veszi kezdetét. A vastag fall, kissé hidrofob felszinli spérak nedvesedés utan,
kielégité tapanyag €s oxigén ellatds mellett csirdzni kezdenek. A spordk felszinén képz6dod
kis kidudorodasok egyre hosszabb csirava novekednek, melyek a fonalkezdeményeknek
felelnek meg. A csirazast kdvetden 7 és 16 oras kor kozott a vegetativ ciklust az intenziv,
kvazi-exponencidlis novekedés jellemzi. A micélium egészének novekedése az elagazasok
révén valik kozel exponencialissa. Ebben a szakaszban a DNS mennyisége atlagosan kb.
Otszor duplazodik meg. A cstcesi régioban 1évo kromoszémak ennél 1ényegesen tobbszor,
mig a mashol el6fordulok kevesebbszer osztodnak. A vegetativ fazis harmadik szakasza az
atmeneti stadium. Atmenetet képez a vegetativ és a reproduktiv szakasz kozott. A DNS
replikacioja leall, gyakran a meglévé DNS mennyisége néhany szazalékkal csokken is. A
fonalak lizalasara utald jel nem nagyon lathatd. Ezzel a szakasszal lezarul az életciklus
vegetativ fazisa.

A reproduktiv ndvekedési szakaszban, 30-36 6ras kor koriil a fonalak két iranyban
differenciadlodnak tovabb, aminek eredményeként 6regedd vegetativ fonalak és reproduktiv
agak kiilonboztethetéek meg. A DNS a reproduktiv agakban osztédasnak indul, emellett az
1dds vegetativ fonalak maganyagai is dupldzodnak egyszer. Mind a citologiai, mind a
kémiai vizsgalatok azt mutatjak, hogy a reproduktiv hifak, melyek 36 és 72 6ras kor kozott
novekednek, nem az 6reg vegetativ fonalak atalakulasaval jonnek 1étre. A reproduktiv vagy
sporogén hifanak folyékony taptalajon két tipusa kiilonboztethetd meg: a disztalis sporogén
hifa a vegetativ fonalak cstcsi részén képzddik, mig a proximalis sporogén hifa a vegetativ
fonalak oldal iranya elagazdsaként jon létre (Kwak és mtsai., 2001). Az antibiotikum
termelés és mas szekunder metabolitok termelése erre az életszakaszra esik.

A sporaképzés és autolizis szakaszdban, melyben mar nincs DNS és fehérje
szintézis, a légmicéliumra jellemzd sporulacids harantfalak képzddésével a sporogén hifa
egy genomot tartalmazd sejtekre tagolodik, ezt a sporafal kiépiilése és a sporak
lekerekedése koveti. Az érett sporak egyesével vagy sporalancokat képezve lefiizddnek. Az

eloregedett vegetativ hifa autolizal a szakasz végén.
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A szilard illetve folyékony taptalajon végbemend ¢életciklust Osszehasonlitva

megallapithatjuk, hogy folyékony tapkozegben a morfoldgiai differencidlodas 3-4 nap alatt
¢s viszonylag szinkronizaltan jatszodik le. Szilard taptalajon ez a folyamat 6-7 napot vesz
igénybe ¢és aszinkronizalt, minek értelmében ugyanazon tenyészetben kiillonbozo
differencialtsagi stddiumban 1év0 hifdk egyszerre vannak jelen, ami megneheziti a
differencidlodéas szabalyozasaban szerepet jatszo gének életciklushoz kotott expresszid
valtozéasainak és betdltott funkcidiknak megéllapitdsat. Ennek a jelenségnek a hatterében
valosziniileg az 4all, hogy a vizes kozegbdl kiemelkedd légmicéliumok kozotti
kommunikécios lehetség besziikiil, a 1égnemii kozeg erésen korlatozza a szinkronizaciot

biztositd autoregulatorok hifak kozotti kapcesolatteremtését.

2.2. A morfolégiai differencialodas génszintii szabalyozasa

A morfologiai differenciacilodds bekapcsoldsdban és a differencidlodassal
Osszefiiggd valtozasok szabdlyozasdban mind szilard, mind folyékony taptalajon
valosziniileg tobb, egymassal kapcsolodd és egymasra hatd regulacids rendszer miikddik
kozre. Ezen folyamatokban szerepet jatszd gének azonositasaban, az életciklus eltérd
stadiumaiban vald expresszidjuk analizaldsdban kiindulasi pontként a kiilonb6zo
differencidlodasi rendelleneségeket mutatd mutdnsok szolgalnak. Azon Streptomyces
mutansokat, melyek szilard taptalajon nem képeznek légmicéliumot és a telepek felszine
ennek kovetkeztében bdrszerli, bald (kopasz) mutinsoknak nevezziik. A masik nagy
csoportot a white mutansok alkotjak, melyeknél Iégmicélium megfigyelhetd, de a pigment

termeléssel is jaro sporak képzése, érése zavart szenved ezért a telepek felszine fehér.

2.2.1. SapB fehérje szerepe a légmicéliumképzésben

A mutdnsok analizise alapjan levezethetd regulacios kaszkadok a modellnek
szamitd Streptomyces coelicolorban ismertek a legjobban. E torzsben a légmicélium
képzésben kulcsszerepet tolt be a SapB peptid (Willey és mtsai., 1991; Nodwell és mtsai.,
1996), mely feltehetdleg a telep felszinén novo vegetativ micéliumbol elagazo 1égmicélium
kezdeményekhez kapcsolodik. Az ily modon beburkolt Iégmicélium a feliileti fesziiltséget
legy6zve a vizes fazisbol kiemelkedik. A SapB valoszinlileg nem csak a légmicélium

felszini komponense, hanem a légmicélium képzés indukalasdban, mint diffazibilis
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extracellularis szignal molekula is szerepet jatszik (Willey és mtsai., 1993). A SapB peptid

termelésében és ezzel Osszefliggésben a légmicélium képzésben szdmos bald gén vesz
részt. Egyes bald gének termékei a hifak kozott diffuzioval terjedd extracellularis szignal
molekulaként funkciondlnak, mig mas gének ezen szignalok kontrollja alatt
expresszalodnak. Bizonyos bald mutansok szilard taptalajon més bald mutdnsok mellett
tenyésztve légmicélium képzést indukalnak. A komplementacios csoportok szama alapjan
legalabb 6t extracellularis szignal feltételezhetd (Chater, 1993). A vegetativ micéliumbol
szekréciora keriild 1. szignalt, mely egy oligopeptid és a bld261 gén terméke (Nodwell és
mtsai.,, 1996), a bldK gén altal kodolt, 6t alegységbdl allo ATP-dependens oligopeptid
permeaz veszi fel. A felvett szigndl egy eddig ismeretlen gén expresszidjat stimuldlja,
melynek hatdsidra képz6dd 2. szignal felvételében, felismerésében illetve a 3. szignal
termelésében az egy komplementacios csoportba tartozd bldA és bldH gének jatszanak
szerepet. A bldA gén terméke egy leucint szallito tRNS “" yua. A leucin UUA kodonja
nagyon ritkdn fordul el a 70-75% G+C tartalmu Streptomyces mRNS-ben, mely alapjan
feltételezhetd, hogy a bldA gén szerepet jatszik a leucint kodold TTA tripletet tartalmazé
gének expresszidjanak szabdlyozasaban. A 3. €s 4. szignal kozott a vegetativ micéliumban
eddig a transzkripcids faktorokkal kdlcsonhatd fehérje osztalyba tartozo bldG, a 4. és az 5.
szignal kozott pedig a bldC gént azonositottak (Willey és mtsai., 1993). Az 5. szignal
hataséara expresszalodo bldD gén valdszinlileg a mintegy 2 kD molsulyt SapB szintézisét
végzo peptid szintetaz struktirgénjének atirasat indukalo transzkripcids faktor-szerti fehérje
(3. abra). A 18 aminosavbdl all6 SapB peptid (Willey és mtsai., 1991). tehat kdzvetleniil
nem DNS altal kodolt és nem riboszoman szintetizalodik. Az ismert bld gének tilnyomod
tobbsége (bldA, bldB, bldD, bldH) pleiotrép hatdsu, ami abban nyilvanul meg, hogy az
¢letciklus szabalyozasan tal a szekunder metabolitok, igy példdul az antibiotikumok
termelésében is szerepet jatszanak (Merrick, 1976; Chater, 1993). A SapB csak komlett
taptalajon sziikséges a légmicélium képzéshez, a szénforrasként nem gliikozt tartalmazé
minimdl taptalajon névo, teljes morfoldgiai differencidloddson keresztiil mend telepekben a

SapB detektalhat6 mennyiségben nem fordul el (Guijarro és mtsai., 1988).
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3. abra S. coelicolor A3(2) bld génjei és az extracellularis szignaltranszdukcids

rendszerben elfoglalt helytlik (Chater, 1998).

Az itt ismertetett, részleteiben még nem teljesen ismert, ezért feltehetdleg
tulegyszertsitett regulacidos kaszkadon kiviil mikddnek még a Streptomycesek tulélése
szempontjabol fontos légmicélium képzésében €s a vizes fazisbol vald kiemelkedésének
segitésében szerepet jatszo tovabbi szabdlyozési ttvonalak. Az altalunk tanulmanyozott
Streptomyces griseusban ismertek olyan kis molekuldk, mint példdul az A faktor, illetve
fehérjék, ugymint a dolgozatomban targyalt és az intézetiinkben azonositott C faktor;

melyek bizonyitottan regulaljak a Iégmicélium formalddasat.

2.2.2. Az A faktor altal szabalyozott regulacios kaszkad modellje

Az A faktor (Khokhlov, 1967) kémiai természetét tekintve egy y-butyrolakton
gylrlit tartalmazé molekula, mely mind a streptomycin termelést, mind pedig a
1égmicélium képzést mar 10° M koncentracioban indukalja (Hara és mtsai., 1982). Ez a
nagyon alacsony koncentracioban kifejtett pleiotrop hatas specidlis receptor fehérje
jelenlétét feltételezi. A szubsztrat micéliumban termelddd A faktor a harantfalakat igen
ritkan tartalmazo6 hifaban diffizidval annak minden részébe eljut és ami még fontosabb,
hogy szignal molekulaként részt vesz az egymashoz kozel fekvd szubsztrat micéliumok
kozotti kommunikécidoban, dsszehangolva a légmicélium képzés folyamatat. Az A faktor
bioszintézis kulcsenzimét kodold afs4 gén Streptomyces griseusban a linearis kromoszéma

egyik végi részén helyezkedik el, ami 1 %-os gyakorisdggal spontan A-faktor hidnyos
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mutans torzsek képzodését eredményezi (Lezhava és mtsai., 1997). Az A faktor molekula a

vegetativ szakaszt jellemzd kvézi-exponencialis novekedés végéig a tenyészet
stirlisddésével fokozatosan akkumulalodik. Mivel a sejtmembranon konnyen atjut a sejten
kiviili térbe, onnan pedig a szomszédos micélium sejtjeibe szabadon diffundélhat, az
intracellularis koncentracidja kozel azonos az extracellularis koncentraciojaval. A
légmicélium képzést, illetve antibiotikum termelést szabalyozé regulacios kaszkadok
miikodését akkor kapcsolja be, mikor sejten beliili koncentracidja eléri a kb. 32 nM-os
értéket. A szubsztrat micélium citoplazméjaban talalhatdo ArpA receptor fehérje (Miyake és
mtsai., 1989) nagyfoku érzékenysége, 0,7 nM-os disszociacios allanddja (Kg), hasonld az
eukariota hormon receptorok paramétereihez (Miyake és mtsai., 1989). Az A faktort ebbol
kifoly6lag mikrobialis hormonnak szokds nevezni (Horinouchi és Beppu, 1992). Az ArpA
receptor fehérje C terminalis doménjéhez kotddik az A faktor, mig N-terminalis részén a-
helix-turn-o-helix DNS-k6td motivum talalhatd. A vegetativ életciklus korai szakaszatol
termel6dd receptor fehérje A faktor hidnyaban homodimer formaban (Onaka és mtsai.,
1995) DNS-k6té doménjével a légmicélium formalodasat regulald kaszkad eddig még nem
azonositott génjéhez kotddik represszor tipusu regulatorként hatva. Amint az A faktor
koncentracioja 32-160 nM kozotti értékii, a receptor mar nem képes génexpresszid gatlasra,
minek kovetkeztében az ledisszocial a DNS-rol (Horinouchi, 1996; Horinouchi, 1999).

A légmicélium formalasdban a regulacios kaszkad fontos tagja az amfR gén
terméke, mely a prokariotakra jellemzd két-komponensii valasz-regulator fehérjékkel mutat
homoloégiat. A valasz-regulator fehérjékhez hasonldéan foszforildlodik, mégpedig az N-
termindlis doménjében 1évé Asp-54-en. Az AmfK fehérjét, a feltételezett szenzor hisztidin
kindzt eddig még nem sikeriilt azonositani, s6t feltételezhet6, hogy a foszfotranszfer
rendszer tobb komponensbdl all. Az AmfR foszforilalt, aktiv formaja transzkripcios
aktivatorként funkcionalhat. Az AmfR C-terminalisan egy a-helix-turn-o-helix DNS-k&t6
motivum taldlhato, ami igazolni latszik a feltételezett szerepet. Az amfR promotere nem
kozvetleniil a gén eldtt helyezkedik el, kozottiikk még két tovabbi nyitott leolvasasi keret
(ORF4, ORF5) talalhatd. Promotere A faktor szigndl hianyaban represszalt allapotban van.
A represszor szerepét a promoter régidhoz kotédé AdpB fehérje tolti be. Az még nem

tisztazott, hogy az A faktor az adpB transzkripcidjat gatolja vagy pedig egy a szignal
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hatdsara termel6dd enzim az AdpB fehérjét inaktivalja (4. abra). Az amfR gén

szekvenciajaban taldlhatd, leucint kodold TTA bazisharmas arra utal, hogy a gén atirédasat
az A faktor kontrollja mellett valdszintileg a bldA gén is szabalyozza (Ueda és mtsai., 1998;
Horinouchi, 1996).

A foszfotranszfer miikodéséhez, felépitéséhez visszakanyarodva emlitést érdemel a
Bacillus  subtilisben miikodé SpoOK transzport rendszer, melynek a sporulacid
inicidlasaban van szerepe. A rendszernek a sejt kiils6 membranjahoz kapcsold6do eleme egy
szubsztrat kotdé protein, mig a megkotott szubsztrat felvételében két membran-integralt
fehérje vesz részt. A folyamat ATP igényes, melyhez két ATP-az miikodése szolgaltatja a
sziikséges energiat. A SpoOK transzport rendszer extracellularis peptid szignalok
érzékelésével és sejtbe valo felvételével foszfokindazok (pl. KinA) aktivaldsan keresztiil
valasz regulatorokat foszforilal, melyek transzkripcids faktorként a sporulacidban fontos
gének atirasat indukaljak (Perego és mtsai., 1991; Rudner és mtsai., 1991).

Hasonlo rendszer valdszinlileg Streptomycesekben is mukodik. Streptomyces
griseusban az amfR génnel ellentétes orientaltsagu amfA illetve az azt kovetd amfB gén
terméke a membranban integrans fehérjeként valdszintileg homodimert alkot (Horinouchi,
1996). Transzmembran régidjuk az N-terminalis résziikon talalhatod, mig a citoplazmatikus
tér felé nézd C-termindlis szakaszuk egy igen konzervalt ATP-k6t6 domént tartalmaz
(Blight és Holland, 1990). Az AmfA-AmfB fehérjék altal alkotott poruson felvételre keriild
fehérjét, illetve oligopeptidet- mely hatidsara indukalodott foszforilacidos folyamatok
eredményeképpen az AmfR fehérje foszforilalodik - eddig még nem sikertilt azonositani (4.

abra). Egy lehetséges jeloltként felvetodott a C faktor is (Horinouchi, 1996).
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2.2.3. A C faktor kutatas el6zményei

A C faktor fehérje azonositasa a S. griseus 45H 66-72 6ras fermentlevébdl tortént,
mely torzs mind szilard, mind folyékony tenyészetben egyarant teljes életciklussal
rendelkezik. A C faktor hatas tesztelésére kivalasztott S. griseus 52-1 differenciadlodasa
folyékony tenyészetben elakad, sem reproduktiv hifafonalakat, sem sporat nem képez.
Amennyiben a C faktort ezen életciklusdban elakadt torzs tenyészetéhez adjuk, annak
reproduktiv tipust differencidlodasat valtja ki (Szabd és mtsai., 1962). A C faktor hatas
specifikussadgara utal, hogy a tesztrendszerben a 20 o6rasnal fiatalabb tenyészethez adott
fehérje mar 1 ng ml” koncentracioban kivéltja a jellegzetes bioldgiai hatast, ami az A
faktorhoz hasonldan specifikus receptor jelenlétét feltételezi. A C faktor fehérje természeti,
tisztitdsat ioncseréld kromatografids eljardsok és DNS agardz affinitdskromatografia
kombinaciojaval sikeriilt megoldani. Molekulatomege SDS gélelektroforézissel 34000
Daltonnak adodott (Bird és mtsai., 1980). A tiszta fehérje birtokdban eldallitott poliklonalis
szérum, illetve monoklonalis antitest lehetové tette a C faktor kimutatasat ELISA
modszerrel kiillonbozd Streptomyces torzsekben (Szeszak és mtsai., 1990). A C faktor, vagy
legalabbis egy olyan fehérje, mely a C faktor ellen termeltetett monoklonalis antitesttel
keresztreagal, minden vizsgalt Streptomyces torzsben, mind a fermentlében, mind pedig
sejthez kototten a micéliumban kimutathato volt (Szabo és mtsai,. 1988). A keresztreagalo
fehérje molekulatomege minden esetben 34 kDa-nak vagy mintegy dupldjanak, 70 kDa-nak
adodott. Ez az eredmény, a C faktornak a Streptomycesek kozotti széles elterjedésére
vonatkozolag, mint dolgozatombdl kideriil, Southern-hibridizdcioval nem nyert
megerdsitést. ELISA technikaval sikeriilt egyértelmiien bizonyitani, hogy a teszttorzshoz
hozzaadott C faktor fehérje viszonylag révid idén beliil eltlinik a tapfolyadékbol, majd 48-
60 oras korban ismét megjelenik a hozzdadottnal 1ényegesen nagyobb koncentracioban. A
C faktor biologiai hatasa Zn-ionnal fokozhatd, a fehérje Zn-affinitds kromatografias
oszlopon tisztithatdo, s ezzel a modszerrel sikeriilt a legjobb specifikus aktivitasu
preparatumot eldallitani (Szeszék és mtsai., 1997). Az intézetiinkben azonositott C faktor
volt az elsé Streptomycesekben azonositott differencidlodasra hatd fehérje természetii

autoregulator.
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2.2.4. Az AmfC illetve az Orf1590 fehérje, mint az A faktor mutacio szupresszora

Streptomyces griseusban a légmicélium képzés szabalyozasaban betoltott szerepe
alapjan emlitést érdemel még az AmfC és az Orf1590 fehérje. A 218 aminosavat kddolo
amfC gén magas kopiaszamu plazmidrol expresszaltatva az A faktor hidnyos mutans S.
griseus HH1 torzsben helyreallitja annak 1égmicélium és spora képzését, ugy, hogy magat
az A faktor termelést nem befolydsolja (Kudo és mtsai., 1995). A gén homologjat S.
coelicolorban 1s megtalaltdk. Az amfC gén terméke csak a morfoldgiai differencialodas
hatassal.

Az orfl590 gén transzkripcidja két kiilonbozé promoterrdl torténhet. A Pl
prométerrdl egy 56 kDa (P56), mig a P2 prométerrdl egy kisebb 49,5 kDa (P49,5) tomegii
fehérje képzddhet (McCue, 1992). A hoszabb fehérje N-termindlisan egy DNS kotd o-
helix-turn-o-helix motivum talalhatd, ettdl a kiilonbségtdl eltekintve azonban a két fehérje
szekvenciaja azonos. Az orf1590 gén fontos jellemzdje a TTA kodon jelenléte, ami arra
utal, hogy transzkripcidja bldA dependens (Babcock és Kendrick, 1990). A vegetativ
novekedés soran mindkét transzkriptum azonos mennyiségben akkumulalodik a
micéliumban, a képz6do P56 és P49,5 fehérje pedig heterodimert alkot. A sporulacid soran
a rovidebb transzkriptum mar erésen csokkent mennyiségben van jelen. A hosszabb
polipeptid viszont homodimert képezve aktivalodik, mely aktiv forma DNS kot
tulajdonsagu (McCue ¢és mtsai., 1996). Az orf1590 gén képes visszaallitani az A faktor
illetve amfC null mutans légmicélium képzését az eredeti szintre (Kudo és mtsai., 1995). A
fentebb emlitett amfRAB géncsoport szintén szupresszalja az A faktor illetve amfC
mutacidt, bar a képzdodott 1égmicélium a masodik esetben gyakran lizdl. Még nem ismert,
hogy az itt leirt két gén az A faktor altal aktivalt regulacios kaszkad tagja-e vagy egy ettdl

kiilonbozd, de ezzel kapcsolddo szabalyozasi rendszerhez tartoznak.

