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1. BEVEZETES

1.1. A Streptomyces codlicolor A3(2) jellemzése

Az Actinomycetales rendbe tartoz&reptomyces-ek Gram-pozitiv, obligat aerob, fonalas,
bonyolult morfologiai és fiziologiai differencidlédi folyamattal rendelkéz szaprofita
talajbaktériumok. Szamos farmakolégiailag aktivksmeler metabolitot termelnek — tébbek
kozott a gyogyaszatban hasznalt antibiotikumokhi@omnegyedét.

A legismerteblStreptomyces modell szervezet & coelicolor A3(2) (a tovabbiakbais.
codicolor). Szilard taptalajpan ndévesztve a sporak csirddsdaetien a csiradsapikalisan
novekw, késbb elagazd sejtfonalakat — hifakat — hoz létre,yelelszbvedéke alkotja a
vegetativ micéliumot. A tdpanyagmennyiség csokké&mgls hatasara a stacioner névekedési
fazisba lep, talajpan noveky vegetativ micélium szévedek#ba levegbe kiemelkedve
novekedésnek indul a légmicélium. A hifacsics léveig hataron valé attoérését a hifa
felszinén kialakuld, amfipatikus peptitlb(pl. SapB) és mas fellletaktiv fehérjékkallo
bevonat segiti. Kb. 120 éras ndvekedése utan aidéfjom fonalai hamar elérik végs
hosszukat, majd a keresztfalak kialakulasaval Onalgyszeres genetikai allomannyal
rendelked sejtekre, sporékra tagolddnak. A flzéreket alkepidrak fala érésik soran
megvastagszik, lekerekednek, szdrazanyag tartainaghd €s pigmentaldodnak. A sporulacio
bekovetkezésénekddontja taptalajfiigé tapanyagban gazdag taptalajokon 6-7 nap utan, de
minimal taptalajon mar a 3.-4. napon létrejonnegparak. A morfologiai differencialédas
transzkripciés szitit szabalyozasaban kébé fgéncsoport, ald gének és awhite gének
termékei vesznek részt. A balld) mutdnsok szilard taptalajon nem képeznek léginicdt
és a telepek felszine ennek kovetkeztébémszefi, kopasz, awhite mutansok csak
légmicéliumot hoznak létre. A stacioner ndvekedszsikaszban kezdetét veszi a szekunder
metabolitok (pl. antibiotikumok) term@&ésével jaro fizioldgiai differencialédas folyamaa
A S codlicolor legalabb négyféle antibiotikumot termel, melyekz#dba névadd, (lugos és
semleges pH-n) kék actinorhodin téptalajba td@rtézekrécidja j6I medfigyelhét Az
actinorhodiny-actinorhodinna atalakulva szekretalodik a <jtb

Az antibiotikum termelésre hato regulacios rendsziég Osszetett. Az actinorhodin
szintéziséért feléb enzimeket kdédolé gének a termelést szabalyadl|{ORF4), az
actinorhodinnal szembeni rezisztanciat biztositdagsantibiotikum aktiv kivalasztasaban

részvev fehérjéket kodold gének egyiitt alkotjak az actioolin génklasztert.



1.2. A mono-ADP-ribozilacié és a mono-ADP-riboziltanszferaz (ADPRT) enzimek

A fehérjék mono-ADP-ribozilacidja filogenetikail&gi, reverzibilis, sztereospecifikus és
kovalens poszttranszlaciés maédositasméno-ADP-riboziltranszferaz (ADPRT) enzim a
BNAD™-bdl szarmazd ADP-ribozt az akceptor fehérje splef aminosav oldallancéhoz
kapcsolja a NAD-ban taldlhaté nagy energidjil-glikozil-kotés kotési energidjanak
felhasznalasaval egy nikotinamid molekula é§ $fimultan felszabadulasa kozben. A
fehérjék ADP-ribozilaciéja altalaban inaktivaljacalfehérjét, de aktivalé hatasa is lehet. Az
akceptor ritkan DNS (az egyes lepkefajokban tatallpgerisinek esetén) vagy kis molekula
(pl. rifampicin antibiotikum aMycobacterium smegmatis Arr enzime esetén). Az ADPRT
enzimek kozlil a legismertebbek a bakterialis tokjnde virusokban, prokariotakban,
archeakban és eukaridtakban is szamos endogén ALRBT |étezik.