2.2.5. Sporaképzésben résztvevo whi gének S. coelicolorban

A légmicélium novekedés befejezését és a spora képzésének illetve érésének
folyamatat szabalyozd gének a pigmentalt spordt nem képz6 whi mutansok
tanulmanyozéasan keresztiil S. coelicolorban a legismertebbek. A mutdnsok megjelenési

formaja alapjan korai (whid, whiB, whiG, whiH, whil, whiJ) ¢és kés6i (whiD, whiE)
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sporulédcios géneket lehet megkiilonboztetni (Molle és mtsai., 2000). A sporulacié iranyaba

torténd elkdtelezettség felé két fontos dontési ponton keresztiil vezet az it. A sporulacid
inicialasaban kritikus faktor a whiG altal kodolt szigma-faktor hifan beliili koncentracidja,
ez egyben az els6 dontési pontnak felel meg. A whiG transzkripcidja tobbé-kevésbé azonos
szintli az egész ¢letciklus alatt. Mivel a vegetativ szakaszban nem jatszik szerepet,
feltételezhetd, hogy aktivaldsa mas baktériumok o faktoraival valé homologia alapjan az
ezeknél ismert modon anti-c faktor utjan torténik (Chater, 1998). A whiG mutansok
légmicéliuma egyenes, szeptum alig talalhatdé benne, mely felépitése alapjan tipikus,
vegetativ micéliumra jellemzé harantfal. A ¢™™® RNS polimeraz valésziniileg a sejtfal
szerkezetét befolyasold géneket irja at, a hifa csucsi részének spiralis ndvekedése
felehetdleg a o"MS RNS polimeraz aktiv form4janak kialakuldsa utan nem sokkal indul el.
Mas, szintén whiG dependens gén pedig glicin-betain kotd fehérjét kodol, mely a
légmicélium csucsi részének a szubsztrat micéliumra merdleges novekedéséhez sziikséges
megfeleld turgor nyomashoz jarul hozza (Flardh és mtsai., 1999). Az egyre fokozodo csucsi
novekedés kovetkeztében a szubsztrat micéliumbol potlodd tapanyag mennyisége
folyamatosan csokken, ami sziikségessé teszi a sejtfal ndvekedés és a replikacio leallitasat.
A sporulaci6 irdnyaba torténd differencialédas masodik fontos dontési pontjaban a
whid, whiB gének altal iranyitott folyamatok allnak. A whid illetve whiB mutansokban
sporulacids szeptum képzodés nincs, a nukleoid szegregacio és kondenzéacio folyamata még
nem kezdddott el, abnormalis hosszusagu, de mar spiralis cstcsi részii légmicéliumot
fejlesztenek. A whiB éatirasa fliggetlen a whiG géntdl, citoplazmaban taldlhato fehérje
terméke kb. 80-120 aminosavbol all. A whiB jellegzetessége a négy kondenzalt cisztein
aminosava, melyek jelenléte alapjan feltételezhetd, hogy a fehérje érzékeny a
citoplazmatikus redox allapot valtozasaira, talan egy, a ciszteinek altal kotott fématomon
keresztiil vagy inter- illetve intramolekularis diszulfid hidak képzése révén. A WhiB masik
jellegzetessége a C termindlis részén taldlhatd o-helix-turn-o-helix struktura. A felallitott
hipotézis szerint a WhiB egy transzkripcios faktor, mely a kornyezeti vagy a hifan beliili, a
differencialtsagi fokot tiikr6z6 metabolikus valtozasokbol eredd redox valtozasokat
érzékelve kiillonbozo gének atirasat aktivalja (Soliveri és mitsai., 2000; Ainsa és mitsai.,

2000). A kisérletek alapjan bebizonysodott, hogy a whid és whiB sokkal inkabb a
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légmicélium novekedésének illetve a replikacié folyamatanak a leéllitasdban vesz részt,

mint a sporulaciés harantfal képzésében.

A sporulécids szeptum kialakitdsaban a WhiH és a Whil fehérje vesz részt (Chater,
2000). Mutansaik 1égmicéliuma spiralis lefutast és hossza tobbé-kevésbé megegyezik a vad
tipuséval, a hifakban hardntfal csak igen ritkdn képzdédik (Flardh és mtsai., 1999). Mindkét
fehérje génjének 4tirdsa teljesen a whiG géntdl fiigg. A WhiH valodsziniileg a sporulédcios
szeptum képzést és a DNS egyenletes sejtenkéti eloszlasat iranyitja. A WhiH képes
represszalni bizonyos gének promoterét, mely represszid a szén-metabolizmus karboxilat
tartalmu koztes termékeinek koncentracid emelkedésével sziinik meg. Lehetséges, hogy a
WhiH fehérjének van egy transzkripcios aktivatorként illetve egy represszorként mikodo
része (Chater, 1998). Ez a stadium informaciés cserepontnak tekinthetd a "M RNS
polimeraz altal atirt gének kozremiikddésével iranyitott és az attol fliggettlen whiB génnel
fémjelzett regulacids folyamatok kozott.

A sporulacido késobbi stadiumaban fontos gének atirdsdban egy masik szigma
faktorral, a o' -el kiegésziilt RNS polimeraz vesz részt. A ¢ faktort kodolé gén nem keriil
addig transzkripcidora, mig a sporulacidos harantfalak altal hatarolt sejtek képzése a
légmicéliumban be nem fejezddott. Késdi sporulacios gén a whiD és a whiE. A WhiD
ugyanabba a fehérje csalddba tartozik, mint a WhiB, tehat aktivaldsaban szintén a redox
allapot valtozasanak van szerepe. A whiD mutansok képeznek sporuldcios harantfalat, de a
spora érési folyamata elmarad. A sporak sejtfala vékony, konnyen lizdlnak és nem
pigmentaltak. A két folyamat koziil a WhiD a sejtfal vastagodésat és a lekerekitett spora
alak kialakitdsat irdnyitja (Molle és mtsai., 2000). A whiE gén terméke pedig a spora
pigmentaltsagat biztositja (5. dbra).
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5. abra A whi gének sporulacidban betdltott szerepe S. coelicolorban A3(2) (Chater,
1998).

A légmicélium illetve a spéraképzés Iépéseit attekintve megallapithatd, hogy
mindkét folyamat tobbszorosen szabalyozott, irdnyitasukban tobb, egymadssal kapcsolodod
regulacios kaszkad vesz részt. A differencidlodds egymast kovetd allomasait nézve azt
mondhatjuk, hogy a légmicélium és a spéraképzés egymasra épiil, tehat [égmicélium nélkiil
nem fejlodhetnek spoérdk. A Streptomycesek tanulmanyozéasa soran ezzel ellentmonddan
irtak le olyan mutans torzseket, mint példaul az A faktor mutans S. griseus HH1, melyek
szilard taptalajon légmicélium képzése nélkiil sporazni képesek (Kendrik és Ensign, 1983;
Szab¢ és Vitalis, 1992). A sporak ebben az esetben a szubsztrat micéliumban képzddnek, a
sporakat tagold szeptum is tipikus, a légmicéliumokra jellemzd sporulacids harantfal. E
jelenség arra enged kovetkeztetni, hogy a légmicélium hianya nem feltétleniil blokkolja a

sporaképzés folyamatat.
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2.3. Streptomycin antibiotikum termelés szabalyozasa S. griseusban

A légmicélium képzéssel jellemzett morfologiai differencidlodéssal parhuzamosan
torténik a szekunder metabolitok, ezen beliil pedig az antibiotikumok termelése. Folyékony
tenyészetben az antibiotikum termelés a kvazi-exponencidlis novekedés befejeztével
kezdoédik. S. griseusban a streptomycin bioszintézist az A faktor szabalyozza. Az
antibiotikum szintézis bekapcsoldsadban fontos kulcsgén az adpA, melynek atirdsat vegetativ
¢letciklusban a hozzakotédé ArpA receptor fehérje gatolja (Ohnishi, 1999). Amint az A
faktor koncentracidja eléri a 32 nM-os kiiszobértéket, receptordhoz kdtddve megsziinteti
annak represzal6 hatdsat, miutan a receptor-A faktor komplex ledisszocialt az adpA génrdl.
A folyamat kovetkezo 1épéseként atirasra kertil a transzkripciods aktivatort kodold adpA gén.
A kaszkad az AdpA fehérje altal stimulalt st#R gén transzkripciojaval folytatodik, melynek
fehérje terméke a streptomycin bioszinetikus utra specifikus transzkripcids aktivator (6.
abra). Az StrR a gliik6zbodl kiinduld streptomycin bioszintézisben résztvevo valamennyi
gén atirasat aktivalja (Horinouchi, 1999).

A Streptomycesek kozott gyakran el6fordul, hogy egy adott torzs tobbféle
antibiotikumot is képes termelni. igy példaul S. coelicolorban harom szerkezetileg eltérd
antibiotikum bioszintézis¢hez a kromoszoéman harom egymastol jol szeparalt géncsoport
talalhat6. Ebben a torzsben a szekunder metabolitok termelésének szabalyozasaban fontos
szerepet jatszik az AfsK/AfsR szignal transzdukcids rendszer. A gének nagyfoku
homolégjai S. griseusban is megtalalhatoak, de itt nem befolyasoljak az antibiotikum
bioszintézist, csak a légmicélium képzésére vannak hatdssal gliikoz tartalmu taptalajon (4.
abra). Feltételezhetoen mindkét torzsben a tdpanyagellatottsag szintjének valtozéasat
érzékelve az AfsK szerin és threonin aminosavainak autofoszforildldsan keresztiil kindz
aktivitasat indukalja. Az aktivalt kindz a szignalt az AfsR fehérjének tovabbitja azt
foszforilalva. A foszforilalodott AfsR S. coelicolorban a szekunder metabolitok
termeléséhez, mig S. griseusban a légmicélium képzéshez sziikséges gének atirasat fogja
indukalni. S. griseusban az AfsK/AfsR szignal-transzdukcios rendszer csak az A faktor

megfeleld koncentracidoban vald jelenléte utdn kapcsol be (Umeyama és mtsai., 1999).
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6. abra A streptomycin termelés regulacios kaszkadja S. griseusban (Horinouchi, 1999).

A fent leirtak alapjan lathaté, hogy a légmicélium képzés és az antibiotikum
termelés egymassal 0sszefiiggd folyamatok, szabalyozasukban vannak k6zos pontok. Az
egyes gének regulacioban betdltott szerepére viszont nehéz altaldnos jellemzést adni, mivel

még nagyfoki homoldgia esetén is egy adott gén kiilonb6zo Streptomyces torzsekben eltérd

funkcioju lehet.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A kisérletek soran felhasznalt torzsek

3.1.1. Streptomyces torzsek:

S. griseus 45H Szabo és mtsai., 1961

S. griseus 52-1 Szabd és mtsai., 1961

S. coelicolor A3(2) M145 SCP1™ SCP2" (Hopwood ¢s mtsai., 1985)

S. coelicolor M512 AredDAactll-ORF4 (Floriano és mtsai.,
1996)

S. griseus NRRL B-2682 vad (Kendrick és mtsai., 1983)

S. griseus NRRL B-2682 BAFN bald mutans (Penyige A, nem kozolt
eredmény)

S. griseus NRRL B-2682 BAFP bald mutans (Penyige A, nem kozolt
eredmény)

S. clavuligerus NRRL 3585 vad

S. parvulus 3677 vad

S. griseoviridis NRRL 2427 vad

S. albus 391 vad

S. albus R-55 vad

S. griseobrunneus 752 vad

S. flavofungini 147 vad

S. lividans 66 vad

(John Innes stock No. 1326)
S. fradiae LN 47 vad
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3.1.2. E. coli torzsek:

E. coli IM109

E. coli XL1-Blue

E. coli ET12567

E. coli DH5a

E. coli Topl0

E. coli M15(pREP4)

recAsupE44endAl hsdR17 gyrA96
relAl thi A(lac-proAB)

(Yanish-Perron és mtsai., 1985)

supE44 hsdR17 recAl endAl
gyrA46 thi relAl lac

F’ {proAB" lac 1acZAM15Tn10
(tet")} (Bullock és mtsai., 1987)

dam13::Tn9 dem6 hsdM hsdR
zjj201::Tn10 galK?2 galT22

aral4 lacY1 xyl5 leuB6 thil tonA3
rpsL136 hisG4 tsx78 mtli glnV44 F
(MacNeil és mtsai., 1992)

supE44 AlacU169 (¢80 lacZM15)
hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1
relAl (Hanahan, 1983)

F', merA A (mrr-hsdRMS-mcrBC)
080/acZAM15AlacX74 deoR recAl
araD139A (ara-leu) 7697 galU
galK rpsL(Str™) endAl nupG
(Grant és mtsai., 1990)

NaIS, Strs, RifS , Thi’, Lac’, Ara’, Gal", Mtl, F,
RecA", Uvr’, Lon" (Quiagen)
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3.2. Taptalajok

A taptalajok receptje 1 literre vonatkozik. Az itt kozolt recepteket, ha mas szerzd nincs
feltiintetve, egyrészt a Genetic Manipulation of Streptomyces (Hopwood és mtsai., 1985),
masrészt pedig a Practical Streptomyces Genetics (Kieser és mtsai., 2000) kézikonyvbol

vettuk.

3.2.1. Streptomyces torzsek tenyésztésére hasznalt folyékony taptalajok

YEME ( yeast extract, malt extract )

yeast extract 3g
Bacto-pepton 5¢g
malt extract 3g
gliikoz 10g
szahar6z 340 g

autoklavozas utan kiegészitendo

MgClLx6H,0 (2,5 M) 2 ml liter™!

HMM (yeast extract, malt extract, malt6z )

yeast extract 5¢g
malt extract 5¢g
maltéz S5¢g

TSBS ( Tripton, soya broth )

tripton 17 g
sz0ja pepton 3g
NaCl S5¢g
K, HPOg4 25¢g
gliik6z 25¢g

szachar6z 100 g
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Pufferezett sziirt szojas taptalaj (Szabd és mtsai. 1961)

kukorica lekvar
szojaliszt

NaCl

CaCOs

deszt. viz
5%-0s MgSO4

nyomelem oldat I

6g
20g
3g
2g
900 ml
10 ml
10 ml

60 perc f6zés Koch fazékban, pH beallitasa 7,8-8.0 kozé.

Oldhatatlan maradék kiszlrése géz koz¢é csomagolt 4-5 papirvatta rétegen keresztiil. Higitas

azonos térfogati (Na,HPOs/KH,PO4) pH 7,5 M/15 foszfat pufferrel. Sterilezés

autoklavban. Felhasznalas el6tt 9 rész taptalajhoz 1 rész 20 %-os gliik6z oldatot adni.

Nyomelem oldat I (1 literre vonatkoztatva)
CuS0O4x5H,0
FeSO4x7H,0O
MnCl,x4H,0
ZnSO4x7H,0

Minimal taptalaj

NMMP

(NH4)2SO4
Casaminosav
MgSO4x7H,0O
PEG 6000
Nyomelem oldat II

deszt. viz

0,64 g
0,11¢g
0,15¢g
0,2¢g

S0g
1 ml

800 ml

80 ml-es részletekben sz&étmérés.
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Felhasznalaskor kiegésziteni (80 ml-re vonatkoztatva):

NaH,PO4/K,HPO, puffer (0.1 M, pH 6.8) 15 ml
szénforras (20 %) 2,5ml

novekedési faktor 2,5 ml

Nyomelem oldat IT (1 literre vonatkoztatva)

ZnSO4x7H,0 lg
FeSO4x7H,0 lg
MnClLx4H,0 lg
CaCl, nem hidratalt lg

3.2.2. Streptomyces torzsek tenyésztésére hasznalt szilard taptalajok

Minden esetben 2,2 g agart adtunk 100 ml taptalajhoz.

R2YE (RS)
szachar6z 103 g
K,S04 0,25 ¢g
MgCl,x6H,0 10,12 g
Gliikéz 10g
Casaminosav 0,1g
Nyomelem oldat 2 ml
yeast extract 5¢g
TES puffer 573 ¢
Felhasznalas eldtt 100 ml taptalajt kiegésziteni az alabbi komponensekkel:
KH,PO, (0,5 %) 1 ml
CaCl,.H,O (5 M) 0,4 ml
L-prolin (20 %) 1,5 ml

NaOH (1 N) 0,7 ml



Szlrt sz6jas agar-taptalaj
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A pufferezett szlirt szdjas taptalajnal fersorolt komponenseken til az agar

mellett még 20 g gliikozt kell oldani 1000 ml deszt. vizben a Koch- fazékban

vald f6zés eldtt. A tovabbi 1épések megegyeznek.

3.2.3. Streptomycesek protoplasztalasahoz hasznalt taptalaj

A YEME téptalajt ki kell egésziteni 25 ml 20 %-os glicinnel.

A transzformalés soran hasznalt P(protoplasztal6)-puffer

Bemérések 800 ml-hez
szahar6z
K,S04
MgCl,x6H,0

nyomelem oldat III

103 g
0,25¢g
2,02 ¢
2 ml

Autoklavozas utan kiegészitend6 az alabbi oldatokkal (80 ml-hez):

KH,PO4 (0.5 %)
CaClyx2H,0 (3,68 %)
TES puffer (5,73 % pH 7.,2)

Nyomelem oldat III (1 literhez)
ZnCl,
FeCl;x6H,0O
CuCLx2H,0O
MnCl,x4H,0
Na,B407x10H,0
(NH4)6M07024x4H,0

1 ml
10 ml
10 ml

40 mg
200 mg
10 mg
10 mg
10 mg
10 mg
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3.2.4. E. coli torzsek tenyésztésére hasznalt taptalaj

L Broth
tripton 10g
yeast extract 5¢g
NacCl S5¢g
gliik6z lg
LB agar

100 ml L Broth-hoz 1,5 g agart adunk.

3.2.5. Titralo taptalaj antibiotikum koncentracio meghatarozasahoz

huaskivonat 5¢g
Na,HPO, lg
KH,PO4 0,1g
pepton 05¢g

A komponenseket 100 ml deszt. vizben 2 percig forralni kell, majd a pH 8.0-ra torténd
beéllitdsa utan az oldatot sziirépapiron sziirni. A szlrletet ki kell egésziteni 900 ml deszt.

vizzel és 15 g agarral. Sterilezés utan a pH-t ellendrizni kell: pH 7,6-7,8 kozott kell lennie.

3.2.6. Streptomycesek tenyésztési koriilményei

A torzsek tenyésztése folyékony taptalajon 300 ill. 500 ml-es, acélspiralt tartalmazo
Erlenmeyer lombikokban, 30 °C-on, 250 ford/perc frekvencidju korkords sikrazogépen
tortént. A taptalajt sporaszuszpenzioval, kopasz mutans esetén pedig micéliummal
inokuléltuk. Az acélspiral a tenyészet jO levegdzését biztositja, s mechanikai hatdsanal
fogva pedig homogénebb tenyészetet eredményez

Szilard taptalajon a kiszélesztett sporaszuszpenziobdl ill. micéliumbol (kopasz

mutéans) indul6 tenyésztés 30 °C-os termosztatban tortént.
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3.3. Molekularis biologiai modszerek

3.3.1. A kisérletek soran felhasznalt vektorok

pUCI19

(Yanish-Perron és mtsai., 1985). E. coliban replikalodik. A lacZ gén egy rdvid

szakaszat hordozza, melyrdl a B-galaktozidaz amino-terminalis része fejezddik
ki. A defektes B-galaktozidaz gént hordozé F plazmidot tartalmazé baktérium
torzsbe transzformalva (pl. XL1-Blue) a lac-operonon alapuld kék-fehér

szelekciora hasznalhatd. Ampicillin rezisztencia gént hordoz.

pBluescript II KS+ (Short és mtsai., 1988). A pUC19-es vektorbdl szarmazik. A fent

plJ2925

pSP72

plJ702

pHIL401

pWHM3

leirtak jellemzdek ra. Eltérés van a poliklonozo hely restrikcios hasitohelyeiben,
illetve a ploniklénozo6 helyet ebben az esetben az egymassal szembe mutatd T3
¢s T7 promoter fogja kozre. A két promoter a hozzajuk tartoz6d primereken
keresztiil felhasznalhat6 a klonozott gén vagy génszakasz szekvendldsara.
(Janssen és Bibb, 1993). A pUC19-es vektorbol szarmazik, ploniklonozé helye
néhany restrikcios hasitohelyben eltér és Bg/Il hasitohelyek fogjak kozre. A
pUC19 plazmidnal leirtak jellemzdek ra.

(Promega) E. coliban replikalodik. A plazmid két szalan az SP6 vagy a T7
prométerrdl in vitro transzkripei6 indukalhat6o. A vektor szelekcidés markere az

ampicillin rezisztencia gén.

(Katz ¢és mtsai., 1983). Streptomycesekben replikdlodé magas kopiaszamu (300-

400/sejt) plazmid. Thiostrepton rezisztencia gént hordoz. Masik marker génje a
melanin operonhoz tartozé melCl.

(Larson ¢és Herschberger 1986). A plazmid rendelkezik a pUCI19 és a
Streptomyces torzsekben fenntarthato SCP2 vektor replikacios origdjaval. E.
coli/Streptomyces ingazo, alacsony kopiaszamu vektor. Streptomycesekben 10
példany jut 1 kromoszomdara. Ampicillin és thiostrepton rezisztencia géneket
tartalmaz.

(Vara és mtsai., 1989). A plazmid a pUC19 és a plJ486 plazmid replikacios
origdjat tartalmazza. E. coli/Streptomyces ingdzo, magas kopiaszdmu vektor.
Streptomycesekben 100 példany jut egy kromoszomara. Ampicillin és

thiostrepton rezisztencia géneket tartalmaz.
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plJ2587 (van Wezel és mtsai., 2000). Replikacids origoi és rezisztencia markerei a

pHJL401 ingaz6 vektorbdl szarmaznak. A plJ4114 plazmidbol (J. White, nem
kozolt eredmény) eredd promodter nélkiili redD kazettat két terminator fogja
kozre- a methylenomycin rezisztencia gén és egy fag terminatora, melyek
biztositjak, hogy a redD transzkripcioja csak az elé klonozott promoterrdl

torténhessen.

PQE70 (Qiagen) E. coliban replikal6dd expresszids vektor. A kifejeztetni kivant gén

klonozasa a T5 fag promoter és az azt kovetd két lac operdtor régié moge
torténik. A két operator fokozza a bekotddo lac represszor fehérje mennyiségét
¢s igy biztositott, hogy indukci6 nélkiil nem kezdddik atiras a promoterrél. A

vektoron ampicillin rezisztencia gén talalhato.

3.3.2. Streptomyces kromoszomalis DNS izolalas

1.

25 ml YEME téptalajon novesztett tenyészet lecentrifugalasa utan a micéliumot 3 ml
lizozim oldatban felszuszpendaltuk (2 mg ml! lizozim, 0,3 M szahar6z, 25 mM Tris-
HCI pH 8.0, 25 mM EDTA pH 8.0), 37 °C-on 10 percig inkubaltuk.

4 ml “2 x Kirby” mix (1 % Na-tri-izopropilnaftalén szulfonat, 6 % Na-4-amino
szalicilat, 6 % fenol:kloroform (1:1) pH 7.0; 50 mM Tris-HCI pH 8.3) hozzdadésa utan
1 percig kémcsoOrazoval kevertettiik.

8 ml fenol/kloroform (50 ml fenol, 50 ml kloroform, 1 ml iso-amyl alkohol) oldattal
kiegészitve 15 masodpercig kémcsorazoval kevertettik ezt kovetden pedig
lecentrifugaltuk (3000 ford/perc, 10 perc).

A fels6é vizes fazist 0 Eppendorf csébe atvittiik, 3 ml fenol/kloroform oldattal
kiegészitettiik €s a 3. pont szerint razattuk és lecentrifugéltuk (3000 ford/perc, 10 perc).
A fels6 vizes fazist 0j Eppendorf csébe atvittiik, 1/10 térfogat 3 M Na-acetat pH 6.0 és
azonos térfogatu izopropanol hozzdadasa utan 10 percig szobahOmérsékleten allni
hagytuk, lecentrifugaltuk (3000 ford/perc, 10 perc), a feliiltiszot lednttottiik.

A csapadékhoz 7 ml abszolut alkoholt hozzamértiink, majd 10 perc szobahdmérsékleten
val6 inkubalas utan lecentrifugaltuk (3000 ford/perc, 10 perc).

A csapadék 5 ml TE pufferben valé feloldasa utan RNaz-zal (40 pg ml™) 37 °C-on 30
percig kezeltiik.
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8. 1,5 ml fenol/kloroform oldatot hozzaadva kevertettiik és centrifugaltuk a 4. 1épés szerint.

9. A kromoszomalis DNS-t izopropanollal kicsaptuk, abszolut alkohollal mostuk az 5. és 6.

1épés szerint.

10. A csapadékot 1-2 ml TE-ben feloldottuk.

3.3.3. Plazmid izolalas Streptomycesekbol alkalikus lizissel

10.

2 g lecentrifugalt micéliumot 5 ml lizozim oldatban (2 mg mlI™ lizozim 0,3 M szaharéz,
25 mM Tris-HCI pH 8.0, 25 mM EDTA pH 8.0) felszuszpendaltunk, majd pedig 37
°C-on 30 percig inkubaltuk.

2,5 ml 0,3 M SDS oldatot hozzdadtunk ¢és pipettaval dsszekevertiik.

70 °C-on 20 percig inkubaltuk, majd fokozatosan szobahémérsékletiire lehiitottiik.

800 ul fenol/kloroform hozzaadasat kovetden kémcsérazdval 1 percig erdsen
kevertettiik, majd lentrifugaltuk (3000 ford/perc, 10 perc).

A felsé vizes fazist uj Eppendorf cs6be atvittiik, 1/10 térfogat 3 M Na-acetat pH 6.0 és
azonos térfogatl izopropanol hozzéadasa utan 5 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk
majd lecentrifugéltuk (13000 ford/perc, 10 perc).

A csapadék 500 pl TE pufferben valod felvétele utdn 50 pul 3M Na-acetatot és 250 pl
semleges fenol/kloroformot (savas fenol/kloroformot ekvilibralni elészor 1/2 térfogat 1
M Tris-HCI pH 8.8-al, majd 1/2 térfogat 0,1 M Tris-HCI pH 8.0-al) hozzadtunk, majd
erésen kevertettiik és lecentrifugaltuk (13000 ford/perc 5 perc).

A fels6 vizes fazist uj Eppendorf csébe atvittiik, 500 ul izopropanollal kiegészitettiik,
kevertettiik, majd lecentrifugéaltuk (13000 ford/perc, 10 perc).

A csapadékot 5 ml TE pufferben Ujra feloldottuk, majd 250 pul 100 mM spermine-HCl
hozzaadésa és 1 perces kevertetés utan 5 percig szobahémérsékleten allni hagytuk, ezt
kovetden pedig lecentrifugéltuk (13000 ford/perc 10 perc).

A csapadékhoz hozzamértiink 3 ml 0.3 M Na-acetat, 10 mM MgCl, oldatat, majd
kevertetés utan 7 ml etanollal kiegészitve ujra razattuk és szobahdémérsékleten 60
percig allni hagytuk ¢€s lecentrifugaltuk (13000 ford/perc).

Az izolalt plazmidot 500 ul TE pufferben felvettiik. Tarolas -20 °C-on.
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3.3.4 Streptomyces torzsek transzformacioja

A transzformdciot az aldbbi standard protokoll alapjan végeztiik:

Streptomyces lividans 1326 torzs transzformacidja plJ702 plazmiddal.

Protoplaszt eléallitasa

1. 25 ml YEME téptalajt 0,1 ml sporaszuszpenzidval inokuléltunk, majd sikrazégépen 30
°C-on, 40 6raig inkubaltuk.

2. A tenyészetet szobahdmérsékleten lecentrifugaltuk ( 3000 ford/perc, 10 perc).

3. A feliilisz6 ledntése utan a sejteket mostuk 15 ml steril 10,3 %-os szahar6z oldattal,
majd ismét lecentrifugaltuk (3000 ford/perc, 10 perc).

4. Az el6zo 1épést megismételtiik.

5. A feliiluszo ledntése utan a micéliumot 4 ml steril, 1 mg ml™ lizozimot tartalmaz6 P-
pufferben felszuszpendaltuk és 30 °C-on 30-60 percig inkubaltuk.

6. Az esetleges micélidlis gobok megsziintetése céljabol steril pipettdba néhanyszor
felszivtuk a szuszpenziot, majd 15 percig tovabb inkubaltuk.

7. A szuszpenzid 5 ml P-pufferrel valo kiegészitése utan az el6zd 1épést megismételtiik. A
protoplaszt képzddését mikroszkoposan ellendriztiik.

8. A protoplasztot steril vattan keresztiil az esetlegesen nem protoplasztalodott micélialis
formak eltdvolitasa céljabol szlrtilk, majd ezt kdvetéen lecentrifugaltuk (3000
ford/perc, 7 perc).

9. Protoplasztokat 10 ml P-pufferben felszuszpendaltuk.

10. A protoplasztok hemocitométreben vald megszamoldsa utan mintegy 4 x 10’
protoplasztot tartalmazé aliquot-ot hasznaltunk egy transzformalashoz.

Transzformalas

11. A protoplaszt lecentrifugéalasa (3000 ford/perc, 7 perc) és a feliilluszo ledntése utan a
protoplasztot a visszamarado utolsé csepp pufferben felszuszpendaltuk.

12. A plazmid DNS hozzdadasa ( maximum 20 mikroliter pufferben) utan azonnal
hozzdadtunk 0,5 ml 25 % PEG 1000 tartalmu P-puffert.

13. 2-3 perc allas utdn 5 ml P-pufferrel kiegészitettilk és lecentrifugaltuk a protoplasztot

(3000 ford/perc, 7 perc), majd ujabb 1 ml P-pufferben felvettiik.



14.

34
R2YE lemezekre 0,1 ml szuszpenziot szélesztettiink és 30 °C-on 20-24 oOraig

inkubaltuk.
A transzformdcios lemezeket 1,5 ml, a thiostreptont 0, 66 mg ml™ koncentracioban
tartalmazo deszt. vizzel feliilrétegeztiik. Két nap utan a transzformansok telepei mar

lathatoak.

3.3.5. RNS izolalas Streptomycesekbol

1.

50 ml TSBS folyékony taptalajon 37 °C-on 250 ford/perc frekvenciaju sikrazogépen egy
¢jszakan at novesztett kultarat lecentrifugaltuk, mostuk, majd pedig 20 ml NMMP-ben
szuszpendaltuk. Ebbdl 10 ml inokulumot adtunk 500 ml NMMP folyékony taptalajhoz.
A tenyésztést szintén 37 °C-on és a fent emlitett frekvencidju sikrazogépen végeztiik,

mialatt kiilonb6z6 iddpontokban RNS izoldlashoz 50 ml mintat vettiink.

. A mintat lecentrifugaltuk (10000 ford./perc, 8 perc), a micéliumot 3 ml lizis pufferben (a

3.2.3. pontban ismertetett P puffer a lizozimot 5 mg ml" koncentracidban tartalmazza)

felvettiik és 37 °C-on 5 percig inkubaltuk.

. 3 ml “2 x Kirby mix”-el (0sszetételét lasd a 3.3.2. pontban) kiegészitettiik és 1 percig

razattuk.

. 5 ml fenol:kloroform (1:1) hozzdddsa utan 2 percig kevertettiik, majd 4 °C-on

lecentrifugaltuk (10000 ford./perc, 10 perc).

. A felso vizes fazist egy 0j csdbe vittiik s a 4. 1épést addig ismételtiik, amig a fazishatar

tiszta nem lett.

. A fels6 vizes fazishoz 0,1 térfogat 4 M Na-acetatot pH 6.0 és azonos térfogatu

izopropanolt adtunk. 2 6ra -20 C®-on térténd inkubaciot kovetéen lecentrifugaltuk (9000
ford./perc, 15 perc).

. A csapadékot 400 pl deszt. vizben oldottuk ¢és a 6. 1épés szerint a kicsapast
megismételtiik.
. A csapadékot etanollal valéo mosas utan 180 pl viz+20 ul 10 x DN-4z (0,5 M Tris-HCl

pH 7.8, 50 mM MgCl,) pufferben felvettiik, majd 0, 5 egység RN-az mentes DN-azt
belemértiink és 37 °C-on 10 percig inkubaltuk.

. Azonos térfogatu fenol:kloroformmal (1:1) extrahaltuk, azonos térfogata izopropanollal

kicsaptuk, mostuk etanollal, majd a csapadékot 100 ul deszt. vizben feloldottuk.
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3.3.6. S; nukleaz térképezés

1. 30 ug RNS-t és kb. 0,02 pmol radioaktiv foszforral [(y**-P) dATP) 5'- terminalisan jelolt

(T4 Polynukleotid kinaz, Promega) DNS probat tartalmazé mintéat liofilizaltuk és a
csapadékot 20 pul NaTCA pufferben (Murray, 1986) oldotttuk fel.

2. 15 perc 70 °C-os vizfiird6ben torténd denaturalas utan a vizfiirdét 45 °C-ra allitottuk. A
hibridizaciot egy éjszakan keresztiil ezen a hdmérsékleten végeztiik.

3. A kovetkezd nap 300 pl 75-100 egység S; nukledzt (Sigma III) tartalmazé 1 x S; nukledz
puffert hozzdadtunk (5 x S; nukledz puffer: 4 M NaCl; 150 mM NaAc pH 4.4; 22,5 mM
ZnAc; 100 pg ml”' részlegesen emésztett, denaturalt nem homolég DNS) és 37 °C-os
vizfiirdon 1 6raig inkubaltuk.

4. 40 pl 3 M NaAc pH 6.0 és 400 pl izopropanol hozzdadéasa utdn 1 6ran keresztiil jégen
tartottuk, majd centrifugalas (10000 ford./perc, 10 perc) utan a csapadékot 80 %-os
etanollal mostuk.

5. 4-6 pl terminéciods oldat (0, 3 % Bromfenol kék; 0, 3% Xylén cianol; 10 mM EDTA pH
7.5; 97,5% 1onizélatlan formamid) hozzaaddsa utan az elegyet 2 percig forraltuk
(Strauch és mtsai.,1991).

6. A DNS-RNS hibridet 6 %-os szekvendlo gélen futtattuk meg.

3.3.7. Minigénbank készitése

A minigénbank készitése a S. griseus 45H torzsbél a pBluescript II KS+ vektor
(lasd 3.3.1 pont) felhasznalasaval tortént.

1. Kromoszémalis DNS-t a kivalasztott torzsbol a 3.3.2. pontban leirtak szerint izolaltuk.

2. A genomialis DNS-t Sacll enzimmel megemésztettiik.

3. Az emésztett, 1 %-os agar6z gélen megfuttatott kromoszoémalis DNS-t Hybond-N
membranra vittiik at és a 39 bp-os digoxigeninnel jeldlt probaval (a proba készitése az
Eredmények fejezet 4.1. ill. 4.2. pontjaban keriil ismertetésre) hibridizaltattuk.

4. A hibridizacios szignal alapjan a kb. 2,8 kb. méreti fragmenteket tartalmazo agardz
géldarabot kivagtuk és a DNS-t visszaizolaltuk.

5. A DNS darabokat a szintén Sacll enzimmel emésztett vektorba ligaltuk.

6. A ligalt termékeket a 3.3.11. pontban emlitett mddszer szerint az E. coli XL1 Blue

gazdatorzsbe transzformaltuk.
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7. A transzformansokat ampicillint, IPTG-t és X-gal-t tartalmazo LB agarra szélesztettiik

ki.
8. Az ampicillin rezisztens fehér telepeket felszedtiik, igy 250 klont tartalmazd génbankot
kaptunk.

3.3.8. Telephibridizacio

A minigénbank DIG-jelzett oligonukleotiddal torténd screenelésére és az N-
terminalisan His-tag jelolt C-faktort tartalmaz6 transzformansok szelektalasara
hasznaltuk ezt a moddszert. A receptet az utdbbi esetre vonatkoztatva ismertetem
részletesen.

1. A transzformansokat 25 pg ml" kanamycin és 100 pg ml™ ampicillin tartalma LB-agar
lemezekre szélesztettiik, majd 30 °C-on egy éjszakan at inkubaltuk.

2. Miutan a telepek atmérdje elérte az 1-2 mm-t, HybondC- membrant helyeztiink a
taptalajra. A membrant gy, hogy a koloniak a felszin felé legyenek 25 pg ml’
kanamycin, 100 pg ml™" ampicillin és 1 mM IPTG-t tartalmazo LB-agar taptalajra
vittiik at és 37 °C-on 4 6ran keresztiil ndvesztettiik tovabb.

3. Ezt kovetéen a filtereket a megadott sorrendben és ideig az alabbi oldatokkal

atnedvesitett Whathman 3MM sziirépapirra helyeztiik és szobahdmérsékleten

inkubaltuk:

10 %-o0s SDS oldat 10 erc
denaturacios oldat (0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl) 5  perc
neutralizacios oldat (1,5 M NacCl; 0,5 M Tris-HCI pH 7.4) 5  perc
neutralizacios oldat 5 perc
2 x SSC (0,3 M NaCl; 0,03 M Najs-citrat) 5 perc

4. A filtereket 2 x 10 percig TBS pufferben (10 mM Tris-HCI pH 7.5; 150 mM NaCl)
mostuk, majd 1 6ran keresztiil szobahdmérsékleten blokkolo puferrben (3 % BSA TBS
pufferben oldva) razattuk.

5. A filtereket 2 x 10 percig TBS-Tween/Triton pufferben (20 mM Tris-HCI pH 7.5; 500
mM NaCl; 0,05 % Tween 20; 0,2 % Triton X-100) 10 percig TBS pufferben mostuk.

6. Az N-terminalisan His-tag jelolt C-faktor fehérje immunoldgiai kimutatdsara két

kiilonbozo antitestet hasznaltunk. Az els6 egérben termeltetett monoklonalis antitestet -
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Anti-polyHistidin Clon His-1 (Sigma A-4312)- blokkol6 pufferben 1/2000 higitasban

hasznaltuk és ebben az oldatban a filtereket szobahémérsékleten 1 oran keresztiil
inkubaltuk, majd az 5. pont szerint mostuk.

A maésodik, nyulban termeltetett, Anti-Mouse IgG (Sigma H-1029), alkalikus
foszfatazzal konjugalt antitestet - Anti-Mouse IgG- blokkold pufferben 1/10000-re
higitottuk. Az inkubéacids és mosdsi 1épések megegyeznek az elsd antitest esetén
alkalmazottakkal.

A szinreakci6 lejatszédasa NBT (nitro blue tetrazolium klorid Sigma N5514 0,33 mg
ml™") és BCIP (5-bromo-4 kloro-3-indolyl foszfat Sigma B0274 0,165 mg ml™)
tartalmu eléhivo pufferben (100 mM Tris-HCI1 pH 9.5; 100 mM NaCl; 5 mM MgCl,)

tortént. A szinreakciot deszt. vizzel valo oblitéssel alitottuk le.

3.3.9. His-tag jelolt C faktor fehérje termeltetése Streptomycesben és a fehérje

1.

mintak elokészitése SDS-PAGE gélen valo futtatashoz
A S. lividans TK64/pSB9 ¢és S. griseus 52-1/pSBY transzformansok (lasd az

Eredmények fejezet 4.12. pontjaban) HMM taptalajon 30 °C-on ndvesztett 72 Oras
tenyészetét lecentrifugaltuk (4000 ford./perc, 10 perc).

10 ml feliiliszobdl a fehérjét 1,4 ml 50 %-os TCA-val csaptuk le, acetonnal mostuk,
majd a kovetkezd Osszetételti 100 pl pufferben oldottuk fel: 15 % glicerin, 100 mM
Tris-HCI pH 8.0, | mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 % SDS, 10 % Urea. A fehérjét a
puferrel hidegszobaban 4 °C-on enyhén razattuk. Az oldodas folyamata kb. 4 6ra alatt
ment végbe. A fehérje oldatot ezt kdvetden 400 pl 5x SDS-PAGE minta pufferrel (15
% B-Merkaptoetanol, 15 % SDS, 1,5 % bromfenolkék, 50 % glicerin) egészitettiik ki.
10 ml tenyészetbdl lecentrifugalt sejthez 1 ml B50 sejt puffert (100 ml-hez: 2,5 ml 1 M
TRIS-HCL pH 7.5; 0,2 ml 0,5 M EDTA; 10 ml 87 %-os glicerin; 1 ml 0,5 M NaCl)
adtunk, majd ultrahanggal tortént feltaras utan 200 pl sejtkivonatot 200 ul 2x Cracking
puferrel (100 ml-hez: 25 ml 0,5 M TRIS-HCL pH 6.8, 18 ml 87 %-os glicerin, 10 ml
-Mercaptoetanol, 4 g SDS, 0,2 % (w/v) broémfenolkék) egészitettiik ki.

A fehérje mintakat 100 °C-on 10 percig torténd denaturalas utan 12 %-os SDS-PAGE
gélen futtattuk meg.
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3.3.10. His-tag jelolt C faktor fehérje termeltetése E. coliban és tisztitasa Ni-NTA

oszlopon nativ koriilmények kozott.

1. 50 ml LB taptalajra (100 ug ml”" ampicllin és 25 ug ml™ kanamicin) a His-tag jellt C
faktor génjét tartalmazd pSB90 plazmiddal (a plazmid készitésének leirasat lasd az
Eredmények fejezet 4.13. pontjdban) transzformalt E. coli TOP 10 torzs 50 ul
tenyészetét oltottuk le. A tenyészetet 37 °C-on egy éjszakan keresztiil novesztettiik.

2. Kovetkezd nap a fenti antibiotikumokat tartalmazé 4 x 100 ml LB taptalajhoz 5-5 ml
adtunk az egy éjszakan keresztiil novesztett tenyészetbdl és 37 °C-on ndvesztettiik, mig
vel indukaltuk és tovabbi 4 6ran keresztiil tenyésztettiik.

3. A lecentrifugalt (4000 ford./perc, 20 perc) tenyészetet 8 ml lizis pufferben (50 mM
NaH,POy, pH 8.0, 300 mM NacCl, 10 mM imidazol) vettiik fel, lizozimot adtunk hozza
(1 mg ml™) és 30 percig jégen tartottuk.

4. A sejtfal lizozimmal torténd emésztése utan a tenyészetet ultrahanggal feltartuk, majd 4
°C-on lecentrifugaltuk (10000 ford./perc, 30 perc). 8 ml tiszta lizatumhoz 2 ml 50 %-os
Ni-NTA szuszpenziét mértiink hozza és 1 oran keresztiil 4 °C-on 200 ford/perc
frekvencian enyhén razattuk.

5. Az oszlopba toltott Ni-NTA-lizatum elegyet 2 x 8 ml moso pufferrel (50 mM
NaH,PO4 pH 8.0; 300 mM NaCl; 20 mM imidazol) mostuk, ezt kovetden a Ni-NTA-
hoz kotddott His-tag jelolt C faktort 4 x 1 ml elucids pufferrel (50 mM NaH,PO4, pH
8.0; 300 mM NacCl; 250 mM imidazol) elualtuk.

6. A mintdkat 13 %-os SDS-PAGE gélen futtattuk meg.
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3.3.11. C faktorral kolcsonhato fehérje keresése

1.

400-400 ml HMM taptalajra kiilon-kiilon leoltott S. griseus 45H, S. griseus 52-1, S.
griseus 52-1/pSB90 torzset 30 °C-on 24, 48 ill. 72 o6ras korig tenyésztettiik, majd
lecentrifugaltuk (4000 ford./perc, 10 perc). A kisérlet tovabbi Iépéseinek
megtervezésénél a Song ¢és munkatarsai altal 1996-ban kozolt cikk modszertani

utmutatésait is figyelembe vettiik.

. A lecentrifugdlt tenyészeteket deszt. vizzel mostuk, majd pedig mindegyikbdl 4 g-ot 6ml

Na-foszfat pufferben (50 mM Na-foszfat puffer pH 8, 50 mM NaCl, 1 mM PMSF)
felszuszpendaltunk.
A French-press-el feltart, kb. 10 ml térfogatu tenyészetekhez 100-100 pl 1 M-os MgCl,-
ot és egy spatulahegynyi DNaz-t adtunk. Ezt kovetden hidegszobaban 1 6ran keresztiil
enyhén kevertettiik.
A tenyészeteket lecentrifugéltuk (4000 ford./perc, 10 perc), a feliiliszot és a membran

frakciot elkiilonitettiik egymastol.