Az ismert bakterialis ADPRT enzimek tulnyomo réazexinokkdzé sorolhatd, amelyek
a koérokozo6 sejii a kilvilagba szekretalt fehérjékként eukaridtantbean/intracellularis
célfehérjeket ADP-ribozilalnak, de vannak endogéDPRT-ok is. Az arginin-specifikus
ADPRT enzimek a leggyakoribbak, ilyen pl. a koldamxin is. Az ADPRT enzimekre
jellemzs nagyfokl szekvenciabeli plaszticitas (ami megnigheaz ide sorolhatd
enzimfehérjékin silico felismerését) ellenére minden eddig ismert ADPRZira tartalmaz
legaldbb harom konzervalt szekvencia motivumot,lywekeaz enzim aktiv centrumat alkotva
a szubsztrat specifitasban és a NABegkotésében fontos szerepet jatszanak. Az egyik
konzervalt motivumbdl, az an. ARTT hurokbdl szartmatolsé aminosav, a katalitikus
glutaminsav (E) a legtobb ADPRT enzimben azonog animasik két motivumban talalt
eltérések alapjan az ADPRT-ok két nagy osztalyarkthett el. Az R-S-E motivumot
tartalmaz6é enzimek a kolera toxinhoz hasonlé enzimsoportjaba, a H-Y-E motivumot
tartalmazo6 enzimek a diftéria toxinhoz hasonlo fglkécsoportjaba tartoznak.

A fehérje mono-ADP-ribozildciét a mono-ADP-ribézepein glikohidrolaz (MARH)
enzimek teszik reverzibilissé az ADP-rib6z eltétadéval. A reverzibilis ADP-ribozilaciés
ciklus Iétét ebszor a fotoszintetizald és nitrogén-fixalasra ipdsRhodospirillum rubrum
baktériumban igazoltak (a DRAT/DRAG enzimek szabahak a dinitrogén reduktaz enzim
miikOdését), azo6ta is ez a rendszer a legjobban pH#EmTObb baktériumban kimutattak
endogén maddon ADP-ribozilalt fehérjék jelenlétée d fehérjék ADP-ribozilaciéjanak
fiziologiai jelentségéél és az endogén ADPRT enzimékreddig kevés ismeret all

rendelkezéslinkre.



1.2. Mono-ADP-ribozilacié a Streptomyces-ekben

Munkacsoportunk et&eént bizonyitotta ADP-ribozilalt fehérjék jelenlét@ram pozitiv
baktériumokban, aSreptomyces griseus-ban, majd ezt kovéen S coelicolor-ban is
kimutattuk ezt a fehérje modositast. Agmatint hakzn ADP-rib6z akceptorként sikertilt
kimutatnunk arginin-specifikus ADP-riboziltranszieraktivitast isS. griseus-ban, de hosszu
ideig nem voltak pontos molekularis ismereteink setnADP-ribozilalt fehérjékil, sem a
modositast katalizalo enzimeékr Az altalunk elgéként azonositott, ADP-ribozilalt
Sreptomyces fehérje a glutamin szintetaz volt. Kimutattuk, o griseus-ban az
adenililacio mellett az ADP-ribozilaci6 is gatolgg enzim aktivitdsat. Az ADPRT enzimek
gatlészereivel (pl. m-aminofenilboronsav, 3-aminutzmid) kapott eredményeink arra
utaltak, hogy a fehérje ADP-ribozilacio fontos sqmat jatszhat a morfoldgiai differencialodas
szabalyozasaban.

S codlicolor—ban pedig kimutattuk, hogy a benzamid szarmazeékeiid rezisztenciaért
felelés brg génben mutans térzsben megvaltozik az ADP-ribbbZigherjek mintazata, az
actinorhodin termelése és a légmicélium képzésAisbrgA mutacio egy U] lokuszra
térképesddik azuraA gén kozelébe.

Egy japan kutatécsoporS. codlicolor-ban zajl6 endogén ADP-ribozilacié élettani
jelenbségeének vizsgalata soran affinitas kromatografi@sassal négy, cisztein oldallancon
ADP-ribozilalt fehérjét azonositott, a MalE-t, BIBKt és két periplazmatikus fehérjét. Mind a
négy fehérje része egy-egy, tapanyagok transzpyatfmtaban résztvévABC transzporter
komplexnek.

A S codicolor genom megszekvenalasa utan szekvencia homologpjaal
azonositottak &8C02860 gént, amelynek terméke, az Arr-sc egy ADP-ribcanilszferaz
aktivitasu fehérje, dMycobacterium smegmatis-ban lew, rifampicint ADP-ribozilalé Arr-ms
homoldgja. Ujabb vizsgalatok kimutattak, hogy azr-fas a rifampicin rezisztencia
kialakulasdban betoltott szerepe mellett részt \es2NS ketbs torés kivaltotta stressz

valaszban is. /& coelicolor-ban |éw Arr-sc eddig még felderitetlen biolégiai funkciat el.