. A feliiluszokban  Bradford-moédszerrel  (Bradford, 1976) meghataroztuk a

fehérjekoncentraciét €s mindegyik esetben 27 mg fehérjét tartalmazd térfogata
citoszollal dolgoztunk tovabb. A S. griseus 45H, illetve a S. griseus 52-1 torzsek
tenyészetébdl nyert megfeleld térfogati citoszoljahoz 500 pg ml™ koncentraciojt 200 pl
His-tag jelolt C faktor fehérjét adtunk és 4 °C-on egy éjszakan keresztiil egyiitt
inkubaltuk. Parhuzamosan kontrollokat is készitettiink, melyek megfelelé térfogata
citoszoljahoz nem adtunk His-tag jelolt C faktor fehérjét.

Kovetkezd nap mindegyik mintdhoz, a kontrollokhoz, illetve a S. griseus 52-1/pSB90 27
mg fehérjét tartalmazo citoszoljahoz 200 ul Ni-NTA-t adtunk és 4 °C-on 2 6ran

keresztiil egytitt inkubaltuk, majd lecentrifugaltuk.

. A Ni-NTA gyantat mindegyik esetben 4x2 ml moso pufferrel (50 mM Na-foszfat pH 8,

50 mM NacCl, 20 mM imidazol) mostuk. A C faktort és a vele feltehetéen kdlcsonhatd
fehérjét a Ni-NTA gyantarol 2x200 ul eluciés puferrel (50 mM Na-foszfat pH 8, 50 mM
NaCl, 250 mM imidazol) elualtuk.

. 4-4 ml feliiliszohoz tartoz6 membrantormeléket 500 pl 0,3 % TritonX-100-al

kiegészitett Na-foszfat pufferben felszuszpendaltuk, ultrahanggal még jobban feltartuk,
majd lecentrifugéltuk (1000 ford./perc, 2 perc).



40

9. A tovabbiakban a feliiliszot hasznaltuk és az 5. 6. 7. 1€pést ismételtiik meg.

3.3.12. Antibiotikum koncentracio mérése agar diffiizios modszerrel

c gy

modszert alkalmaztuk.

1.

100 ml agaros titralé taptalajhoz 1 ml 10" ml" sporaszamu B. subtilis ATCC 6633
sporaszuszpenziot adtunk, jol Osszekevertlik, hogy a megszilardult taptalaj felszinén
gyepszeriien novekedjen, és egy 17,8 cm x 25,5 cm alapteriiletii {iveg tepsibe Ontottiik.
Fontos, hogy az agar réteg vastagsaga a tepsi egészében azonos legyen, mert a vastagsag

crcr

kovetkeztethetiink. Az agar réteg idedlis vastagsaga 2-3 mm.

. Egy kb. 4-6 mm atmérdji €lesre csiszolt peremii hengerrel agar korongokat tavolitottunk

el.

A streptomycinbél 0,5 pg ml™, 1 pg mI™, 2 pg ml™ 3 pg ml™, 5 pg ml™ koncentracioji
oldatokat készitettiink. Az adott antibiotikumot ismeretlen koncentracidban termeld,
pufferezett szlirt szojas taptalajon tenyésztett Streptomyces torzs fermentlevét a
kisérletben toményen és 10 x higitdsban hasznaltuk.

Az eltavolitott agar korongok helyén keletkezett lyukakba kiilon-kiilon 100 pl
ismeretlen antibiotikum tartalmi fermentlevet. Minden esetben 2 vagy 3 parhuzamos

mintat vittiink fel.

. Masnapra a B. subtilis 0sszefliggd pazsitot alkot az agar felszinén, az antibiotikumot

tartalmaz6 lyukak koriil azonban kioltasi gytrli figyelheté meg. Az antibiotikumnak a
kornyezo agarba torténd difftizidja kb. 6-8 ora elteltével ledll. Az a tavolsag, ameddig a

baktériumok elpusztulasdhoz sziikséges antibiotikum koncentraci6 még eljut egy

crer

crer

tolomérd segitségével megmértiik és a parhuzamos mintak esetén kapott eredmények
atlagat képeztiik. Az ismert koncentraciok alapjan fél logaritmus papiron abrazoltuk a

koncentraciokat (log. tengely) és a hozzéjuk tartozé atmérdket.
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3.3.13. Alapveto molekularis bilologiai modszerek

A kisérletek soran az aldbbi molekularis bioldgiai modszereket hasznaltuk még fel, melyek

részletes ismertetésétdl eltekintek. A receptek tilnyomo részét a Molecular Cloning, A

Laboratory Manual, Second Edition ( Sambrook, Fritsch, Maniatis), Cold Spring Harbor

Laboratory Press 1989 kézikényvbél* vettiik, illetve a KIT-ek gyari leirasait kovettiik.

Plazmid izolalas E. colibol

Agaroz gél elektroforézis

DNS visszaizolalas agar6z gélbdl

Ligélas

E. coli transzformalas

DNS fragmentumok amplifikalasa

polimerdz lancreakcidval

Telephibridizacio

Southern hibridizacid

SDS-Polyakrilamid gél elektoforézise

¢és festése Coomassie brillant blue-val

a.1/1.25-1/1.28
b. Sigma PLD-100 Gen Elute™
Plazmid Midi-Prep KIT

1/6.3-1/6.20°

Sigma 5-6501 Genelute
Minus EtBr Spin Columns KIT

1/1.63-1/1.71"

1I/1.82-1/1.84"

/142"

1/1.98-1.99"

a. Kapillartranszfer 11/9.38"
b.Véakum transzfer Hoefer

TransVac ™ TES0 késziilékkel

111/18.47-18.54"
111/18.55"
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4. EREDMENYEK

4.1. A C faktor gén 5 - végének amplifikalasa PCR reakcioban

A homogenitésig tisztitott C faktor fehérje (Birdé és mitsai., 1980) N-terminalis
végének szekvenaldsaval 29 aminosavat sikeriilt azonositani: 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. Az alahuzott aminosav szekvencidk alapjan egy 18 és egy

19 bazis hosszusagu degeneralt oligonukleotidot terveztiink. A 26. pozicidban Gly vagy
Ala valoszintisithetd, igy ebben az esetben a kddold bazishdrmasoknak csak az elsd
azonos nukleotidjat (G) hasznaltuk fel a tervezés soran.

Az oligonukleotidokat PCR reakcioban primerként hasznaltuk fel. Az eléremutato

primer (18 bp) 6t, mig a visszafelé mutatd primer (19 bp) két helyen degeneralt (1.4abra).

crer

crer

kiilonb6z6é nukleotid is lehetséges, a 3. pozicidban mindig G/C-t terveztiink. A PCR
reakcioban a Sacl enzimmel emésztett S. griseus 45H torzs kromoszomalis DNS-ét
hasznaltuk templatként. A rekcio 1épései: 1 ciklus 94 °C (5 perc), 50 °C (2 perc), 72 °C
(2 perc); 8 ciklus 94 °C (1 perc), 50 °C (2 perc), 72 °C (1 perc); 50 ciklus 92 °C (1 perc),
50 °C (1 perc), 72 °C (1 perc); 1 ciklus 94 °C (1 perc), 50 °C ( 2 perc), 72 °C (5 perc).

A PCR reakcidban az N-termindlis szekvencia alapjan, varakozdsunknak
megfelelden egy 76 bp hosszisdga DNS fragment szaporodott fel legnagyobb
mennyiségben. Az igy amplifikalt, gélbdl visszaizolalt PCR terméket a pUCI9
plazmidba, a Smal hasitohelyre szubklonoztuk és megszekvenaltuk. A szekvencia
azonositasa kézi szekvenalassal tortént a dideoxy lanc-terminacidos modszer alapjan
(Sanger és mtsai., 1977). A 76 bp-os fragmentnek a két primer kozé esé 39 bp

hosszlisagu része 100%-ban homolog a S. griseus 45H genommal.
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N-...AlavValProAlaThrLysArgPheSerLeuThrGluProSerHis

37 CGGCAGGGGCGGTGGTTC

57 GCGGTGCCGGCGACGAAG
C C C C ¢C

18 bazis

(Asp/Phe) LeuPheArgHisAlalLysLeuHisAsp (Gly/Ala)ArgvValGlnX...-C
C C
GTGCGGTTCGAGGTGCTGC 57
CACGCGAAGCTGCACGACG 37
19 bazis

l.abra PCR prébak eloallitdsanak vazlata a C faktor N-terminalis aminosav
szekvenciajanak alapjan a génbank sziiréséhez.

4.2. A C faktor gén klonozasa, azonositasa

A C faktor gén detektalasara nem egy hagyomdanyos, a S. griseus 45H teljes
genomjat reprezentald konyvtarat, hanem egy kb. 250 klonbdl 4ll6 in. minigénbankot
hoztunk 1étre. A minigénbank készitésének modja az Anyag és Mddszer fejezet 3.3.7.
pontjaban keriilt ismertetésre. A génbank sziirésére a telephibridizaci6é soran probaként
a 4.1. pontban emlitett 5'-végén digoxigeninnel jelélt (DIG Oligonucleotide 5-End
Labelling Set, Boehringer Mannheim) 39 bp hosszlisagl oligonukleotidot alkalmaztuk.

A HybondN membranra atvitt, denaturalt klonokat 2 o6ra 42 °C-on torténd
prehibridizacié utdn 42 °C-on egy éjszakan keresztiil a 39 bp-os digoxigeninnel jelolt
probaval hibridizaltattuk a Dig Nucleid Acid Detection Kit (Boehringer Mannheim)
leirasa alapjan. Az alkalmazott mosasi 1épések: szobahdmérséklet, 15 perc; 42 °C, 30
perc; 55 °C, 30 perc: 2x SSC, 0,1 % (w/v) SDS; 55 °C, 30 perc: 0,5x SSC, 0,1 % (w/v)
SDS.
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A hibridizaciot kovetd immunologiai detektalas soran (Dig Nucleid Acid Detection

Kit, Boehringer Mannheim) a kb. 250 klonbol 2 telep adott pozitiv jelet. A két telepet
100 pg ml' ampicillint tartalmzé LB agarra atoltottuk és a telephibridizaciot
megismételtiik. A kisérlet tesztelése sordn mar csak az egyik esetben kaptunk pozitiv

szignalt és a tovabbiakban mar csak ezzel a klonnal (pBZ3) dolgoztunk tovabb.

4.3. A pBZ3 klon szekvencia analizise

A szekvencia analizis soran annak igazoldsara, hogy valoban a C faktor gént
tartalmazé klont emeltiik ki, primerként eldszor a fent emlitett 39 bp hosszusagu- a S.
griseus 45H genommal 100 %-ban homoldg- oligonukleotidot hasznaltuk. Ezt kdvetden
a minigénbank készitésekor hasznalt pBluescript II KS+ vektor poliklonozo helyét
kozrefogd T3 és T7 fag promoterével komplementer primereket kiilsd primerekként
alkalmaztuk, ill. a mar ismert szekvencia alapjan belsd primert terveztiink és az inszert
mindkét végérdl elkezdtiik a szekvenalast. A pBZ3 klon nukleotid sorrendjét egymast
kovetd oligonukleotid primerek szintézisével (1. tablazat) ABI 373 automata

szekvenator (Applied Biosystems) felhasznalasaval hataroztuk meg.

Az oligonukleotid sorszama Nukleotid szekvencia Nukleotid pozicid
A szekvenalds sordan hasznalt

oligonukleotidok

Eléremutat6 primerek

1. 5’-GGCCGACCTGTGCATCAC-3’ 1283-1299
3. 5’-GCACCTCCTCGGCACTCG-3’ 1485-1502
5. 5’-GAGCCCGAGGGCATGGGC-3’ 1859-1876
7. 5’-AACGAGGCTCCCGGCGGG-3’ 307-324

8. 5’-GCTGGGCGCGGGCTCGGC-3’ 633-650

9. 5’-CGCACCACTTGTGCTCCC-3’ 933-950
14. 5’-GGGAGGTCCGCCCCGGCG-3’ 2029-2046
Reverz primerek

2. 5’-GCCGGAACAGGTCGTGGG-3’ 1178-1160
4. 5’-CCGAGCCGCAGCAGCCCG-3’ 1059-1042
6. 5’-TCCTCCTGTGCGCCCCCC-3’ 736-719
10. 5’-GGCCACGAACAGCCGCCG-3’ 1252-1235
11. 5’-GATGGCGCAGGTCATCTC-3’ 1549-1532
12. 5’-CAGCGTGGAACCGGCGCG-3’ 1849-1832
13. 5’-ATCGGCTTCCTCATGCTG-3’ 2128-2111

1. tablazat A C faktor gén szekvenalasa soran hasznalt primerek.
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A kodolo régiot PC/GENE program segitségével és FramePlot analizissel, a

Streptomycesek jellegzetes kodonhasznalata alapjan azonositottuk, amely azon alapszik,
hogy a Streptomyces DNS magas G+C aranya (71-75 %) miatt a kodonok 3.
magas G+C aranya miatti szekvenalasi hibak csokkentése érdekében mindkét szalat
legalabb egyszer leolvastuk. A pBZ3 klon a teljes gént (975 bp), s az expresszidjat

szabalyozo régiot egyarant tartalmazza.

Target: 1244 bp; 70.7% G+C {dashed linel
Hindow: 48, Step: 5, Start codon [>1: ATG GTG
Hininun ORF: 28, Date; Feb 5 21:33:32 1999

1: L il >>
e F 1> 1 | b e | | > 11

G —2l > >

1: € JLHA I <L | —
EHE | | I | 1< 11 | I 1

H € CEE Lo € < -

GHCCED

1000
2. abra A C faktor gén FramePlot analizissel azonositott kodolo régidja, melynek a

piros gorbe altal mutatott magas G+C tartalmu teriilet felel meg.

A C faktor gén kodolo régioja egy GTG start kodonnal (1007. nukleotid) kezdddik
¢s egy TGA stop kodonig (1978. nukleotid) terjed (3. abra); a kodolt fehérje 324
aminosavbol all és szamitott molekulatomege 34523 Da. A C faktor fehérje azonositasa
¢s tisztitdsa a S. griseus 45H torzs pufferezett szlirt szojas taptalajon nétt folyékony
tenyészetének fermentlevébdl tortént (Bird és mtsai., 1980). Ez alapjan mar a fehérje
aminosav szekvencidjanak ismerete nélkiil tudhato volt, hogy a C faktor fehérje
kivalasztodik a sejtbdl. A gén szekvencidjanak ismeretében, a fehérje PC/GENE

komputer programmal valdé analizise soran azonositottuk a  szekrécios
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szignalszekvenciat, melynek levagodasa két kiillonb6z0 hasitohely mentén torténhet:

Ser-Ala-Ala-Ala/Ala/Val-Pro-Ala (a lehetséges hasitohelyeket a / jelek mutatjak).

Mivel az ¢érett fehérje ismert N-termindlis szekvencidja Ala-Val-Pro-Ala
aminosavakkal kezddédik, az Ala/Ala helyen torténik a hasitds. A 38 aminosavbdl allo
szekrécios szignalszekvencia tipikus prokaridta szignalszekvencia; 3 f6 részbdl all: a
pozitivan t6ltott N doménbol, mely a szekréciora keriilé fehérjét a sejtmembran negativ
toltésti foszfolipid rétegéhez horgonyozza ki, a citoplazma membranon vald atjutas
elkezdéséhez sziikséges hidrofob H doménbdl és a C doménbodl (Pugsley, 1993;
Nagarjan, 1993). A C faktor fehérje valdszinilileg a nem olyan régen azonositott Sec-
independens Twin-Arginin transzlokacios utvonalon valasztodik ki a sejtbdl. E. coliban
szdmos periplazmatikus cofaktort kot fehérje szigndl peptidében megtalalhato egy
k6zos RR-motivum ([S/T]-R-R-X-[F/L]-L-K) kozvetelniil a H domén eldtt. A S. griseus
45H torzsben azonositott C faktor szignal peptidjében a kovetkez6 RR-motivum
talalhatd: S-R-R-G-L-L-R. A fehérje export pontos mechanizmusa nem teljesen ismert,
a Tat szekrécios Utvonalnak E. coliban eddig 5 komponensét sikeriilt azonositani: a
TatA feltételezett membranhoz kotott fehérjét, az el6zovel paralog TatB fehérjét, a TatC
feltételezett transzlokazt, a TatD citoplazmaban oldott allapotban 1évé proteint és a
TatA-val paralog TatE-t (Tjalsma és mtsai.,, 2000). Az ezen az utvonalon exportra
keriild fehérjék harmadlagos illetve negyedleges szerkezetiik kialakuldsa utdn és ezt a
szerkezetet megtartva valasztddnak ki a sejtbol.

A sejtbdl kikeriilo érett fehérje 286 aminosavbol all, a szekvencia alapjan
megallapithatd molekulatomege 31038 Da, ami jol kozeliti az SDS-PAGE gélen
futtatott tisztitott C faktor 34500 Da kisérletesen meghatarozott molekulatomegét (Bir6
¢s mtsai., 1980), foleg ha figyelembe vessziik, hogy a C faktor egy igen bazikus fehérje.
Izoelektromos pontja 9.59, ami jo egyezést mutat a korabban mért 9.9 értékkel
(Szeszéak és mtsai., 1991).

Az aminosav szekvenciat kiilonb6z6 komputer programokkal- pl. Tmpred (Hofman
és Stoffel, 1993), DAS (Cserzo és mtsai., 1997) - analizalva arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy az érett fehérje valdszintlileg rendelkezik egy transzmembran régioval,

mely domén a 69. és a 90. aminosav kozotti szakaszon talalhato.
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857 CCACCGCCGCGCCGCACTCCGGTGCCCGGTGGCGGACCCTGGACAAGCCCCGTCCGCACG

917

9717

1037

1097

1157

1217

1277

1337

1397

1457

1517

1577

1637

1697

1757

1817

1877

1937

GCAACGATGCCGATATCGCACCACTTGTGCTCCCACCATCGGAAGTGAGACAACGTGAGT
RBS

GACCTCCGTGACGTACCGGAGCGGGACGGCGTGCCGGCGGCTACGACCTCGTCGCCGAGC

ValProAlaAlaThrThrSerSerProSer

Twin-Arginin motivum szekrécidés szignal szekvencia

CGGCGCGGGCTGCTGCGGCTCGGCGGCGGGCTCGTCGCCGCCTCCGCCTTCGGCCTGAGC

ArgArgGlyLeuleuArgLeuGlyGlyGlyLeuValAlaAlaSerAlaPheGlyLeuSer

TTCGGCGCGGGCAGTGCGGCGGCGGCCGTACCGGCCACCAAGCGGTTCAGCCTGACCGAG
PheGlyAlaGlySerAlaAlaAlaAlaValProAlaThrLysArgPheSerLeuThrGlu

CCGTCCCACGACCTGTTCCGGCACGCGAAGCTGCACGACGCGCGGGTCCAGCAGTCGTTC
ProSerHisAsplLeuPheArgHisAlalLysLeuHisAspAlaArgValGlnGlnSerPhe

ACCTTCGACATCGTCAACCGGCGGCTGTTCGTGGCCCAGTTGAAGTCGGGCTCGCCCGAC
ThrPheAspIleValAsnArgArgLeuPheValAlaGlnlLeulysSerGlySerProAsp

GACAGCGGCGACCTGTGCATCACCCAGCTGGACTTCTCGGGCAACAAGCTGGGCCACATG
AspSerGlyAspLeuCysIleThrGlnLeuAspPheSerGlyAsnLysLeuGlyHisMET

TACCTGCTCGGCTTCGGCCACGGCGTCTCCATCGGCGCCCAGCCGGTCGGCGCGGACACG
TyrLeuLeuGlyPheGlyHisGlyValSerIleGlyAlaGlnProValGlyAlaAspThr

TACCTGTGGACGGAGGTGGACGTCAACAGCAACGCGCGTGGCACCCGGCTGGCCCGGTTC
TyrLeuTrpThrGluValAspValAsnSerAsnAlaArgGlyThrArgLeuAlaArgPhe

AAGTGGAACAACGGCGCGACGCTCAGCCGCACCTCCTCGGCACTCGCCAAGCACCAGCCG
LysTrpAsnAsnGlyAlaThrLeuSerArgThrSerSerAlaleuAlalysHisGlnPro

GTCCCCGGCGCCACCGAGATGACCTGCGCCATCGACCCGGTCAACAACCGCATGGCGATC
ValProGlyAlaThrGluMETThrCysAlalleAspProValAsnAsnArgMETAlalle

CGCTACCTCACCGCCTCGGGCCGCCGCTACGGCATCTACAACGTCGCCGACATCGCCGCC
ArgTyrLeuThrAlaSerGlyArgArgTyrGlyIleTyrAsnValAlaAspIleAlaAla

GGCGTCTACGACAAGCCGCTCTCCGACGTCCCGCACCCCACGGGCCTGGGCACCTTCCAG
GlyValTyrAspLysProLeuSerAspValProHisProThrGlyLeuGlyThrPheGln

GGGTACGCGCTGTACGGCAGCTACGTCTACCAGCTCACCGGCAACCCGTACGGCCCGGAC
GlyTyrAlaLeuTyrGlySerTyrValTyrGlnLeuThrGlyAsnProTyrGlyProAsp

AACCCGAACCCGGGCAACTCCTACGTCTCCAGCGTCGACGTCAACACCGGCGCCCTGGTC
AsnProAsnProGlyAsnSerTyrValSerSerValAspValAsnThrGlyAlaLeuVal

CAGCGGGCCTTCACCCGCGCCGGTTCCACGCTGACCTTCCGCGAGCCCGAGGGCATGGGC
GlnArgAlaPheThrArgAlaGlySerThrLeuThrPheArgGluProGluGlyMETGly

ATCTACCGGACGGCCGCCGGCGAGGTCCGCCTCTTCCTGGGCTTCGCCTCGGGTGTGGCA
IleTyrArgThrAlaAlaGlyGluValArgLeuPheleuGlyPheAlaSerGlyValAla

GGGGACCGCCGCAGCAATCTGTTCTACAAGAACGTCCTGATCTGA
GlyAspArgArgSerAsnLeuPheTyrLysAsnValleulle—-—-
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A fermentlébe kivalasztodo fehérje feltehetdleg a differencialodéas korabbi stadiumaban

1év6 sejtek membranjdba épiil be ugy, hogy N-termindlis vége a sejt belso tere felé, mig
C-termindlis vége az extracellularis tér felé mutat (4. &bra). Ezt a feltételezést
alatdmasztja az a kisérleti eredmény, hogy a S. griseus 52-1 torzs folyékony sziirt sz6jas

taptalajon ndvesztett kulturajahoz adott C faktor révid idon beliil eltlinik a tenyészetbdl.

G
G=
RARRAARARD NN \ 28
I ﬂ{}ﬁﬁﬁ{,’@
)

. (S = 90 )
& A szignalszekvencia / < e £

belépése a membranba

§ 69
*—

C - faktor termeld sejt Célsejt

4. abra Modell. A C faktor szekrécidja a Twin-Arginin transzlokaciés utvonalon, illetve
a fermentlébe kivalasztodo fehérje integracioja a differencialédas korai stadiumaban

crer

N-terminalisa a sejt belso tere fel¢, mig C-termindlisa az extracelluléris tér felé¢ mutat.

3. abra A megszekvenalt 2194 bp pBZ3 klon 857-1981 bp kozé esé szakasza. Az
egyszeresen aldhtzott nukleotid szekvencidk kozil az RBS felirati a riboszéma
kotohelyet jeloli, ezt kdvetden pedig a szekrécids szignal szekvencia van azonos médon
kiemelve. A szekrécios szigndlon beliilli Twin-Arginin motivum aminosav sorrend;jét
egyszeres aldhuzas jeloli. A szimplan, dupldn, szaggatottan €s vastagon aldhuzott,
felirattal nem jelzett aminosav szekvencidk a HPLC/ESI-MS/MS moédszerrel azonositott

triptikus fragmentek szekvenciai.
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A 29 N-terminalis aminosav szekvenciajat adatbankokban hozzaférhetd ismert

szekvenciakkal Osszehasonlitva szdmos cink-ujj tipus szabalyoz6 fehérjével mutatott
szignifikans homologiat (5. dbra). Mar elétte ismert volt, hogy a C faktor fehérje képes
egy- és két-szalu DNS-hez kotddni (Bird és mtsai., nem publikalt eredmények); tovabba
a cink fokozta a C faktor bioldgiai hatasat. Ez a megfigyelés késébb megerdsitést nyert,
mikor a C faktor fehérjét sikeriilt cink-affinitas oszlopon tisztitani (Szeszdk és mitsai.,
1997). Ezen eredmények alapjan azt feltételeztiik, hogy egy cink-ujj tipust szabalyozo

fehérjérdl van szo.

C faktor: 17 24

Leu-Phe-Arg-His-Ala-Lys-Leu-His-

Cink—ujj fehérjék:

C. elegans iiu-—Ser—Arq rHis-AlatArg Leu—H6igs
(6/8, 1+) 376 383
X. laevis oocyte LeutLeu-Glu —His—Arg—His
(4/8, 1+) 133 140
X. laevis gastrula Leu——Alal»Z—\E%His—@—A_rg—&—His
(4/8, 3+) 558 565
Human NIL-2A LeutIle-GlurHis-{Met-ArgLeu-{His
(4/8, 1+) 947 954
Human AREB6 LeutIle-GlurHis-{Met-ArgLeu-{His
(4/8, 1+)

5. ébra Cink-ujj tipustt fehérjéknek a C faktor N-termindlis aminosav szekvenciajaval

homolég szakaszai

A DNS szekvencia alapjan megallapitott aminosav sorrend nem igazolta azon
varakozasunkat, hogy a C faktor egy DNS-hez ko6tddé cink-ujj tipusu fehérje, igy
felmeriilt annak a lehetdsége, hogy transzlacidos frameshifttel egy mdas aminosav
sorrendii fehérje keletkezik errdl a DNS szakaszrol. Az eredetivel kdzel azonos méretii
leolvasasi keretet kapunk ha az eredeti szekvenciaba az 1211. pozicidban beillesztiink

egy nukleotidot. A kddolt fehérje aminosav sorrendjében ebben az esetben 20 His
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talalhatd, melyek koziil a legtobb viszonylag szabdlyosan, egymastol 5-6 aminosav

tavolsagra van. A Frame Plot analizis alapjan azonban ez nem egy tipikus, a
Streptomycesekre jellemzd koédoldo szekvencia. A DNS magas G+C ardnya
megnehezitette a szekvenalast és ezaltal novelte a hibak el6forduldsanak esélyét, ezért
ugy gondoltuk, hogy a kérdés megnyugtatdé megvalaszoldsahoz sziikséges a fehérje

aminosav sorrendjének HPLC/ESI-MS/MS technikaval torténd meghatarozasa.

44. A C faktor fehérje molekulatomegének ¢és aminosav sorrendjének
meghataroziasa HPLC/ESI-MS/MS moédszerrel

A S. griseus 45H torzs csak kis mennyiségben termeli a C faktort, 10 liter
folyékony kultira fermentlevébdl néhdny szaz mikrogrammnyi fehérje tisztithato, ezért
a molekulatomeg ¢és a triptikus fragmentek szekvencidjanak a meghatarozasahoz egy
olyan mddszerre volt sziikség, mely igen kis mennyiségli bioldégiai minta esetén is
megbizhatéan miikddik. A valasztott kapillaris kromatografia/microelectrospray tomeg
spektrometridval torténd meghatarozasahoz 13 ug fehérjére volt sziikség. A méréseket
a szegedi Szent-Gyorgyi Albert Orvostudoméanyi Egyetem Orvosi Kémiai Intézetében
T. Szab6 Pal és munkatarsai végezték, ezért az eljaras ismertetésétél az Anyag és
modszer fejezetben eltekintettem.

A C faktor fehérje mért molekulatomege: 31047 + 9 Da jo egyezést mutat a
szekvencia alapjan szamitott 31038 értékkel. A triptikus emésztést kovetden a
legnagyobb intenzitasu csucsokat add peptid fragmentek szekvencia analizise
HPLC/ESI-MS/MS méréssel tortént. A fehérje teljes aminosavsorrendje ezzel a
modszerrel nem keriilt meghatdrozasra, azonban az azonositott peptid szakaszok jol

Az adatok ismeretében megallapitottuk, hogy a Frame Plot analizissel azonositott
nyitott leolvasasi keret alapjan kapott aminosavszekvencia megfeleld szakaszaival a

triptikus fragmentek 100 %-ban megegyeznek (3. 4bra).
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4.5. A C faktorral homoldg fehérje keresése

Az érett fehérje aminosavsorrendjét 0sszehasonlitottuk adatbankok szekvencidival a
Blast Search (Altschul és mtsai., 1997) program segitségével. Az analizist kiértékelve a
C faktor teljes aminosav szekvencidjat lefedé alacsony foku homologiat talaltunk a B.
subtilis 168 torzs altal termelt, TagC fehérjével (29 % aminosav azonossig 6
megszakitassal). A kezdeti eredmények alapjan ugy gondoltdk, hogy a TagC a Gram
pozitiv baktériumok sejtfalat alkotd teichoinsav bioszintézisében jatszik szerepet é€s
génjének expresszidja sporuldciospecifikus (Mauél és mtsai.,1991; 1994). A TagC
fehérje génjérél azonban kideriilt, hogy bar a teichoinsav bioszintézis operonjat
tartalmazo kromoszoma szakaszon van, mégsem az operon része. A TagC azonos a
DinC fehérjével (Cheo és mtsai., 1991, 1993), mely az SOS regulonhoz tartozik. A dinC
atirodasat a DNS kotd DinR fehérje szabalyozza. Gram pozitiv baktériumokban a
promoter  régioban  taldlhaté DinR  box  konszenzus  szekvencidja:  5'-
CGAACRNRYGTTYC-3'. Ehhez hasonl6 szekvencia azonban a C faktor gén promoter

crer

lenne a két fehérje kozt.

4.6. A C faktor gén azonositasa kiilonbozo Streptomyces torzsekben

A C faktor vagy azzal homoldg gén jelenlétét a S. griseus 45H torzson kiviil,
melynek fermentlevébdl a fehérje tisztitasa tortént, 11 kiillonb6zd Streptomyces torzsben
Southern hibridizacidval teszteltiik. Probaként a gén 860 bp hossziasagu (930-1790 nt),
radioaktiv foszforral [(a’*-P) dCTP] jelslt (Megaprime™™ DNS jel5ld KIT, Amersham)
EcoRV-Sall fragmentjét hasznaltuk, mely a kodold régio 80 %-at lefedi. A torzsek Sacll
enzimmel emésztett Hybond N membranra atvitt kromoszémalis DNS-eit, a probaval 42
°C-on egy éjszakan keresztiil hibridizaltattuk. Az alkalmazott leger6sebb mosasi
1épéssel (0,1x SSC, 0,1 % (w/v) SDS; 65 °C; 30 perc) a C faktorral kb. 87%-o0s vagy
annal nagyobb homoldgiat mutatdé DNS fragmentek detektalhatoak.

Vérakozasunknak megfelelden a S. griseus 45H torzs erds hibridizacids jelet adott,
hasonld intenzitast szignalokat kaptunk a S. albus 391, S. flavofungini, S. albus R-55
kromoszomalis DNS-ével. A tobbi esetben, ide értve a C faktorra érzékeny S. griseus

52-1 teszt torzsiinket is, értékelhetd szignal nem volt megfigyelhetd (6. dbra).
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A C faktorral legalabb 87 %-ban homolog gént hordozé fent emlitett harom

Streptomyces torzs és a S. griseus 45H a tobbi tesztelt torzzsel ellentétben folyékony
tapkozegben is spordzik (Vitalis és mtsai., 1981). Feltételezhetd, hogy a C faktornak

folyékony kulturdban szerepe van a spéraképzés inicialasaban.

a b
A 1234567 8 910111213 A12345 6 7 8910111213

6. abra C faktor gén azonositasa kiilonb6zo Streptomyces torzsekben. (a) Ethidium-
bromiddal festett 1 %-os agar6z gél. (b) Southern hibridizaciés mintazat,
autoradiogram. A, HindIll enzimmel emésztett A fag DNS. A Streptomyces torzsek
kromoszdmalis DNS-ének emésztése Sacll enzimmel tortént. 1. pBZ3 plazmid DNS, 2.
S. clavuligerus, 3. S. parvulus, 4. S. griseoviridans, 5. S. coelicolor M145, 6. S. albus
391, 7. S. griseobrunneus, 8. S. flavofungini, 9. S. albus R-55, 10. S. griseus 45H, 11. §.
griseus 52-1, 12. §. lividans 1326, 13. S. fradiae.
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4.7. TranszKkripcios start pont azonositasa S1 nukleaz térképezéssel

A C faktor transzkripcids analizise keretében S1 nukledz térképezéssel
meghatdroztuk a transzkripcios start pontot. A technika részletes leirdsa az Anyag és
Modszer fejezet 3.3.6 pontjaban talalhato.

Probaként a gén pSGF7 templatrol PCR reakcioban az M13 univerzalis és a *2P-vel
végjeldlt 2. reverz primerrel (nukleotid pozicid: 1178-1160, a primer szekvencidja az 1.
tablazatban taladlhato) felszaporitott 547 nt hosszusdgli szakaszat hasznaltuk, ahol a
promoter régiot és a transzkripcios start pontot sejtettiik (7. abra, 8. abra). A pSGF7 a
teljes gént hordoz6 pBZ3 rekombinans plazmidrol az eldbb is emlitett, a szekvenalas
soran is haszndlt 2. reverz €s a 8. eléremutatd (nukleotid pozicio: 633-650, lasd 1.
tablazat) primerekkel amplifikalt 547 bp fragmentet a pUCI8 plazmid Smal
hasitohelyén tartalmazé konstrukcio. A PCR reakcio 1épései: 30 ciklus 60 sec 94 °C, 60
sec 54 °C, 60 sec 72 °C. A proba 3 - végén 1év6, a C faktor génnel nem homolog 50 nt
hosszusagu tulnyuld rész lehetové teszi az eredmény kiértékelésekor a DNS-RNS

hibrid, illetve az RNS-el nem hibridizalt DNS proba kozotti kiilonbség tételt.

Smal
Sall
AatII Afal ECORV PvuIl AatIIl Aatll lAatII
t===—=—p —
ORF SS facC

facC préba

500 bp

7. ébra A C faktor gén ¢és a kdrnyezd szekvencidk restrikcids térképe, az S1 nukleaz
térképezés vazlata. A nyilak a nyitott leolvasasi kereteket mutatjak. A csillag az S1 nukleaz
térképezés soran hasznalt proba PP vel jelolt 5°- végét reprezentalja. Az SS felirattal

jelzett szakasz a C faktor szekrécids szignalszekvenciajanak felel meg.
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fac8
-405 GTGAGCGGACCGGCGGGGCCGGTGGTGGCGGGGCTGGGCGCGGGCTCGGCGGAGGTGCCG
v s G P A G P V V A G L G A G S A E V P

-346 GTGGGCGTGGGGGCCGGGGCGTCGTCGCCGGAGCCGCAGGCGGCGGTGAGGGCGAGCAGG
v 6 v G A G A S S P E P QA AV R A S R

-286 GGGGCGCACAGGAGGAGGGCGGCGGTCCGGCCTCGCGGTGTTCGCTTGGGCACGGGTTCC
G A H R RIRAACIR PR GV R L G T G S

-226 CCCGATGGTCTGCGGTGACGGCGACGGATGTCGCTGGGCACGCTGCCAGCAGCTTCGTCC
P D G L R *

-35
-166 CACGTCAAGCATGCCGCCACCGCCGCGCCGCACTCCGGTGCCCGGTGGCGGACCCTGGAC
-10 **
-106 AAGCCCCGTCCGCACGGCAACGATGCCGATATCGCACCACTTGTGCTCCCACCATCGGAA
EcoRV

-46 GTGAGACAACGTGAGTGACCTCCGTGACGTACCGGAGCGGGACGGCGTGCCGGCGGCTAC
RBS M P A A T

+15 GACCTCGTCGCCGAGCCGGCGCGGGCTGCTGCGGCTCGGCGGCGGGCTCGTCGCCGCCTC
T s s p S R R G L L R L G G G L VvV A A S

+75 CGCCTTCGGCCTGAGCTTCGGCGCGGGCAGTGCGGCGGCGGCCGTACCGGCCACCAAGCG
A F G L S F G A G S A A A A V P A T K R

fac2

+135 GTTCAGCCTGACCGAGCCGTCCCACGACCTGTTCCGGCACGCGAAGCTGCACGACGCGCG
F S L T E P S H D L F R H A K L H D A R

8. abra A C faktor el6tti hipotetikus nyitott leolvasasi keret 3°- végi része és a C faktor
gén kezdeti szakasza az el6tte 1évO szabalyozo régidkkal. A két csillag a transzkripcios
start pontokat jeloli, melyek el6tt az egyszeres aldhtuzéssal kiemelt -10-es és a -35-0s
promoéter régid taldlhatd. RBS, riboszoma kotéhely. Az  abran  feltlintetett
aminosavszekvencia dolt betiivel jelzett része a szekrécios szignalszekvencidnak felel
meg. A vastag betlivel szedett nukleotid szekvenciak, a pSGF7 plazmid inszertjének
PCR reakcioval tortént felszapritasahoz hasznalt fac8 ¢és fac2 oligonukleotid

szekvencija.

A S. griseus 45H torzsbol késziilt sporaszuszpenziét 50 ml TSBS komplett
folyékony taptalajra leoltottuk, majd az ODsso 0,7 slirliségi NMMP-vel mosott
tenyészetnek 500 ml NMMP minimal folyékony taptalajra vald atoltasa utan 0, 30, 60,
120, 240 és 420 perc mulva RNS izolalashoz mintat vettem. A S. griseus 45H komplett
taptalajrol minimal taptalajra valo atoltdsa utan 1,5-2 oraval a hifafonalak végén un. C-

tipust agak figyelhetok meg, melyek cstcsi része megvastagszik, 5 ora elteltével pedig
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sporakat képez. Ilyen koriilmények kozott tehat az életciklus lerdvidil és a gén

expressziojanak iddébeli valtozasa jol nyomon kdvethetd. A kiilonbdzd idépontokban
vett S. griseus 45H tenyészetbdl izolalt RNS-t és a radioaktiv foszforral jelolt, fent
ismertetett DNS probat hibridizaltattuk, S1 nukledzzal kezeltiik. A képzédott DNS-RNS
hibrid mintdkat 6 %-os poliakrilamid gélen futtattuk meg, standardként a Hpall
enzimmel emésztett és denaturalt pPBR322 plazmidot hasznaltunk.

Az els6 gyenge 244-245 nt hosszsagl szignalokat, melyek a transzlacios start
elotti, a transzkripcids start pontoknak megfelelé 74.(A), illetve 75.(T) nukleotidot
jelolik, az atoltast kovetden 1 oraval detektaltuk. Olyan méretii transzkriptumot, mely
arra engedne kovetkeztetni, hogy a C faktor gén atirodasa az eldtte 1évo- altalunk
részlegesen megszekvenalt, de nem ismert funkcioju- ORF 4&ltal kodolt génnel
kapcsoltan torténik, nem azonositottunk. A legerdsebb jelet az atoltas utan 4 oraval, a
sporulacid kezdeti stadiumaban 1évé tenyészetbdl izolalt mRNS minta estén kaptuk (9.
abra). Megallapitottuk, hogy a C faktor gén 2 transzkripcios start ponttal rendelkezik,
melyekrdl alterndlva indulhat a transzkripcio. A gén kifejezddése fiigg a ndvekedési
fazistol, mert a kapott szignal erdssége fokozodott a tenyésztési id6 elérehaladtaval. Ez
meger0siti azt a feltételezésiinket, hogy a C faktornak a sporulacié bekapcsolasaban is
szerepe lehet.

A transzkripcios start pontok alapjan feltételezhetd -35-6s régio: TGGACA illetve a
-10-es régio: AACGAT 17 nt tavolsagra van egymastol (8. abra). A transzkripcios start
pont(ok) tipikusan és a mi esetlinkben is 6-7 nt tavolsgra van(nak) a -10-es promoter
régiotdl (Hawley és McClure, 1983). A promoter régiot a konszenzus szekvenciakkal
valo homologia alapjan valdsziniileg a o'° csalad elsd csoportjaba tartozo o™® faktor
ismeri fel. A -35-0s promoter régid szekvenciaja nagyfoki homologiat mutat a o"dB
altal felismert konszenzus Streptomyces promoter szekvencidkkal (TTGACA; Hawley
és McClure,1983), mig a -10-es promoter régid esetében a homologia foka alacsony

(TATAAT Hawley és McClure, 1983).
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309—
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9. abra A C faktor gén transzkripcidja komplett TSBS téptalajr6l minimal MM
taptalajra valo atoltast kovetben. M, **P-vel végjeldlt Hpall-enzimmel emésztett
pBR322 molekulasuly standard. Pp.c , C faktor gén transzkriptuma. Az atoltast
kovetden 0, 30, 60, 120, 240 és 420 perc mulva vett tenyészetekbdl izolalt mRNS-t az
547 nt hosszusaga >°P-vel végjelolt DNS probaval hibridizaltattuk. Az S1 nukleaz
rezisztens DNS-mRNS hibrideket a mintavétel idébeli sorrendjének megfeleléen az 1-6-

os palyan futtattuk meg.
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4.8. A C faktor promoterének in vivo promoter proba analizise S. coelicolorban

A promoter aktivitds méréséhez a promoter nélkiili redD gént hordoz6 plJ2587 E.
coli- Streptomyces ingaz6é promoter proba vektort (jellemzését lasd az Anyagok és
modszerek 3.3.1. pontjaban) hasznaltuk. A redD gén altal kodolt protein a vords szinii
undecilprodigiosin (Red) antibiotikum szintézisét aktivaldé regulacids kaszkad utolsod
tagja (Narva és Feitelson, 1990).

A C faktor gén - az S1 nukledz térképezés eredménye alapjan feltételezhetden -
szekvenalas soran is hasznalt 2. ill. 8. primer parral felszaporitottuk €s a promoter
nélkiilli redD gén elé ligaltuk. A redD kazettdt két terminator fogja kozre, a
methylenomycin rezisztencia gén és egy fag terminatora, melyek biztositjdk, hogy a
redD transzkripcidja csak az elé klonozott C faktor promoterrdl torténhessen. Mivel a
redD gén a regulacids kaszkad utolséd tagja, az antibiotikum szintézis mértéke utal a
mely megkonnyiti a vords pigmentet termeld és nem termeld kolonidk azonositasat (van
Wezel, 2000).
coelicolor M512 (M145 AredD, Aactll-ORF4) torzsbe transzformaltuk, a
transzforméansokat RS szilard taptalajra szélesztettiik és a vOros pigment szinintenzitasa
¢s felhalmozodasanak helye alapjan a C faktor promoter aktivitasat, illetve azt
vizsgaltuk, hogy a C faktor az életciklus mely szakaszdban jatszik szerepet.

A szélesztést kovetd 4.-5. napon, a légmicéliumképzés meginduldsa utan 12 éraval
rozsaszin légmicélium jelent meg (10. dbra). A gyengébb szinintenzitas arra utal, hogy a
gén alacsony szinten keriil atirdsra. Mivel az expresszid nem olyan intenziv, nem
lehetiink biztosak abban, hogy a szubtsztratmicéliumban nem tortént kisebb mértékii
felhalmozddas. A kontroll kisérletben - a S. coelicolor M512 torzset C faktor promoter
nélkiili plJ2587 vektorral transzformalva - a transzformansok telepei fehérek maradtak,
ami arra utal, hogy a redD gén ebben az esetben nem irodott at.