2. CELKIT UZESEK

Sok adat g#it mar 6ssze arrdl, hogy az ADP-ribozilacio jetentszerepet jatszhat a
Sreptomyces-ek  fejlodésében és differencidlodasdban, de az ADP-ribezdzferaz
enzimek6l és az altaluk modositott fehérjéknagyon kevés ismeret all rendelkezésiinkre.

Az értekezésben bemutatott vizsgalatok célja a m@wkkalanyaként valasztott, a
Sreptomyces torzsek kozott legismertebb modell organizmuslaag, coelicolor A3(2)-ben
zajl6 endogén mono-ADP-ribozilacié fiziologiai sepének megismerése volt.

Munkank soran ezért célulztik ki

1. az optimalis reakcio feltételek beallitas& aoelicolor tenyészet sejtkivonataban tev

fehérjékin vitro ADP-ribozilalasahoz.

2. avad tipusu térzsben taldlhatd ADP-ribozilaltéigék izolalasat és azonositasat.

3. a feltételezhéen ADPRT enzimekként @kods fehérjék génjeinek szekvencia-

homoldgiak alapjan valé azonositasat és a génteknglsilico elemzését.
4. valamely &ltalunk azonositott génnek a genombdd \ediminaldsat, azaz az adott
enzimet nem expresszalé null mutans létrehozasat.

5. alétrehozott null mutans fenotipusanak elemzését.

bizonyitasara, hogy a fenotipusban bekoévetkezdtbagsokat az ADPRT enzim
hianya okozta.

7. a homoldgia keresés eredményeként ADPRT-ként a#tottogéntl bebizonyitani,

hogy valéban ADPRT enzimet kodol. Az aktivitas azsithsat a vad tipusu és a
mutans torzs citoplazma kivonataban kimutathaté AiDBzilalt fehérjék

mintazatanak 6sszehasonlitasaval kivantuk elvégezni



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Anyagok

A kereskedelmi forgalomban elértidegnagyobb tisztasagu vegyszereket hasznaltuk,
ez alol kivételt képez a szbjaliszt és a csapvizS&M taptalajban. A kisérletek soran
felhasznalt baktérium toérzsdIs. coelicolor A3(2) M145 (vad tipusu torzs, nem tartalmaz
plazmidot); S coelicolor M145 ASCO5461::apr (mutans torzs, a gén helyapra-oriT
kazetta, jelen munka,B coelicolor M145 ASCO5461.::apr/pWHE1 (komplementalt mutans
térzs, aASCO5461 mutaciot komplementalja WHEL plazmidon bejuttatoBC0O5461 geén,
jelen munka)E. coli DH50/plJ773 @pra-oriT kazettat tartalmazl. coli BW25113/plJ790;

E. coli ET12567/pUZ8002E. coli HB101] azE. coli HB101 és az Altalunk létrehozott
Sreptomyces torzsek kivételével a John Innes Centre (NorwidK) torzsgyijteményébl
szarmaznak, és a kisérletekben felhasznalt veldor@kVHM3 E. coli/Streptomyces ingazo
vektor, St3D11 cosmid (8CO5461 gént hordozza) is a John Innes Centre (Norwich) UK

biztositotta szamunkra.
3.2. ADP-ribozilalt fehérjék izolalasa és azonosita

Az ADP-ribozilacios reakcié optimalis feltételeindleallitasahoz 36 6ras koru, SFM
taptalaj felszinén, celofanon ndvesztgticoelicolor M145 tenyészet sejtjeib készitettlink
nyers sejtkivonatot, amelyhez radioaktivan jelSfP-NAD*-ot adtunk szubsztratként és
feleslegben jel6letlen ADP-ribdzzal egészitettik Az ADP-ribozilacios reakcioelegyb 5
percenként vett mintakbdl folyadék szcintillaciésddezerrel meghataroztuk a TCA-val
kicsaphatd fehérjékbe tortént radioaktiv ADP-ribdeéplilés mértékét ésofdggését. A
kapott eredmények alapjd8 coelicolor sejtkivonatban talalhaté ADP-ribozilalt fehérjek
kimutatasahoz a fent emlitett sejtkivonattal megagymodon kapott sejtkivonatot is
kiegészitettilk ADP-rib6zzal, majd az elegy egyikliez jeloletlen NAD-ot adva végeztiik
az ADP-ribozilacios reakciot, a masik felét pedmlssztrat adasa nélkil inkubdltuk. A két
mintabdl m-aminofenilboronsav affinitas kromatogwaél tisztitottuk az ADP-ribozilalt
fehérjéket, a tisztitott fehérjéket 2D SDS-PAGE-skidlasztottuk. A 2D gélen a kontrollhoz
viszonyitva lényegesen intenzivebb, Bleg Gjonnan megjelénfoltokban lew fehérjéket
tekintettik enzimatikusan ADP-ribozilalt fehérjéneldz egyes foltokat tartalmazé