A Kkisérlet eredménye igazolta, hogy a C faktor promoéter régidja valdban
kozvetleniil a gén el6tt helyezkedik el; tovabba a promoter differenciadlodas fiiggden a

légmicélium képzéssel kapcsoltan aktivalodik.



58

10. abra A C faktor promoterének in vivo promoter aktivitds mérése S. coelicolor M512
(M145 AredD, Aactll-ORF4) torzsben. 1. plJ702 kontrol plazmiddal transzformalt S.
coelicolor. 2. plJ2587-facCp rekombinans plazmidot hordozo6 S. coelicolor (expressziod
C faktor promoterrdl). 3-4. plJ2587-ramCp. rekombindns plazmidot hordoz6 S.
coelicolor (expresszido ramC vegetativ promoterrdl) 5. Promoéter nélkiili C faktor gént
tartalmazd plJ2587 plazmiddal transzformalt S. coelicolor RS szilard taptalajon

novesztett 5 napos tenyészete.

4.9. A C faktor expresszidjanak hatasa S. griseus 52-1 torzsre

A kovetkez6 kisérletsorozatban a C faktor gén expressziojanak a differencidlodéasra
kifejtett hatasat vizsgaltuk. A C faktor gént és az eldtte 1évo regulacios szignalokat is
tartalmazo 2,1 kb nagysagu Kpnl és Xbal enzimmel emésztett fragmentet szubklonoztuk
egy alacsony (pHJL401) és egy magas (pWHM3) kopiaszdmu E. coli- Streptomyces

ingdzd vektorba, melyek emésztése szintén Kpnl-Xbal enzimparossal tortént. A
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pHJIL401 vektor sejtenkénti kopiaszama 10, mig a pWHM3 vektor sejtenkénti

koépaszama 100 koriil van Streptomycesben. A pHJL401 vektor alapu klont pSGF4, mig
a pWHM3 vektor alapu klont pSGF5 néven jeloltiik. A pSGF4 és a pSGF5 konstrukciot
mindkét esetben S. griseus 52-1 térzsbe transzformaltuk. Az RS taptalajon ndvesztett
thiostrepton (50 pg ml™) rezisztens transzformansokat folyékony szfirt szojas taptalajon
vizsgaltuk.

A kontrollként hasznalt S. griseus 52-1 torzs folyékony tenyészetében hosszu,
egyenes, elagazas nélkiili multinuklearis vegetativ hifafonalak képzddnek (11.b. dbra).
Amennyiben a tisztitott C faktor fehérjét ezen torzs 20 6rdsnal fiatalabb tenyészetéhez
adjuk, annak reproduktiv tipusu differencialédasat valtja ki, ami a konidiumot képzo S.
griseus 45H torzshoz (melynek fermentlevébdl a C faktor tisztitdsa tortént, 11.a. abra)
PAS pozitiv granulumokat tartalmazé reproduktiv alakok megjelenésével jar egyiitt. A
hifafonalak végén un. reproduktiv C-tipusu agak figyelheték meg, melyek csucsi része
megvastagszik €s sporakat képez (Vitalis és mtsai., 1963), (11.c. dbra). A C faktor hatas
specifikussagara utal, hogy mar 0,5 ng ml" koncentracidban kivaltotta a jellegzetes
biologiai hatast. A gént alacsonyabb kopiaszamban tartalmazd pSGF4 transzformansok
folyékony sziirt sz9jas kulturajaban reproduktiv elemek képzddése figyelhetd meg, mely
hatds megegyezik az extracellularisan adott C faktoréval (11.d. dbra). A gént magasabb
kopiaszamban tartalmaz6 pSGFS5 transzforménsok citomorfologiai képe a fent emlitett
tenyésztési koriilmények kozott viszont a S. griseus 52-1 torzsre jellemzokkel mutat
hasonldsagot (nincs abran feltiintetve).

Létrehoztunk egy olyan konstrukciot is, melyben a C faktor gén promoter régidja
nélkiili 1,6 kb nagysagu fragmentjét a magas kopiaszamu pWHM3 E. coli-Streptomyces
ingazd vektorba, az igen erdsen kifejez6dd erythromycin (ermE) Streptomyces promoter
mogeé klonoztuk A rekombinans plazmidokat S. griseus 52-1 térzsbe transzformaltuk.
Mivel tobbszori probalkozas ellenére sem sikeriilt transzformansokat kapnunk,
feltételezzilk a nagy kopiaszamban erdsen kifejeztetett gén letalis hatdsat. Hasonld
jelenséget figyeltiink meg az extracellularisan 1 pg ml™ koncentraciéban adott C faktor

fehérje esetén is.
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d
11. ébra (a). S. griseus 45H, (b). S. griseus 52-1, (c). extracellularisan adott C faktorral
kezelt S. griseus 52-1, (d). S. griseus 52-1/pSGF4 72 o6rés folyékony tenyészetének

anoptral (negativ fazis-kontraszt) mikroszkopos felvétele.
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4.10. A C faktor expressziojanak hatasa S. griseus NRRL B-2682 torzs bald

mutansaira

A C faktor hatds tovabbi vizsgalatdhoz a S. griseus NRRL B-2682 torzs A faktort
nem termeld bald mutansat S. griseus NRRL B-2682 BAFN (Penyige Andrés, nem
kozolt eredmény) hasznaltuk, melybe a pSGF4 illetve pSGFS5 klonokat transzformaltuk.
A kopasz (bald) mutans torzs szilard taptalajon nem képez légmicéliumot (12. a. 4bra),
viszont ebben az esetben szubsztrat micéliumban torténd sporaképzés megfigyelhetd. A
sporak inkébb hosszikasabbak, ami arra utal, hogy az érési folyamaton nem mentek
teljesen keresztiil. Hasonlo jelenség mas kopasz mutans torzsnél is megfigyelhetd, igy
példaul az irodalmi attekintésben emlitett A faktor hidnyos mutans S. griseus HH1-ben
(Kendrik és Ensign, 1983; Szabo és Vitalis, 1992). Az alacsony (pSGF4) és magas
(pSGF5) koépiaszamu rekombinans plazmidokat tartalmazd transzformansokat
thiostrepton(50 pg ml™) tartalma R5 szilard taptalajon tenyésztve 1égmicélium és
jelentés sporaképzodést figyeltiink meg (12. b., c. dbra). A vad tipusu S. griseus NRRL
B-2682 ¢és mindkét transzformans sporatermelését fazis-kontraszt mikroszkdpban
Osszehasonlitva nem 4allapitottunk meg észlelhetd kiilonbséget, a spordk mindharom

esetben érettek, gdmbdlytiek.

268218
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e

2682B/SGF4

12. abra (a). Az A faktort nem termeld bald mutans S. griseus NRRL B-2682 BAFN ¢és

(b) a C faktort alacsony kopiaszamban S. griseus NRRL B-2682 BAFN/SGF4 illetve

(c). magas kopiaszdmban S. griseus NRRL B-2682 BAFN/SGFS5 tartalmazo

transzforménsainak 7 napos, R2YE szilard taptalajon nétt tenyészete.
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A S. griseus NRRL B-2682 jol sporazik folyékony tapkozegben. Korabbi vizsgalatunk

soran azon Streptomyces torzsekben tudtunk a C faktorral nagyfokban homolog (= 87
%) gént detektalni, melyek jol sporaznak folyékony taptalajon, ilyen pl. a S. albus és a
S. flavofungini. Ez alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a C faktornak fontos
szerepe van a sporuldcio inicidldsdban folyékony tapkozegben.

A fent emlitett vad tipust illetve a kopasz mutans S. griseus kromoszémalis DNS-
ének analizisével ellendriztiik a C faktor gén meglétét a két térzsben. A S. griseus
NRRL B-2682 ¢és spontan bald mutinsanak S. griseus NRRL B-2682bld Sacll
enzimmel emésztett, 1 %-os agar6z gélen megfuttatott genomialis DNS-ét Hybond N
membranra vittik és a probaval 42 °C-on egy éjszakan keresztiil hibridizaltattuk.
Probaként a gén - a 4.6. pontban mar emlitett - 860 bp hosszasagu (930-1790 nt),
radioaktiv foszforral [(a’>-P) dCTP] jelolt (Megaprime Kit, Amesham) EcoRV-Sall
fragmentjét hasznaltuk, mely a kodold régio 80 %-at fedi le. Az alkalmazott legerésebb
mosasi erdsség 0,1xSSC, 0,1 % (w/v) SDS; 65 °C; 30 perc volt.

Annak ellenére, hogy a C faktor mind alacsony, mind magas kopiaszamban
komplementalni képes a bald muticiot, meglepetésiinkre ezekben a térzsekben nem
tudtuk kimutatni a C faktor vagy azzal nagyfokban homoldg gént (13. abra).

Ismertek olyan esetek (Gilles P. van Wezel, nem publikalt eredmény), mikor az izolalt
kromoszomalis DNS-ben bizonyos gének fehérjével maszkirozva vannak és csak
néhany 6rés proteindz K-val torténd kezelés utan detektalhatéak. A fent emlitett vad
tipusu és bald mutans torzs genomialis DNS-ének tobbszori proteindaz K-val torténd
emésztése utan sem tudtunk Southern hibridizacioval a C faktorral homoldg gént
kimutatni. Ezt kovetéen PCR reakcidban, a C faktor gén szekvenalasa soran is hasznalt
8-as és 13-as primerrel, templatként a két S. griseus torzs Sacll enzimmel emésztett
kromoszémalis DNS-ét hasznalva, megrobaltuk a C faktort vagy azzal homoldg gént

felszaporitani, de ezzel a modszrrel sem kaptunk pozitiv eredményt.
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13. abra (a). Ethidium-bromiddal festett 1 %-os agar6z gél és a (b) Southern blot
autoradiogramja. 1. Hindlll-al emésztett A DNS, 2. pBZ3 pozitiv kontroll, 3. S. griseus
45H, 4. S. griseus 52-1, 5. S. griseus NRRL B-2682, 6. S. griseus NRRL B-2682
BAFN, 7. pBluescript IT KS+ negativ kontrol. Probaként a C faktor gén **P-vel feldlt

860 bazis hosszusagu fragmentjét hasznaltuk.

A kisérletet a S. griseus NRRL B-2682 torzs egy A faktort termeld bald mutansaval
S. griseus NRRL B-2682 BAFP is megismételtik Ez a tipusu sporat nem termeld
kopasz mutdns azért kiilondsen érdekes, mert S. griseusban az A faktornak
kulcsfontossagu szerepe van a légmicélium képzés indukalasaban. Ebben az esetben az
A faktor altal kontrollalt regulacios kaszkad valamelyik génjében torténhetett a mutacio.
Az A faktort termeld kopasz mutans S. griseus NRRL B-2682 BAFP/SGF4
transzformansat thiostreptonstrepton (50 pg ml"') tartalmi R5 szilard taptalajon
tenyésztve légmicélium fejlédik és faziskontraszt mikroszkdposan sok érett gdombolyti
spora figyelheté meg. A C faktort magas kopiaszamban kifejeztetve - S. griseus NRRL
B-2682 BAFP-SGF5 - viszont a légmicélium, illetve spora képzés elmarad (Birko



66
Zsuzsa, nem kozolt eredmények), a szilard tenyészet morfologidja az A faktort termeld

kopasz mutanséval egyezik meg (14. abra).

8. griseus NRRLB-2682
BAFP/SGF4
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§. griseus NRRLB-2682
BAFP/SGF5

(v
14. abra Az A faktort termeld bald muténs S. griseus NRRL B-2682 BAFP és (b) a C
faktort alacsony kopiaszamban S. griseus NRRL B-2682 BAFP/SGF4 illetve (c). magas
kopiaszamban S. griseus NRRL B-2682 BAFP/SGFS5 tartalmazé transzforménsainak 7

napos, R2YE szilard taptalajon novesztett tenyészete.

4.11. Antibiotikum termelés valtozasa alacsony és magas kopiaszamu C faktor gén
hatasara S. griseus torzsekben

A szekunder metabolitok termelése, a morfologiai differencialodassal
Osszefiiggésben, szilard taptalajon a légmicéliumképzéssel parhuzamosan, folyékony
tapkozegben pedig a kvazi-exponencialis ndvekedés befejezddése utan torténik. A
szekunder metabolitok koziill ipari ¢és gyogyaszati szempontbdl kiemelkedd
jelentdséglick az antibiotikumok. Az altalunk vizsgalt S. griseus torzsek, illetve bald
mutédnsaik streptomycint termelnek. Ebben a kisérletsorozatban arra kerestiik a valaszt,
hogy ezeknek a torzseknek a C faktort alacsony, illetve magas kopiaszamban tartalmazo
transzforménsaiban hogyan valtozik a streptomycin szintézis mértéke, vagyis a C faktor
hatdssal van e a morfologiai diferencialodéssal Osszefiiggésben 1évo antibiotikum

termelésre. Az antibiotikum koncentraciot agar diffiziés moddszerrel sziirt szo6jas
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taptalajon novesztett 48 ill. 72 6ras tenyészetek fermentlevébdl hatiroztuk meg. A
mérés részletes leirdsa az Anyag és modszer fejezet 3.3.10. pontjaban olvashato.

Az els6 sorozatban S. griseus 45H torzsben, melybdl a C faktor tisztitasa tortént, a
C faktort nem termeld S. griseus 52-1 torzsben és annak két transzformansaban: a C
faktort alacsony kopiaszdmban kifejeztetd S. griseus 52-1/SGF4-ben és a C faktort
magas kopiaszadmban kifejeztetd S. griseus 52-1/SGF5-ben hataroztuk meg a
streptomycin koncentraciét. A mérési eredmények a 2. tadblazat A. részében vannak
Osszefoglalva. Az antibiotikum koncentraciokat dsszehasonlitva megallapithatjuk, hogy
a C faktor gént nem tartalmazo, viszont streptomycint jol termeld S. griseus 52-1 torzs,
illetve a C faktort mind alacsony, mind magas kopiaszamban hordozo
transzformansainak fermentlevében a fent emlitett antibiotikum kdzel azonos
koncentracidoban mutathato ki.

A masodik mérési sorozatban pedig a C faktort szintén nem termeld S. griseus
NRRL B-2682 vad tipust térzsnek, A faktort nem tartalmazé bald mutdnsanak, illetve a
bald mutans C faktort alacsony kdpiaszamban S. griseus NRRL B-2682 BAFN/SGF4 és
magas kopiaszamban S. griseus NRRL B-2682 BAFN/SGF5 tartalmazo
a 2. tablazat B. részében tekinthetok meg. Ebben az esetben sem a vad tipusu torzs, sem
pedig a bald mutansa nem termel streptomycint. A bald mutans C faktort tartalmazo
mindkét transzformdnsanak fermentlevében koriilbeliil azonos mértékben, jelentdsen
megnovekedett a streptomycin szintje.

A harmadik sorozatban ugyanazt a vad S. griseus torzset hasznaltuk mint az el6z6
esetben, viszont most egy olyan bald mutansat S. griseus NRRL B-2682 BAFP
valasztottuk, mely termel A faktort. A bald mutans transzformansai: S. griseus NRRL
B-2682 BAFP/SGF4 ¢és S. griseus NRRL B-2682 BAFP/SGF5 a C faktort alacsony
illetve magas kopiaszdmban tartalmazzak. A kapott antibiotikum koncentraciok értékei
a 2. tablazat C. részében talalhatdak. A vad tipusu S. griseus torzs és A faktort termeld
bald mutdnsa nem szintetizdl ezzel a modszerrel kimutathatdé mennyiségi
streptomycint. A C faktort kis példanyszamban hordoz6 transzformas esetén mind a 48,
mind pedi a 72 oOras tenyészet fermentlevében jelentdsen megndtt az antibiotikum
koncentracio, mig a C faktort nagy példanyszamban tartalmazd transzformans

fermentlevében antibiotikum nem mutathato ki (Birkd Zsuzsa, nem k6zolt eredmények).
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A

S. griseus torzs neve 48 oras tenyészet 72 oras tenyészet
S. griseus 45H 0.2 pg ml™ 0.23 ug ml™!

S. griseus 52-1 14 pg ml™! 11.5 ug ml’!

S. griseus 52-1/SGF4 7.2 pg ml™ 5.8 ug ml™

S. griseus 52-1/SGF5 10 g ml™! 12 ug ml™!

B

S. griseus torzs neve

48 oras tenyészet

72 oras tenyészet

S. griseus NRRL B-2682 0 ug ml™ 0 pgml’
S. griseus NRRL B-2682 0 ug ml™ 0 pgml’
BAFN

S.griseus NRRL B-2682 8.2 ug ml™ 11 ugml’
BAFN/SGF4

S.griseus NRRL B-2682 11 pg ml’! 12 pg ml™
BAFN/SGF5

C

S. griseus torzs neve 48 oras tenyészet 72 oras tenyészet
S. griseus NRRL B-2682 0 pg ml™ 0 pgml’
S. griseus NRRL B-2682 0 pg ml™ 0 pgml’
BAFP

S.griseus NRRL B-2682 12 pg ml”! 11.5 ug ml™
BAFP/SGF4

S.griseus NRRL B-2682 0.3 pgml’ 0gml’
BAFP/SGF5

2. tablazat Sziirt szojas taptalajon novesztett kiilonbozo Streptomyces torzsek 48

oras illetve 72 o6rds tenyészetének fermentlevébdl agar-diffuzios modszerrel

meghatarozott antibiotikum koncentracioja.
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4.12. C-terminalisan His-tag jelolt C faktor konstrukcioja és expresszioja

Streptomyces torzsekben

A tovabbiakban terveztiik a C faktorral kolcsonhato fehérje keresését. Ehhez a
vizsgalathoz sziikségessé valt nagy mennyiségli C faktor fehérje termeltetése, melyet
Streptomyces expresszios rendszerben probaltunk megoldani. A rekombinans plazmid
létrehozasahoz a Streptomycesekben fentarthatd plJ702 vektort hasznaltuk, melyben a
melanin (mel) operonhoz tartozé melCl gént hordoz6d Sphl-Bglll fragmentet PCR
reakcioban felszaporitott, His-tag jelolt C faktor gén Sphl-Bgl/ll fragmentjével
helyettesitettiik. A melCl gén ATG start kodonjanak bazishdrmasa része a plJ702
vektort csak egy helyen hasitd Sphl enzim felismerd szekvencidjanak Annak érdekében,
hogy a C faktor gén 5' végén Sphl hasitohelyet hozzunk létre, PCR reakcidban a gén
természetes transzlacios iniciacios GTG kodonjat a melC1 gén ATG start kodonjaval, a
leolvasasi keretet megtartva helyettesitettiik. Ennek kovetkeztében az amino-terminalis
valin methioninra valtozott. A C faktor gén 3' végére pedig, hogy C-terminalisan His-
tag jelolt fehérjét kapjunk, a gén természetes stop kodonjat PCR reakcidban a histidint
kodold GTG bazisharmasra cseréltiik, melyet még 6t tovabbi GTG bazisharmas kovet a
szintén mesterségesen kialakitott TGA stop kodon és Bg/Il hasitoéhely elott (3.A
tablazat).

A mesterséges C faktor gén létrehozasahoz PCR reakcioban templatként a 4.9.
pontban ismertetett pSGF4 plazmidot haszndltuk. A felszaporitott DNS fragmentet
Sphl-Bglll enzimekkel emésztettiik és a szintén ezzel az enzimparosal emésztett pSP72
vektorba ligaltuk. A rekombinans plazmidokat E. coli DH5a torzsbe transzformaltuk.
Néhany ampicillin rezisztens klonbdl plazmidot izolaltunk, a méret €s a restrikcids
analizis alapjan pozitivnak bizonyult rekombinidns plazmidokbol az Sphl-Bglll
fragmentet a plJ702 Streptomyces vektorba szubklonoztuk, melynek eredményeként

kaptuk meg a pSB9 rekombinans plazmidot.
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A.
primerek SphI *** BglII
5’ gacggc_atg ccg gcg gct acg acc tcg tcg 37 3’ gac aag atg ttc ttg cag gac tag gtg gta gtg gtg gtg gtg acttctagaagg 5’
facC szekvencidja 5’ GTG CCG GCG GCT ACG ACC TCG TCG . CTG TTC TAC AAG AAC GTC CTG ATC TGA 3’
CAC GGC CGC CGA TGC TGG AGC AGC . GAC AAG ATG TTC TTG CAG GAC TAG ACT
természetes FacC Val Pro Ala Ala Thr Thr Ser Ser . Leu Phe Tyr Lys Asn Val Leu Ile
mesterséges FacC Met Pro Ala Ala Thr Thr Ser Ser . Leu Phe Tyr Lys Asn Val Leu Ile His His His His His His
B.
primerek SphI *** BglII
5’gacggc_atg ccc gcc gta ccg gcc acc aag cgg ttc 37 3’ gac aag atg ttc ttg cag gac tag gtg gta gtg gtg gtg gtg acttctagaagg 5’
facC szekvencidja 5’ GCC GTA CCG GCC ACC AAG CGG TTC . CTG TTC TAC AAG AAC GTC CTG ATC TGA 3’
CGG CAT GGC CGG TGG TTC GCC AAG . GAC AAG ATG TTIC TTG CAG GAC TAG ACT
természetes FacC Ala Val Pro Ala Thr Lys Arg Phe . Leu Phe Tyr Lys Asn Val Leu Ile
mesterséges Met Pro Ala Val Pro Ala Thr Lys Arg Phe e Leu Phe Tyr Lys Asn Val Leu Ile His His His His His His
FacC

3. tablazat A tablazatban a C faktor gén mindkét szaldnak 5°- és 3’°- vége, a természetes €és a tervezett C faktor fehérje amino- és carboxi-
terminalis része, illetve ennek a mesterséges, C-termindlisan His-tag jelolt (A.) szekrécids szigndlszekvenciat tartalmazo illetve (B.) nem
tartalmazd C faktor fehérje génjének PCR reakcidban torténd felszaporitdsa sordn hasznalt primerek vannak feltiintetve. A mesterségesen
létrehozott Sphl és Bglll hasitohelyek dolt betlivel és alahtizassal vannak kiemelve. Az atg start kodon és a TGA stop kodon vastag betiivel van

szedve. A *** a Bglll hasitohely el6tt mesterségesen kialakitott act stop kodont jeldli.