géldarabokban tortént tripszines emésztést kKevetMALDI-TOF tomegspektrometrids
mobdszerrel azonositottuk a fehérjéket.

3.3. AS. codlicolor M145 ASCO5461::apr null mutans elkészitése és komplementalasa

El6szor bioinformatikai modszerekkel azonositottuk (RBT, PSI-BLAST, StrepDB
BLAST programok segitségévefy coelicolor genomjaban talalhato, feltetieh ADPRT
enzimet kédolo gént, &8CO5461-et. Erre a génre nézve null mutans ééllitasdhoz a
genomidlis allélt egy apramycin rezisztencia kazatt@pra-oriT kazetta) cseréltik ki a
rekombinacién alapul6 ReDirect #Bid Hficient Directed Reembination Tme saving)
technika alkalmazaséaval.

A ReDirect modszer soranéskér azk. coli DH5a/plJ773 torzsbl izolaltuk azapra-
oriT kazettat hordoz6 a plJ773 plazmidot, majd emésiktédindlll és EcoRI restrikcids
enzimekkel. Ezutan aapra-oriT kazettat tartalmazo plazmid fragmentumot templitké
hasznalva a kazettara specifikus primerekkel [aekely/ és 3’ végének 36-36 nukleotidnyi
szakasza megegyezikS£05461 gén kddolo szakaszaddi (57) és utani (3') genomi DNS
szekvenciaval] PCR-rel a kdzvetleniBa05461 gén transzlacios start kodonjétél és stop
kodonja utani szekvencidkkal egyutt szaporitottak A A RED rekombinaciés rendszer
génjeit hordozde. coli BW25113/plJ790 torzsetdb aSCO5461 géent hordozo genomi DNS
szakaszt és kanamycin rezisztencia gént tartalr8&011 cosmiddal transzformaltuk, majd
a linearis PCR termékkeént sdllitott és tisztitottapra-oriT kazettat elektroporaltuk a
transzformans sejtekbe. A kétszeresen reziszteassziormansokban a cosmidon dév
SCO5461 gén kicseréldott az apra-oriT kazettara, létrejott a gént nem tartalmazo
St3D11::apr cosmid. Miétt a Streptomyces sejtekbe juttattuk volna a kazettds cosmidot,
elébb ellerdriztik PCR-rel, hogy valoban a kazettat tartalmazzasmid a megfeléhelyen.

A St3D11::apr mutans cosmidot, amely a konjugatbetvé tew oriT-t és apramycin
rezisztencia gént tartalmaz6 kazettat tovabba kgoamrezisztencia gént hordoz, a
konjugalast megékéen a DNS metilacibban mutaris coli ET12567/pUZ8002 tbrzshe
vittuk be. Ezzel lecsokkentettik annak veszélyé&tgyha konjugalassal &reptomyces
sejtekbe bejuté cosmid DNS-t @reptomyces restrikcidos rendszere eliminalja, niigl a
rekombinacié megtérténne. A rekombinans cosmidotddwd transzformanst. coli
ET12567/pUZ8002 sejteket konjugaltattuk.aoelicolor M145 sporakkal, majd apramycinre
és kanamycinre szelektalva kivalogattuk a kanamgcérzékeny és apramycinre rezisztens,

kettos atkeresztéalésen atesett exkonjugansokat. A kanamycin érzékmmyansokat

8



egyenként SFM + 50 pg/ml apramycin lemezekre olkote. Véglul néhanyukbdl spéra
szuszpenziot készitettlink, genomi DNS-t izolaltéalka PCR-rel elldémiztik a genomi DNS-
ben a gén ill. aapra-oriT kazetta jelenlétét/hianyat. Egyet kivalasztva kidkielneveztiks
codlicolor M145ASCO5461::apr null mutans térzsnek.

A létrehozott null mutans térzs komplementalasdéagaWHMS3 E. coli-Sreptomyces
ing&zo plazmidba, gyenge lacZ promoter magi@dill és EcoRI hasito helyek kdzin frame
klbnoztuk a PCR-rel felszaporitott teljes va&CO5461 allélt. A ligalas termékeként
keletkezett pWHL1 plazmidot izolaltuk &z coli HB101 gazdabol, majd transzformaltuk vele
a S coelicolor ASCO5461::apr mutans torzset. AS. coelicolor ASCO5461::apr/pWH1
komplementalt mutans torzset PCR-rel allirtik és fenotipusat kilonbdzaptalajokon

o0sszehasonlitottuk a vad és a mutans torzsével.

3.4. AS. codlicolor M145 ASCO5461::apr mutans fenotipusanak vizsgalata

Morfolégiai vizsgalatok

A mutans fenotipusdnak vizsgalatahoz négy kulotbézlard taptalajon — SFM,
SMMS, SMMS+10% szachardz (a tovabbiakban SMMS-R®s- tenyésztve & codlicolor
M145 vad fenotipusu torzset, & coelicolor M145 ASCO5461::apr mutanst és a S
codlicolor M145 ASCO5461::apr/pWH1 komplementalt mutanst 6sszehasonlitottuk a
tenyészetek morfologiai differencialdodaséat.

Mikroszkopos vizsgalathoz SMMS, SMMS+ és R5 t4jpoalaa szurt fellemezekre
novesztett és metanollal fixalt 2 és 5 napos teretéken Olympus BX40 faziskontraszt
mikroszkoppal kovettik nyomon a morfologiai valteakat. A fent emlitett taptalajokon
szintén fedlemezekre novesztett vad és mutans sejtek DNSnettaa tenyészetek 2 és 7
napos koraban propidium-jodidos festést kéeet Olympus FV1000 konfokalis |ézer
pasztazd mikroszkoppal vizsgaltuk.

Antibiotikum termelés vizsgalata

A vad és aASCO5461::apr mutans térzs sporéit szilard SMMS, SMMS+ és Riatap
felszinére helyezett feheér steriliisdkre oltottuk, megakadalyozva azt, hogy a micélium
belerjon a taptalajba. Egy hét elteltével a koronggaligiga tenyészetet is eltavolitottuk a

taptalaj felszindil, lehetivé téve az extracellularis térbe kivalasztott actiodin vizsgalatat.
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Az extracelluléaris térbe kivalasztoty-actinorhodin mennyiségének pontos méréséhez
folyékony SFM tapoldatban 4 napig tenyészettik d t@rzset és a mutans torzset. A
micélium lecentrifugalasa utan a feliliszokat 1Nl d@attal pH=2-3-ra savanyitottuk, majd
fél térfogatnyi metanol:kloroform (1:1) elegyévelxtmhaltuk az antibiotikumot.A
kloroformos fazis abszorbancigjat 542 nm-en fot@mét lemértiik. A termelt antibiotikum
mennyiségét az Uledék fehérje tartalmara normakuiehérje meghatarozashoz a micéliumot
ultrahanggal feltartuk és 1 M NaOH oldattal hidzéliuk, centrifugaltuk majd a feltliszot

semlegesitettik és Coomassie protein assay reafjemsghataroztuk a fehérjetartalmat.

ADP-ribozilalt fehériék mintdzatdnak 6sszehasosgita

A ASCO5461::apr mutans-, a vad- és a komplementalt mutans térz&ptalajon Bt
32 6ras tenyészetébseijtkivonatot készitettiink, és R[adeffR]NAD" szubsztrattal végzett
ADP-ribozilacios reakciot kovéen SDS-PAGE elektroforézissel elvalasztottuk éslach
Immobilon P (Millipore, PVDF tipusu, 1,45m porusméréi) transzfer membranra blottoltuk
a fehérjéket (semi-dry moddszerrel). A megszaribttt radioaktivan jeldlt fehérjéit egy
€jszakads exponalas utan MolecularDynamics Phoshgem SI készilek segitsegével
detektaltuk.

3.5. Bioinformatikai elemzések, felhasznalt programk

Az ADP-ribozilalt fehérjéket a tripszines emeészébssballitott peptid fragmentumok
mintazatabol MALDI-TOF témegspektrometrias anaérikoveten az NCBI MASCOT
programjaval azonositottuk (Matrix Science; [URLph//www.matrixscience.com].

A S coelicolor genomjaban talalhatdo ADPRT enzimeket kdédolo géketesését, a
géntermékek aminosav szekvencidinak pozicio-érzékésszehasonlitasat az NCBI
honlapjan talalhaté PSI-BLAST software [URL: httpWww.ncbi.nim.nih.gov/BLAST.cgi]
segitségével végeztik el.