A pSB9 plazmid tehat a C-terminalisan His-tag jelolt, N-terminalisan pedig 38
aminosav hossziisagu természetes szekrécids szignal szekvenciaval rendelkez6 C faktor
gént hordozza, melynek expresszioja a mel operon promoterének kontrollja alatt all. A
plJ702 alap vektor magas kopiaszdmban fordul eld Streptomycesekben, ezért azt
gondoltuk, hogy a plJ702 alapt pSB9 plazmidrdl a C faktor gén magas szinten fog
expressziora keriilni.

A pSB9Y plazmidot sikeriilt Streptomyces lividans TK64 és Streptomyces griseus
52-1 torzsbe transzformdlni, de tobbszori probalkozas ellenére sem sikeriilt a
transzformacio a Streptomyces griseus 45H sziildi torzsbe, melynek fermentlevébdl a C
faktor fehérje tisztitasa tortént. Ugyanakkor a fent emlitett torzsek mindegyike egyarant
jol transzformalhato a plJ702 plazmiddal. Ez az eredmény jo egyezést mutat korabbi
kisérleteink adataival, miszerint a S. griseus 45H torzs nem transzformalhaté a magas
koépiaszamu, C faktor gént hordoz6é pSGFS plazmiddal. A kis kopiaszamt, szintén C
faktor gént tartalmazdé pSGF4 rekombinans plazmid esetében kaptunk
transzforméansokat, de nem bizonyultak ¢életképesnek. A telepek atmérdje az atlagosnal
kisebb volt, nem termeltek sporat és néhdny nap mulva elpusztultak.

A transzformansok HMM taptalajon novesztett 72 oras tenyészetét lecentrifugaltuk,
majd a feliiluszobol, illetve a feltart sejttenyészetbdl (a fehérje kicsapas modja az
Anyagok és Modszerek fejezet 3.3.9. pontjaban olvashatd) probaltuk a His-tag jeldlt C
faktor fehérjét azonositani. A denaturalt fehérje mintakat 12 %-os SDS-PAGE gélen
futtatuk meg, majd Western blottal ImmobilonP membranra vittiik 4t és immunoldgiai
detektalassal (lasd Anyag és Modszer fejezet 3.3.8. pontjaban a 6.-9. 1épést) probaltuk a
C faktor fehérjét kimutatni.

Viarakozasunkkal ellentétben a feliiliszobol szarmazé fehérje mintdbol nem tudtuk
a His-tag jelolt C faktort azonositani, noha a szekrécids szignalszekvenciaval
rendelkezd, a sejtbdl kivalasztasra keriilé fehérjét eddig minden esetben feliiluszobol
sikertilt tisztitani. A S. lividans TK64 és S. griseus 52-1 torzsek sejtkivonataibol
szarmazo fehérje mintdkban viszont a membrdnon, az immunologiai detektaldst
kovetden, a C faktor fehérje tomegének megfeleld magassagban egy-egy halvany csik

jelent meg. A His-tag jelolt C faktor tehat mindkét térzsben csak nagyon alacsony
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szinten keriil expressziora. Ezek a csikok nem voltak lathatéak csak az alap plJ702
vektort tartalmaz6 72 orés feltart tenyészetek fehérje mintéiban.

A két fent emlitett Streptomyces torzs koziil egyik sem tartalmazza a C faktort vagy
azzal homolég gént. A S. griseus 52-1 teszt torzsiink érzékenyen reagal az
extracellularisan adott C faktorra, mely mar 0,5 ng ml™' koncentracioban helyreallitja a
kopiaszami pSGF4 és a plJ702 vektor alapu, magas kopiaszami pSB9 C faktort
tartalmaz6 rekombinans plazmidokkal kiilon-kiilon transzformalt S. griseus 52-1

torzsekben folyékony taptalajon szintén megfigyelhetd ez a komplementacio.

4.13. C-terminalisan His-tag jelolt C faktor konstrukcioja és expresszioja E.
coliban

Streptomyces expresszios rendszerben nem sikeriilt nagy mennyiségti His-tag jelolt
C faktor fehérjét termeltetniink, ezért kovetkezdé kisérletlinkben a jobb hatasfok
érdekében a Streptomycesekkel rokonsdgot nem mutatd E. coli torzs expresszids
rendszerét hasznaltuk fel.

Expresszios vektorként a pQE70 plazmidot hasznaltuk, melynek Sphl-Bglll
poliklonoz6 helyére a C faktor gén PCR reakcidoban felszaporitott 897 bp nagysagt
szakaszat klonoztuk. Ez a DNS szakasz az érett, szekrécids szignaszekvencia nélkiili
fehérjét kodolja, mert a tisztitds szempontjabol elénydsebb, ha a His-tag jelolt C faktor
fehérje a sejtben marad. A gén 5' végére PCR reakcidoban Sphl hasitohelyet
szintetizaltunk, melynek ATG bdzisharmasa a gén mesterséges start kodonjaként
szolgal. Az Sphl hasitohely létrehozasaval a gén 5' végére két aminosavat kodold
bazisharmas keriilt, igy az érett fehérje N-termindlis vége Ala-Val-rol Met-Pro-Ala-Val-
ra modosult. A gén 3' végének moddositasat a 4.11. pontban leirt moédon, ugyanazon
visszafelé mutatd primer felhasznaldsaval végeztiik el (3. B tablazat). PCR reakcioban
DNS templatként a pSGF4 plazmidot hasznaltuk.

A felszaporitott DNS fragmentet Sphl-Bgl/ll enzimekkel emésztettiik, gélbdl
visszaizolaltuk és a szintén ezzel az enzimparral emésztett pQE70 vektorba klonoztuk.
Ennek eredményeként kaptuk meg a pSB90 rekombinacios plazmidot, melyet el0sz0r E.

coli TOP10 tdrzsbe transzformaltunk, majd néhany ampicillin rezisztens telepbdl
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plazmidot izolaltunk, és amelyik méret és restrikcids analizis alapjan pozitivnak
bizonyult, E. coli M15(pREP4) torzsbe transzformaltuk.

A pQE70 vektorban a His-tag jelolt C faktor gén expresszidja az igen erdsen
kifejez6ddé TS fag promoter kontrollja alatt all. A prométer régidt két lac operator régiod
szekvenciaja koveti, mely fokozza a bekotddd lac represszor fehérje mennyiségét, igy
biztositott, hogy indukcid nélkiil nem kezdddik atirds a promoterrdl. A lacl gén, melyrdl
a represszor fehérje irddik at a pREP4 plazmidon van. Ez a plazmid az M15-6s E. coli
torzsben talalhatd, melybe a His-tag jelolt C faktor gént tartalmaz6 pSB90 plazmidot is
transzformaltuk. A pQE70 plazmidon ampicillin, mig a pREP4 plazmidon kanamycin
rezisztencia gén talalhato.

A pSB90 plazmidot tartalmazo M15(pREP4) E. coli tenyészetet ampicillin (100 pg
ml™) és kanamicyn (25 pg ml™') tartalmi LB folyékony taptalajon egy éjszakan at
novesztettilk, masnap 100 ml LB téaptalajt 5 ml inokulummal beoltottuk, majd a
tenyészetet kés6 exponencialis fazisig, 0.5-0s OD-ig felndvesztettiik és 1 mM IPTG-vel
indukéltuk, aminek eredményeként E. coliban C-terminalis végén His-tag jelolt C faktor
termelddik. A termel6dd fehérjét nativ koriilmények kozott Ni-NTA affinitas oszlopon
tisztitottuk lasd Anyagok ¢és modszerek fejezet 3.3.9. pontjaban). A két parhuzamos gél
koziil az egyiket Coomassie brillant blue-val festettiilk, mig a masik gélrdl a fehérje
mintat Western blottal Immobilon P membranra vittilk at és anti-His-tag antitesttel
illetve C faktor elleni monoklonalis antitesttel detektaltuk (15. abra). A C faktor fehérje
tomegének megfeleld magassagban intenziv jelet kaptunk, tehat a C-termindlis végen
1év6 His-tag rész, illetve a fehérje bizonyos epitdpjai épek és hozzaférhetéek. Ezzel a
tisztitdsi modszerrel 5-10 mg 90-95%-os tisztasdgi His-tag jelolt C faktor fehérjét

tudunk izolalni 1 1 indukalt E. coli tenyészetbol.
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C.
15. abra Nativ koriilmények kozott Ni-NTA oszlopon tisztitott, 12 %-os SDS-PAGE
gélen futtatott C-termindlisan His-tag jelolt C faktor fehérje (A). Coomassie brillant
blue-val festett gélképe, tovabba Western hibridizaciot kovetden (B). His-tag elleni
antitesttel, illetve (C). C faktor elleni monoklonalis antitesstel azonositott C faktor
fehérje. M. molsuly standard, F. feltart tenyészet, W1-W2. mosasi 1épések, E1-E4. Ni-
NTA oszloprdl elualt His-tag jelolt C faktor fehérje, C. S. griseus 45H tenyészetbdl

tisztitott természetes C faktor fehérje.

4.14. His-tag jelolt C faktor fehérje biologiai aktivitasanak mérése

A Streptomycesektdl filogenetikailag tavol 1évé E. coliban termeltetett,
mesterségesen létrehozott C faktor fehérje bioldgiai aktivitdsat az altalunk hasznalt
citomorfologiai teszttel hataroztuk meg. A His-tag-gal fuzionaltatott C faktor fehérjébol
kettes 1éptékii higitdsi sorozatot készitettiink, majd pedig az inokulalas idépontjaban
kiilon-kiilon a sziirt szdjas taptalajon ndvesztett S. griseus 52-1 teszt torzsiinkhoz adtuk.
A 72 oras tenyészetbdl vett mintat glutaraldehiddel fixaltuk és a citomorfoldgiai

valtozasokat faziskontraszt mikroszkop alkalmazéasaval kovettiik nyomon. Az eredmény
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azonos volt a természetes C faktorral végzett titralaséval, hasonloképpen mar 0.5 ng ml’
! koncentracioban kivaltotta a jellegzetes biologiai hatast. A hifafonalak végén a termeld
S. griseus 45H torzsre jellemzd reproduktiv C tipust elagazasok jelentek meg, melyek
csucsi részein megvastagodott preconidiumok képzddtek (16. abra).

A rekombindns fehérjénk tehat, melynek C-terminalis végére 6 hisztidint
fazionaltattunk, N-terminalis végén pedig Met-Pro aminosavakbdl 4ll6 toldalék van, in
vivo tesztlinkben biologiailag aktivnak bizonyult, igy felhasznalhatdo tovabbi
vizsgalataink soran, melyek célja Streptomyces torzsekben a C faktorral kolesonhato

fehérje ill. fehérjék keresése.
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16. abra (a). A C faktort termeld S. griseus 45H, (b). S. griseus 52-1 teszt torzs, (c).
extracellularisan adott His-tag jelolt C faktorral kezelt S. griseus 52-1 72 oras folyékony

kultirdjanak anoptral (negati fazis-kontraszt) mikroszkopos képe.

4.15. A C faktorral kolcsonhato fehérje illetve fehérjék keresése

A fehérje-fehérje kolcsonhatas tanulméanyozéasahoz a S. griseus 45H, S. griseus 52-
1 és a S. griseus 52-1/pSB9 kiilonbozo koru feltart tenyészetébdl a citoszolt és a
membran frakciot egymastdl elkiilonitve vizsgaltuk (A kisérlet részletes leirdsa az
Anyagok ¢s Modszerek fejezet 3.3.11. pontja alatt olvashato). A S. griseus 52-1/pSB9
transzformans maga termeli a hisztidinnel jeldlt C faktort, ezért ebben az estben ezt nem
kellet kiilséleg a citoszolhoz ill. a membran frakcidhoz adnunk. A mintdkat 7 %-os
SDS-PAGE gélen futattuk és Coomassie brillant blue-val festettilk meg. A His-tag jelolt
C faktorral nem kezelt kontrolltdl eltérd sadvmintazatot viszont csak a citoszollal végzett
kisérletek soran kaptunk. Ezen beliil is a kontrollhoz képest jelentds mértékben fehérje a
His-tag jelolt C faktor fehérjével egylitt kezelt S. griseus 52-1 citoszojabol dusult fel
(17. abra). A kisérletet tobbszor megismételve egy kb. 55 kD és kb. 110 kD méretii
fehérje koncentracioja novekedett meg. Jelenleg ezen fehérjék aminosav

szekvenciajanak és funkcidjanak azonositasat tervezziik.
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17. dbra A C faktorral kdlcsonhato fehérje ill. fehérjék keresése Ni-NTA oszlophoz valo
kotddés alapjan. Coomassie brillant blue-val fesett 7 %-os SDS-PAGE gél. 1. Molsuly
standard, 2. S. griseus 52-1 sejt extraktum (24 6rés), 3.-4. S. griseus 52-1 sejt extraktum
(24 oras)+His-tag jelolt C faktor, 5. S. griseus 52-1 sejt extraktum (48 6rés), 6.-7. S.
griseus 52-1 sejt extraktum (48 oras)+His-tag jelolt C faktor, 8. S. griseus 52-1/pSB9

sejt extractum (48 6ras).
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5. MEGBESZELES

A genetika alapvetd feladata az ¢él6lények fejlodésének, differencialodasi
folyamatanak megismerése. A differencialoédas mar egyetlen sejten beliil is megfigyelhetd
az ¢letciklus egyes szakaszaiban a kiilonb6z6 funkcidkhoz rendelhetd eltérd szerkezetek
létrehozasa soran. Intézetiink a differencidlédas tanulmanyozasara évtizedekkel ezelott a
Streptomyceseket valasztotta. Bar ez az ¢llény prokariota, fonalas ndvekedése miatt
soksejtli szervezetnek tekinthetd, morfologiai differencidlédasa az egysejtes forméaban €16
torzsekénél Osszetettebb, ugyanakkor mikroszkopos €s szabad szemmel lathaté markerek
segitségével jol tanulmanyozhatd. E szervezet tanulmanyozasat tovabba az is indokolta,
hogy az Actinomycesek, mely rendszertani kategoéridba a Streptomycesek genusa is
tartozik, termelik a gydgyaszatilag forgalmazott antibiotikumok legnagyobb hanyadat. A
munkdm soran az Intézetliinkben azonositott C faktornak a differencidlédas és az
antibiotikum termelés szabalyozasaban betoltott szerepét vizsgaltam.

A S. griseus 45H éltal termelt C faktor fehérje azonositasa €s tisztitasa a torzs sziirt
sz6jas taptalajon novesztett 72 Oras tenyészetének fermentlevébdl tortént (Szabo és mtsai.,
1962). A S. griseus 45H jol sporazik folyékony taptalajon, 72 oras tenyészetét fazis-
kontraszt mikroszkoéposan vizsgalva, az eldgazo hiafonalak végén Un. C-tipusu agak
figyelheték meg, melyek csticsi része megvastagszik és conidiumot képez. A C faktor
biologiai hatasat a folyékony tapkdzegben nem sporazo S. griseus 52-1 térzson teszteltiik:
72 orés tenyészetében a hifafonalak hosszl, egyenes lefutasuak, elagazdsmentesek. Abban
az esetben, ha a C faktor fehérjét extracellularisan ezen teszt torzsiink 16 6rdsnal nem
idésebb sziirt szojas folyékony kultirdjahoz adjuk, mar 0,5 ng ml”' koncentracioban
reproduktiv elemek képzddését indukalja. A hifafonalak a S. griseus 45H sziil6i torzséhez
hasonloan elagazoéva valnak végikon C tipusu agakkal, melyek megvastagodd csucsi
részébdl prekonidium fejlédik. A differencialédasi folyamat ennél a stddiumnél megall,
érett spora nem termelddik.

A tovabbi vizsgalatokhoz elengedhetetlen volt a kutatdcsoportunk altal azonositott

szekréciora keriild C faktor fehérje génjének klonozasa és szekvencidjanak meghatarozasa.
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A C faktor N-terminalis végének szekvenalasaval azonositott 29 aminosava alapjan egy 18
és 19 bazisbol all6 degeneralt oligonukleotidot terveztiink, melyeket PCR reakcidban
primerként hasznaltunk fel. A S. griseus 45H kromoszémalis DNS-rdl felszaporitott 76 bp
hosszusdgu fragmentnek a két primer kozé esd, a S. griseus 45H genommal 100%-ban
homolég részét egy kb. 250 klonbol all6 minigénbank szlirésében probaként alkalmaztuk.
A pozitiv pBZ3 jelli klont egymast kovetd oligonukleotid primerek szintézisével
megszekvenaltuk. A FramePlot analizissel ill. a PC/GENE program segitségével
azonositott nyitott leolvasasi keret tipikus Streptomyces kodolo6 régid, a DNS G+C aranya
magas (71%), a kodonok 3. pozicigjdban 96,9%-os valdszintiséggel G vagy C bazis
talalhato.

Az a tény, hogy a S. griseus 45H termeld torzs fermentlevébdl tisztithato C faktor
fehérje szekréciora keriil, a gén szekvencidjanak ismeretében megerdsitést nyert: 38
aminosavbol allo szekrécids szignalszekvencidja a szignal peptidek elsd osztalyaba, ezen
beliil pedig a twin-arginine motivumot hordozoak alcsoportjdhoz tartozik. A két
szomszédos arginint tartalmazé motivum az Gn. Tat szekrécios Uthoz iranyitja a fehérjét,
mely a Sec transzlokacios uttol eltérden a fehérjéket harmadlagos ill. negyedleges
szerkezetiik kialakuldsa utan, annak megtartasa mellett juttatja 4&t a membranon (Wu LF és
mtsai., 2000). [lyen formaban a fehérjék védettebbek a protedzokkal szemben, aminek nagy
jelentdsége van a mas regulator fehérjékhez hasonldan csak kis mennyiségben termel6dd C
faktor esetén. A szekretalodo fehérjék tulnyomo része igen erdsen valamilyen cofaktort kot
(Blaudeck ¢és mitsai., 2001) vagy mas fehérjével képez komplexet, mint példaul a
Streptomyces antibioticus tirozinaza a transzaktivatoraval képez komlexet a transzport eldtt
(Schaerlackens és mtsai.,, 2001). A meghatarozott teljes szekvencia ismeretében nem
igazolodott az a korabbi feltevésiink, hogy a C faktor egy cink-ujj tipust szabalyozé
fehérje. Annak érdekében, hogy ezt teljes bizonyosaggal kijelenthessiik, meghataroztuk a C
sorrendjét, ami igazolta a computeres szekvencia analizissel kapott eredményiinket.
Korabbi megfigyelésiinknek valosziniileg az lehet az alapja, hogy cink oszlopon egyiitt

tisztul egy cink-ujj tipusu fehérjével, amellyel, a Tat szekréciés utvonalon keresztiil
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kivéalaszt6do fehérjékre jellemzd modon komplexet képez a szekrécidot megelézden vagy
pedig a C faktor a cinket, mint cofaktort koti meg.

A S. griseus 52-1 torzs folyékony sziirt szojas taptalajon ndvesztett kultirajahoz adott
C faktor fehérjét, mely rovid id6 alatt eltlinik a tenyészetbdl, a sejtek valoszinilileg
felveszik. A C faktor aminosav szekvencidjat kiilonbozé computer programokkal- pl.
Tmpred (Hofmann ¢és Stoffel, 1993), DAS (Cserzo és mtsai, 1997)- analizdlva arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy az ¢érett fehérje valdszinlileg rendelkezik egy
transzmembran régioval, mely domén a 69. és a 90. aminosav kozotti szakaszon talalhato.
A fermentlébe kivalasztodo fehérje feltehetdleg a differencialodéas korai stadiumaban 1évo
sejtek membranjaba épiil Ggy, hogy N-termindlis vége a sejt belsd tere felé, mig C-
terminalis vége az extracelluléris tér fel¢ mutat.

A C faktor két transzkripcids start ponttal rendelkezik, melyekrdl azonos gyakorisdggal
indulhat a transzkripci6. A gén atirasara csak az életciklus meghatarozott szakaszaban keriil
sor. Az mRMS szintje jelentdsen a sporulacio kezdeti stadiumaban 1évo S. griseus 45H torzs
folyékony tenyészetében emelkedik meg. Ez alatdmasztja a fent emlitett S. griseus 52-1
teszt torzslinkon végzett kisérlet eredményét, miszerint a C faktor fehérje szerepet jatszik a
sporulacié bekapcsolasaban. A transzkripcios start pont alapjan megéllapitott -35-0s régid
szekvencidja nagyfokd, mig a -10-es promoter régio szekvencidja alacsony homologiat
mutat a 6™ faktor altal felismert Streptomyces konszenzus promoter szekvenciakkal. A
konszenzus szekvenciatdl valo eltérés foka aranyos a promoter aktivitas csokkenésének
mértékével (Wosten, 1998). A C faktor gén valoban alcsony szinten keriil expressziora.
Korabbi kisérletek igazoltak, hogy a S. griseus 52-1 tenyészet fermentlevéhez adott 1 pg ml’

cyey

0,5 ng ml™' koncentracioban preconidium képzést indukal.

... . . hrdB
Eddigi ismereteink szerint a ¢

talnyomo részt a vegetativ életciklusban szerepet
jatszd gének atirasaért felelés (Wosten, 1998; Strohl, 1992). Azonban vannak kivételek,
mint példdul S. griseusban a  reproduktiv  fazissal = Osszefiiggésben  1évo
srcr hrdB

faktor ismeri fel. A szintén nem "héztartasi" génként ismert C faktor -10-es promoter régioja
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(AACGAT) nagyfokii homologidt mutat az amfC gén azonos régidjaval (CACGAT;
Yonekawa, 1999), a -35-0s promoter régiok kozott- C faktor (TGGACA), amfC (GTCACA;
Yonekawa, 1999) nagyobb az eltérés.