A SCOb5461 fehérje aminosav szekvenciajat tobbszosiaskvenciaillesztéssel
hasonlitottuk 0ssze &CO5461 gén orthologjainak termékével és a tovabbi homoldg
fehérjekkel. Az  elemzést  ClustalW2  programmal véigez el [URL:
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html],
és a Boxshade 3.31 program segitségével emeltik lkonzervalt aminosavakat [URL:

http://bioweb.pasteur.fr/seganal/interfaces6boxshdl]. A SCO5461 fehérje legvaloszi-
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niibb masodlagos szerkezetét az SSPRED program ése@iMprver hasznalataval joésoltuk
meg [URL: http://www.coot.embl.de/~fmilpetz/SSPREE URL: http://ch.embnet.org], a
fehérje feltételezett 3D szerkezetét pedig a {RS)omata homolégia modelteszerver
segitseégeével készitettik el [URL: http://ps2.litgnedu.tw].

A SCO5461 fehérje N-termindlis feltételezett szlgeaekvencigjat a SignalP (3.0
verzié) programmal [URL: http://cbs.dtu.dk/serviRignalP] elemeztik, majd a TatFind 1.4
verzidjat és a TatP 1.0 verzigjat hasznaltuk anelalntésére, vajon valodi Tat szignal
szekvencia-e [URL: http://www.signalfind.org és URittp://www.cbs.dtu.dk/services/TatP-
1.0].

Az ampifikdciohoz felhasznalt oligonukleotid prirekr masodlagos szerkezetét és
heterodimer képzését Oligoanalyzer 3.1 programiBILf http://www.idtdna.com/analyzer]
ellendriztik. A nem kivant rekombinacios folyamatok elkdése végett BlastN [URL:
http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST.cgi] keresésseldgodtink meg arrdl, hogy a ReDirect
technikaban felhasznalt primerek a St3D11 cosmadak egy helyet jeldinek ki.
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

A fehérjek mono-ADP-ribozilaciojat a mono-ADP-riblbanszferaz (ADPRT) enzimek
katalizaljak, endogén ADPRT enzimeket kimutattak -, és eukaridta sejtekben is. Az
ADPRT katalizalta fehérje modositast a mono-ADRziehérje glikohidrolaz (MARH)
enzimek teszik reverzibilissé.

Munkacsoportunk korabban mar kimutatott ADP-ribéizil fehérjéket és arginin-
specifikus ADPRT aktivitass griseus-ban, de hosszu ideig nem voltak pontos molekularis
ismereteink sem az ADP-ribozilélt fehérjékrsem a modositast katalizald enzindgkr

Ezért a fehérje mono-ADP-ribozilacio sejtben bétiblfunkciojanak megértéséhezsa
codlicolor-ral folytatott jelen munkank soran célulztik ki, hogy azonositsuk a sejtben
endogén uton ADP-ribozildlt fehérjéket; szekvenbiamologia alapjan probéljunk meg
azonositani még ismeretlen ADPRT enzimet kodoldt;g@vabba az azonositott ADPRT
enzimet kodol6 gén megszakitasaval/antibiotikum isppencia kazettara tortén
kicseréléseével Iétrehozott null mutans fenotipusanasgalataval szerezziink ismereteket az

adott ADPRT enzim biol6giai szerepér
4.1. ADP-ribozilalt fehérjék azonositas&streptomyces coelicolor-bol

Munkank soran ékz6r az ADP-ribozilaciés reakcié optimalis feltéiehllitottuk be. Az
S codicolor sejtkivonatahoz radioaktivan jeldlt*4p]-NAD*-ot adva szubsztratként
kimutattuk, hogy a fehérjékbe torterADP-rib6z beépillés 30 percnél éri el maximumat,
ezutan csokken. Ennek a csokkenésnek az oka waillesyiaz, hogy a sejtkivonat NADGH
aktivitasa elbontja a NADot és a poszttranszlacios modifikaciot reverzsii teé MARH
aktivitas pedig lehasitja a mar beépllt ADP-ribaztehérjékél [S. coelicolor genomjiban
legalabb hat, az ismert MARH enzimekkel nagymértékekvencia homoldgiat mutatd gén
talalhat6 §CO0086, SCO1766, SCO2028, SCO2030, SCO4435, SCO5809; sajat szekvencia
analizis)]. Feleslegben adott, jeldletlen ADP-ribédva a reakciohoz ndvelni tudtuk az ADP-
ribdz fehérjékbe tortén beépllését, ami valdéstieg a MARH aktivitas gatlasanak a
kovetkezménye (a NADGH-t nem gatolja az ADP-ribd)nagy foloslegben 1év ,hideg”
ADP-rib6z csokkenti a reakcioelegyben jeleiéa radioaktiv NAD bontasabdl szarmazé
[**P]-ADP-rib6z nem enzimatikus Uton fehérjékbe téttdreépilését is, lehaté téve azt,
hogy valéban csak az ADPRT enzimek katalizélta fehéDP-ribozilaciét mérjik a
kisérletben.
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A S coelicolor-ban talalhaté ADP-ribozilalt fehérjék izolaldsdhnzaminofenilboronsav
affinitas kromatografiat és 2D SDS-PAGE elektrofisé azonositasahoz pedig a gélben
tripszinnel valé emésztést koGetMALDI-TOF tomegspektrometrias peptid analizist
hasznaltunk. Nyolc fehérjét sikerllt egyértébn azonositanunk & coelicolor ADP-
ribozilalt fehérjéi kozil. Eredményeink azt mutlttdnogy néhany fehérje tobb, altaldban
eltés pl értéki foltban is kimutathato6 volt a 2D gélen. A tobbtéalis elfoglalo fehérjéket két
csoportba lehet osztani. A SCO5477 esetében ajéeh@rt molekulattmegének és pl-nak
megfeleb pozicioju B folt mellett tébb izoforma is jelen volt, amelyeknkis mértekben
alacsonyabb az izoelektromos pontjuk a SCO5477ritaleéjellems értéktl. A SCO5477
esetében a tébb elééizoforma létrejottét ADP-ribozilacié — két negativtoltott foszforsav
maradék kapcsolodik a fehérjehez — mellett az AspGén spontan dezamidacioja is
eredményezheti. A masodik csoportba tartozo fekégé foltban voltak megtalalhatéak a 2D
gélen. Mindkét fehérje esetében (SC0O4771; SCO4&824yyik izoforma moltdmege és pl-ja
a nativ fehérjére jellenézértéknek felel meg, mig a masik valtozat azonokekutatomeggel,
de alacsonyabb izoelektromos ponttal rendelkezilsG04771 és a SCO4828 fehérje kdzott
az a hasonlésag, hogy multimerként latjak el a ¢igjkkat a sejtben. Erdekes modon
mindkett) esetében az eredeti, médositas nélkuli forma éABR-ribozilalt forma is
megtalalhaté a 2D gélen. A két forma egyittes |étének érdekes kbvetkezménye lehet,
hogy a multimer aktivitdsat a komplexet alkotdo ADBbzilalt és a modositatlan alegységek
kozti arany befolyasolja. Az alkotéelemek egyedidmsitottsagatol valo aktivitas-fliggés az
enzim aktivitasnak egyfajta finom-hangolasat teketietvé, amellyel a mikddési egységet
alkoté komplex a sejt anyagcseréjének pillanatraiikségletéhez tud igazodni. Hasonlo
regulacios mechanizmus figyelietneg azE. coli-ban, ahol a glutamin szintetdz enzim
tizenkét azonos alegységének egyenkénti adershigilt allapota szabalyozza az enzim
aktivitasat.

A nyolc azonositott fehérjét harom csoportba satjlik a feltételezett vagy ismert
bioldgiai szerepik alapjan, igy megkulonbodztethletifl) szekretalt fehérjéket, (2)
dehidrogenaz enzimeket és (3) egyéb fehérjéketalfstunk talalt négy ADP-ribozilalodo
szekretalt fehérje két bioldgiai funkcidé kéré csapsithatd. A SCO2008 és a SCO5477 egy-
egy ABC transzporter komplex extracellularis ligdddé lipoprotein alegysége.
Eredménylinket megésiti, hogy a SC0O2008-at korabban cisztein oldat@n&DP-ribozilalt
fehérjeként mar kimutatta Sugawara é€s munkacsepdstj A fehérje ADP-ribozilalédé
ciszteinje azonos azzal a ciszteinnel, amely mindend lipoproteinben a transzlokaciohoz