A S. coelicolorban végzett in vivo promoter proba analizis keretében a C faktor

crcr

rrrrr

ha a redD gén expresszidja vegetativ promoterrdl torténik, a képzodd vords pigment szilard
taptalajon a szubsztratmicéliumban halmozddik fel. A C faktor prométerérdl atirddd redD
gén iranyitadsaval képzddd undecilprodigiosin viszont a légmicéliumban koncentralédik, a
promoter a légmicéliumképzéssel kapcsoltan aktivalodik. Ez az eredmény alatdmasztja azt
a feltételezésiinket, hogy a ™8 faktor nemcsak vegetativ tipusu promoter régiok
felismerésében jatszik szerepet. A vOrds szinli antibiotikum csak alacsony szinten
termelddott, a 1égmicélium szine nem olyan intenziv. A rdzsaszin arnyalat arra utal, hogy a
redD gén a C faktor promoéterérdl csak alacsony szinten expresszalodik.

Az S1 nukledz térképezés és a promoter proba analizis eredményét Gsszehasonlitva
lathato, hogy a C faktor promoterrdl torténd transzkripcié mind folyékony, mind szilard
taptalajon a sporulaciot megelézd stddiumban torténik. A C faktor életciklus fliggd
regulacios szerepe Osszhangban van korabbi megfigyeléseinkkel, miszerint fontos a
morfoldgiai differencialédasban €s a sporaképzés inicialasaban (Vitalis és Szabo, 1969).

A C faktor fehérje aminosavsorrendjét adatbankokban hozzaférheté fehérjék
aminosavsorrendjével Osszehasonlitva, a B. subtilis torzs altal termelt SOS regulonhoz
tartozd DinC fehérjével talaltunk alacsony foki homologiat (29% aminosav azonossag 6
megszakitassal). A dinC transzkripcidjat a DinR fehérje szabalyozza a gén promoter
régidjaban 1évé DinR box-hoz vald kotddése révén (Cheo és mtsai., 1991, 1993). A C
baktériumokban meghatarozott konszenzus szekvencidja, ami kétségessé teszi, hogy

funkcionalis szempontbol 0sszefliggés lenne a két fehérje kozott.
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A szekvencia analizist kovetéen kiilonbozd Streptomyces torzsekben teszteltik a C
faktor vagy azzal nagyfokban homoldg gén jelenlétét. A C faktorral legalabb 87%-o0s
homolégiat mutaté gént tartalmazo S. albus 391, S. flavofungini, S. albus R-55 a tobbi teszt
torzzsel ellentétben folyékony tapkozegben jol spordzik. Ezen eredményeink ellentétben
allnak a korabbi megfigyelésekkel, miszerint a C faktor ellen termeltetett monoklonalis
antitesttel minden vizsgalt Streptomyces toérzsben, beleértve néhany altalunk is vizsgalt és
most C faktor negativnak bizonyult torzset, kimutathato volt C faktor szerli antigén jelenléte
(Szeszék és mtsai., 1990). Ezen ellentmond6 eredmények megitélésénél figyelembe kell
venni, hogy a két mddszer eltérd alapokon nyugszik. A kordbbi megkozelitési mod esetén
lehetséges, hogy azért volt kimutathaté minden vizsgalt esetben a monoklonalis antitesttel
keresztreagald fehérje, mert az antitest e feltételezés szerint a C faktor fehérjére nem
specifikus epitop ellen késziilhetett. A C faktor gén birtokaban viszont, a Southern
hibridizaci6 soran a gén 80 %-at reprezentaldé DNS probat hasznaltunk, ezen tulmenden
pedig 87 %-o0s azonossagot megengedd mosasi 1épés beiktatasaval csak a C faktor génnel
nagyfokban homologokat detektaltuk.

Onaka ¢s mtsai. (1998), a S. coelicolor A3(2) torzsbdl két, a S. griseus térzsekben jelen
1évé A-faktor receptor fehérjével 35 %-ban azonos fehérjét izolaltak, melyek a szekunder
metabolizmus és a morfogenezis szabalyozdsdban jatszanak szerepet. Pozitiv eredményt
csak enyhébb mosasi 1épések esetén kaptak. A homologia meglétét szekvendalassal
igazoltak. Ez alapjan elképzelhetd, hogy a mosasok erdsségének csokkentésével kaphatod
szignalok nem aspecifikus kotédés eredményei, hanem a C faktor génjének szekvenciajaval
alacsony homoldgiat mutato géneknek felenek meg. Igy az sem zarhato ki teljes
bizonyossagal, hogy a Southern hibridizacioval negativnak, monoklonalis antitest
hasznalata esetén viszont pozitivnak bizonyult Streptomyces torzsekben detektalt gének
valoban homologok a C faktorral. Az eltérd kisérleti eredmények miatt a helyes
kovetkeztetés levonasahoz természetesen még tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

A C faktorral legalabb 87 %-ban homolog gént hordozod fent emlitett harom
Streptomyces torzs és a S. griseus 45H a tobbi tesztelt torzzsel ellentétben folyékony

tapkozegben is sporazik (Kendrick és Ensign, 1983; Vitalis és mtsai., 1981; Daza és mtsai.,
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1989). Feltételezhetd, hogy a C faktornak folyékony kultardban szerepe van a sporaképzés
inicialasaban. Hasonld funkciot tulajdonitanak az ssg4 gén termékének S. griseus NRRLB-
2682 torzs folyékony kultardjaban (Kawamoto és Ensign, 1995; Kawamoto és mitsai.,
1997). Ez a C faktorhoz hasonl6an szintén regulator szerepet tolt be és egy ismert fehérjével
sem mutat szignifikans homologiat.

A C faktor gént S. griseus 52-1 teszt torzsiinkben alacsonyabb (kb.10 plazmid/genom)
¢s magasabb (kb.100 plazmid/genom) képiaszamban is kifejeztettik. A morfologiai
differencialodas szempontjabodl az extracellularisan adott C faktorral megegyez6 hatast csak
a gént alacsonyabb kopiaszdmban tartalmazo transzformansok folyékony tenyészetében
kaptunk. A hifafonalak eldgazoak, a C tipusu agak végén preconidiumok jelennek meg. Ez
az eredmény Osszhangban van az el6bbi feltételezésiinkkel, miszerint a C faktor folyékony
kultirdban kozremiikodik a sporaképzés indukalasaban. A gént magasabb kopiaszamban
tartalmaz6 transzforméansok citomorfologiai képe a S. griseus 52-1 torzs jellemzd jegyeit
mutatja. A hifafonalak egyenes lefutasuak, elagazdsokat nem tartalmaznak. A C faktort
még nagyobb mértékben, az igen erdsen kifejez6dd erythromicin promoterrdl termeltetve
pedig a gén letalisnak bizonyult, ami alapjan feltételezziik a normalis szinttél kb. szdzszor
nagyobb koncentracioban eléforduld és az életciklus fiiggd regulacio alol kikeriilt gén
letalis hatasat.

A C faktor gén hatasat a tovabbiakban a S. griseus NRRL B-2682 kopasz (bald), A
faktort nem termeld S. griseus NRRL B-2682 BAFN mutansan vizsgaltuk, mely torzs
szilard taptalajon nem képez légmicéliumot. A szubsztrat micéliumban ebben az esetben
viszont képzddnek sporak, a spordk azonban éretlenek. A gént alacsony és magas
koépiaszamban tartalmaz6 transzformansok differencialtsagi foka megegyezik a vad tipust
torzsével, 1légmicéliumot és érett, gdbmbdlyli spordkat képeznek. Ebben az esetben a C
faktor mind alacsonyabb, mind magasabb szinten termeltetve komplementalta a bald
mutacidt. A C faktorral homolog gént azokban a Streptomyces torzsekben azonositottuk,
melyek jol sporaznak folyékony kulturdban. A S. griseus NRRL B-2682 jol sporazik
folyékony tapkozegben, ennek ellenére genomialis DNS-¢ében a C faktorral homolog gént

nem tudtunk detektalni. A fehérje tehat ugy képes komplementalni a bald mutaciot, hogy
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génje sem a bald mutans torzsben, sem annak vad tipusdban nem talalhaté meg. A C faktor
génjét alacsony illetve magas kdpiaszamban egy A faktort termeld, légmicéliumot és sporat
nem képz6 kopasz mutansba S. griseus NRRL B-2682 BAFP is transzformaltuk, ebben az
esetben csak kis kopiaszam esetén megy végig a transzformans a sporaképzéssel végzddod
teljes életcikluson, magas kopiszdmban a transzformans morfologidja megegyezik az A
faktort termeld bald mutanséval. A C faktor tehat alacsony kdpiaszamban mind az A faktort
termeld, mind pedig az A faktort nem termeld bald mutans transzformansaban légmicélium
képzést indukal, ezen tilmenden pedig az elsé esetben helyreallitja a spora érési, a masodik
esetben pedig a sporulacio teljes folyamatat. Mas gén esetében is ismert, pl. az amfC gént
magas kopiaszamu, az amfRAB géncsoportot alacsony kopiaszdmu, mig az orf1590 gént
magas illetve alacsony kopiaszamu plazmidrél expresszaltatva, hogy képes helyreéllitani a
légmicélium és spora képzést A faktort nem termeld S. griseus térzsben, a S. griseus HHI1-
ben (Kudo és mtsai., 1995). A C faktorhoz hasonldan ezek a gének sem illeszthetdek be az
A faktor altal szabalyozott regulacidos kaszkadba. A C faktor ezen kiviil kis
példanyszamban A faktort termeld bald mutdns komplementalasara is képes.

A C faktor, egyik lehetséges magyardzat szerint valosziniileg olyan mutans fehérjéket
helyettesithet, mellyekkel szekvencia szintjén nem homolog, viszont funkcionalisan
hasonlo6 szerepet tolt be. Ennél azonban valdszinilibb, hogy a C faktor a sporuldciot érintd
defektusok szupresszoraként miikodik, példaul azaltal, hogy eddig ki nem fejezddott
sporulaciés géneket indukal. Mindkét hipotézis viszont azon alapul, hogy a sporulacid
regulacidja tobb, egymadssal kapcsolddd alternativ uton torténhet, melyek Osszetett
szabalyozasi halozatot alkotnak (Babcock és Kendrick, 1988; Ueda és mtsai., 1993; Kudo
¢s mtsai., 1995).

Annak érdekében, hogy a C faktort ebben a szabalyozési rendszerben el tudjuk
helyezni, azonositanunk kell a vele kolcsonhaté fehérjét ill. fehérjéket. A kisérlethez
jelentés mennyiségi C faktor fehérjére van sziikség, melynek C-terminalis végéhez a
konnyebb ¢és nagyobb koncentracidban torténd tisztitds érdekében 6 hisztidint

fuzionaltattunk.
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A His-tag jelolt fehérjét a C faktort nem tartalmazo S. lividansban ill. S. griseus 52-1
torzsekben, a gént nagy kopiaszamu plazmidrdl kifejeztetve probaltuk taltermeltetni.
Detektalhaté mennyiségii fehérjét azonban tobbszori probalkozas ellenére a fermentlébdl
egyaltalan nem, a feltart sejttenyészetbdl is alig tudtunk kimutatni. A C faktor gén
expresszidja Streptomycesben tehat olyan erdsen kontrollalt, hogy nem lehet benne a
fehérjét nagyobb koncentracidban eldallitani, magas szintli expresszidjat a sejt nem
tolerdlja. Ezt timasztja ald az a kisérleti tapasztalatunk is, hogy a termeld S. griseus 45H
torzs nem transzformalhaté nagy kopiaszamu, C faktort hordozd plazmiddal. Kis
kopiaszam esetén is a kapott telepek atmérdje kicsi, életképességiik csokkent, sporaképzés
nem torténik. A citoszolbol tehat valosziniileg azért nem sikeriilt a szekréciora keriild
fehérje kimutatasa, mert az alacsony szintli termelddés miatt kihigul a fermentlében.

E. coli expresszios rendszerben viszont a szekrécids szignalszekvencia nélkiili His-tag
jelslt C faktor fehérjét 5-10 ug ml™ koncentracioban sikeriilt termeltetni. Az ily médon
eléallitott fehérje bioldgiailag aktivnak bizonyult, S. griseus 52-1 folyékony kultiraban nem
sporazo, csak vegetativ hifakat képzd teszt torzsiinkhéz 1 ng ml' koncentricidban a
tenyészet elinditasakor adva annak reproduktiv tipust differencidloédasat indukalja. A
hifafonalak végi része preconidiumot képezve megvastagszik. Az E. colibdl izolalt His-tag
jelolt C faktort kolcsonhaté fehérje illetve fehérjék keresésében felhasznalva harom
kiilonbozd S. griseus torzset teszteltiink. Jelentds mértékli fehérje diisuldst azonban csak a
His-tag jelolt C faktor fehérjével kezelt S. griseus 52-1 torzs feltart tenyészetének
citoszoljabol kaptunk. Egy 55 kD ¢és egy 110 kD molekulatomegii fehérje tisztult egylitt a
vizsgalt fehérjénkkel a Ni-NTA oszloprol. A masodik vizsgalt torzs, a S. griseus 45H
esetén, melybdl a C faktor fehérje tisztitasa tortént, valosziniileg azért nem kaptunk a His-
tag jelolt C faktor fehérjével nem kezelt kontrolltdl eltérd mintazatot, mert itt jelen van a
nem His-tag jelolt C faktor fehérje is, és a fehérje-fehérje kolcsonhatas soran a jeldlt és a
természetes C faktor kozott kompeticido van. A harmadik esetben, a S. griseus 52-1/pSB90
transzformansnal a negativ eredménynek pedig az lehet az oka, hogy a torzsbe bevitt His

farkazott C faktor fehérje expresszidja jol szabalyozott és alacsony szintll, igy a vele
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kolcsonhato fehérje sem mutathato ki az SDS-PAGE gélen futattott fehérje mintak
festésével.

A morfologiai differencidlodas szabdlyozasara vonatkozd eredményeket attekintve
megallapithatd, hogy a C faktor szerepet jatszik a légmicélium képzésben szilard taptalajon,
illetve a sporulacio folyamatat is befolyasolja. Folyékony taptalajon preconidium képzést
indukél. Mivel a C faktor tobbféle génben tortént mutaciot is komplementalni képes, ezért
nagy valosziniiséggel megallapithatd, hogy a differencialédas reproduktiv fazisdban a
légmicélium illetve spora képzést érinté zavarok szupreszoraként mitkodik kozre. Erdekes
modon ezeket a kovetkeztetéseket olyan vad tipusu torzseken illetve kopasz mutinsain
végzett kisétletek eredményei alapjan vontuk le, mely torzsek nem tartalmazzak a C faktort
vagy azzal nagy fokban homolog gént. A vizsgalt fehérjénk ugyanis, a regulator fehérjékre
jellemz6 moédon nagyobb koncentracidban, a termeld torzsben a sejtek életképtelenségét
okozza. A C faktor szerepe a Streptomycesekben éltaldban véve nem esszencialis, a vizsgalt
esetek koziil csak a folyékony kultiraban is sporazéd Streptomyces torzsekben fordul elo,
ennek ellenére C faktor negativ S. griseusban feltehetden képes eddig ki nem fejez6dott
géneket indukalni.

A morfologiai differencidlodassal Osszefiiggd antibiotikum termelésre a kisérletek
eredményeit Osszegezve a C faktor a kovetkez0 modon hat: Abban az esetben, ha a
transzformalando torzs (S. griseus NRRL B-2682 BAFN, S. griseus NRRL B-2682 BAFP)
nem termel streptomycint, alacsony kdpiaszamban noveli az antibiotikum koncentraciot,
mig magas kopiaszamban a hatdsa mar nem ilyen egységes. A S. griseus NRRL B-2682
torzs A faktort nem termeld bald mutans S. griseus NRRL B-2682 BAFN/SGF5
transzformansaban jelentésen megemelkedett, mig A faktort termeld bald mutans S. griseus
NRRL B-2682 BAFP/SGFS5 transzformansa esetén nem valtozott az antibiotikum termelés a
légmicéliumot nem képzd mutins torzs produkciojdhoz viszonyitva. A kiilonbség
valosziniileg nem az A faktor meglétére vagy hidnyara vezethetd vissza, hiszen az A faktort
szintén tartalmaz6 S. griseus 52-1 torzs C faktort alacsony ill. magas kopiaszamban
tartalmaz¢ transzformansaiban egyik esetben sem ndvekedett a termelés mértéke. A C

faktor tehat befolyasolja az antibiotikum szintézis mértékét, de ennek hatasmechanizmusara
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a fenti adatok birtokaban nem lehet egyértelmii valaszt adni. Eddigi ismereteink alapjan S.
griseusban nehéz példat talalni olyan, a szekunder metabolizmust befolyasol6d regulator
fehérjére, melynek termelddése A faktor 4ltal nem szabalyozott. Sok esetben .
coelicolorban illetve S. griseusban az A faktortol fiiggetleniil hatd6 homolog gének termékei
nem egyforman hatnak a differencialédas folyamatara a két torzsben. Erre példa az AfsR
fehérjének az AfsK Ser/Thr protein kinadz 4ltal foszforilalt alakja, mely S. coelicolorban a
szekunder metabolitok termelését szabalyozza (Matsumoto és mtsai., 1994) vagy az amfC
gén terméke, mely ugyanebben a térzsben 1égmicélium illetve antibiotikum képzést indukal,
mig S. griseusban mindkét esetben a fehérje csak a légmicélium képzésre van hatassal
(Ueda és mtsai., 1996; Yonekawa és mtsai., 1999). A morfoldgiai differencialodas és a
szekunder metabolitok képzése egymassal parhuzamos és néhany ponton atfedé folyamat,
mely pontokon a regulacioban mindkét folyamatot befolyasold gének illetve termékeik
vesznek részt, S. coelicolorban mar tobb ilyen gént sikeriilt azonositani, mig S. griseusban

ez még egy feltarasra varo teriilet.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az Intézetiinkben felfedezett C faktor az elso tiszta formaban eldallitott,
Streptomycesekben azonositott fehérje természetli autoregulator. A munka soran a C
faktort a bevezetésben taglalt szempontok szerint molekularis genetikai modszerek
alkalmazasaval vizsgaltuk. Azonositottuk a C faktor fehérje génjét, meghataroztuk
szekvenciajat és a szekvenciabol levezethet6 aminosav sorrendet. Az aminosav
sorrend alapjan nem igazolodott az a korabbi feltevés, hogy a C faktor cink-ujj tipusu
szabalyozé fehérje. A komputeres analizist kiegészitve meghataroztuk a fehérje
néhany, a szekvencia jelentds részét lefedd, triptikus fragmentjének aminosav
sorrendjét is. A C faktor fehérje kivalasztasra keriil a sejtbdl, a 38 aminosavbol allo
szekrécios szignalszekvencidjaban talalhato twin-arginin motivum valosziniileg a Sec
fliggetlen Tat transzlokacios ttvonalhoz iranyitja, mely a Sec szekrécios uttol eltérden
a fehérjéket harmadlagos illetve negyedleges szerkezetiik kialakuldsa utan és ezt
megtartva valasztja ki a sejtb6l. Az érett fehérje valoszinileg rendelkezik egy
transzmembran régioval, amin keresztiil képes a differencialédas korai stadiumaban
1évé hifdk membranjaba integralodni ugy, hogy N-termindlis vége a sejt belsd tere
felé, mig C-termindlis vége az extracellularis tér felé mutat. A C faktor fehérje
egyetlen eddig ismert és adatbankokban hozzaférheté fehérjével sem mutat
szignifikans homoldgiat. Eléfordulédsa a Streptomyceseken beliil nem altalanos, génjét
illetve a vele nagyfokban homolég gént csak folyékony tapkdzegben jol sporazod
torzsekben sikeriilt kimutatni. A fehérje termelése €letciklus fiiggd, az mRNS szintje a
sporulaciot megel6z6 stadiumban emelkedik meg. Meghataroztuk a transzkripcios
start pontot, ami alapjan megallapitott -10-es és -35-0s promoter régidé szekvencia
homolégiaja szerint, a gén atirasiban valosziniileg a ™™ faktor jatszik szerepet.

A C faktor morfologiai differencialédas szabalyozasaban betoltott szerepére
vonatkozolag megéllapithato, hogy szilard taptalajon C faktort nem termeld S. griseus
NRRLB-2682 kopasz mutansaban, kiilonb6zo génekben tortént defektus esetén is,
légmicélium képzést indukal, illetve befolyasolja a sporulacio folyamatat. Folyékony
tapkozegben pedig, az ilyen koriilmények kozott nem sporazd, C faktor génjét szintén
nem tartalmazd S. griseus 52-1 teszt torzsiinkben preconidium képzésben jatszik
szerepet. A C faktor nagy valoszinliséggel a légmicélium illetve spora képzést érintd
zavarok szupresszoraként miikodik kozre, de még nem ismert, hogy mely regulacios

kaszkad tagjaként. Annak érdekében, hogy a vele kolcsonhaté fehérjét, illetve
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fehérjéket azonositani tudjuk létrehoztuk a C faktor C-termindlisan His-farkazott
valtozatat, melyet nagyobb mennyiségben csak E. coli expresszids rendszerben
tudtunk termeltetni. A S. griseus 52-1 t6rzsbol egy 55 és egy 110 kD molekulatomegii
a C faktorral feltehet6en kolcsonhat6 fehérjét sikeriilt azonositani.

Az antibiotikum szintézisre gyakorolt hatdsarol megallapithatd, hogyha a
transzformaland6 torzs eredetileg nem termel streptomycint, akkor a C faktor
alacsony kopiaszdmban fokozza az antibiotikum termelést, magas kopiaszamban
hatdsa mar nem ilyen egyértelmii. Abban az esetben, ha a transzformaland¢ torzs
eredetileg termel streptomycint, a C faktor sem magas, sem alacsony kdpiaszamban

nem noveli a szintézis mértékét.
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