sziikséges szignalszekvencidban, annak lipobox brésztalalhaté és amelynek szulfhidril
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csoportjahoz a lipoprotein diacilglicerol transZier egy lipid molekulat kapcsolva a
membranhoz rogziti az érett, a cisztein mellettsitd®s miatt szignélpeptidet mar nem
tartalmazo lipoproteint. Sugawaraék azt feltétéllezhogy a Cys oldallanc ADP-ribozilacidja
gatolja az éretlen fehérje szekréciojat és igpapliotein diacilglicerol transzferdz enzim nem
kapcsolhat hozza lipidet. Az ADP-ribozilacié tehégyrészt megakadalyozna a fehérje
kijutdsat a kuls membranfélre, masrészt annak lipid molekulan kaidismembranhoz
roégzilését is gatolna, tehat a citoplazmaban marsldB-ribozilalt fehérje nem képes a
transzportfolyamatokban ellatni a szerepét. A SC5#hérieében is megtalalhaté egy, a
SCO02008-éhoz hasonld, a megfél@ozicibban ciszteint is tartalmaz6 szignalszekienc
ezért Piette és munkatarsai egy kozleményiikbefelételezték, hogy a SC0O5477 is ADP-
ribozilalt protein. A tény, hogy mi ADP-ribozilafehérjeként azonositottuk a SCO5477-et
alatamasztja ezt az elképzelést.

A mésik két szekretélt fehérje, a SC06108 (FusHa &C01968 hidroldz enzimek. A
FusH a fuzidinsav antibiotikum elleni rezisztancidélelss észterdz. Mivel az ADP-ribozilalt
FusH-t is a citoplazma kivonatbdl izolaltuk, intelalaris lokalizaciéja arra enged
kovetkeztetni, hogy a fehérje ADP-ribozilacidja dighsolhatja az extracellularis térbe
irAnyul6 transzportot. A SC0O1968 egy feltételezatekretalt hidroldz, amely Bacillus
subtilis GIpQ proteinjével mutat homoldgiat. A GIpQ egy #t&-éhezés Aaltal indukalt
glicerofoszfolipid foszfodiészteraz, amely a zsied@at mar nem tartalmazd, deacilalt
foszfolipideket glicerin-3-foszfatta hidrolizaljaMiutan az eddig megismert példak arra
utalnak, hogy az ADP-ribozilacio inaktivalja a mé&dott fehérjét, az enzim reverzibilis
ADP-ribozilacidja a sejt glicerin anyagcseréjét digdisold poszttranszlaciés szabalyozé
mechanizmusok egyike leh&tcoelicolor-ban.

Az ADP-ribozilalt fehérjék masodik, dehidrogenazbotatalmazd csoportjaba tartoznak
a SCO4771 és SCO4824 gének kodolta fehérjék. Ezekelmen a MASCOT program
segitségével sikeriilt azonositanunk az ADP-ribtiziptid fragmenteket is.

SCO04771 fehérje egy inozin-5-monofoszfat dehidrége enzim (IMPDH). Két, az
triptikus peptid fragment moltomege is a fehérje FABbozilalt formajara jellemy kisse
magasabb moltomegre utalt. Lehetséges tehat, hagyrg-225 és az Arg-244 a két
moédositott aminosav, azaz az IMPDH két helyen iPAibozildlodhat. Prokariotakban az
intracellularis GTP koncentracio déntszerepet jatszik a morfolégiai differencialodas

szabalyozasaban. Az IMPDH az inracellularis GTP&#ifllggé de-novo GTP bioszintézist
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katalizalja, ezért az enzim ADP-ribozilaci6ja a sgk@pzés és az antibiotikum termelés fontos
élettani szabalyozé mechanizmuskétikidhet.

A dehidrogenazok csoportjanak masik fehérjefgCo®4824 altal kodolt FolD, amely a
tetrahidrofolat anyagcsere ki&tfunkciot ellatdo enzime, metilén-tetrahidrofol&@hedrogenaz
és metilén-tetrahidrofolat ciklohidrolaz is egybefz enzim altalunk ADP-ribozilaltnak
azonositott GAEVVVVGR peptid fragmentuma egy evagan essen konzervalt NADR
koté motivum része. A FolD ADP-ribozilacioja és ezaltabktivacidja a metionin és purin
bioszintézist gatolva doitfontossagu lehet az élleges anyagcsere folyamatok és a
differencialédas szabalyozasaban.

A harmadik csoportba két fehérje tartozik. Az eggik éhezésre érzékerty®CO7629
kodolta SpaA protein. A SpaA fehérje &z coli-ban a stacionaris fazis szabalyozasaban
szerepet jatsz0 RspA fehérjével homolog. Korabbam kidertlt, hogy aSCO7629 gén
megszakitas&reptomyces-ekben kondiciondlis, sejidiségtl fliggé fenotipust eredményez.
A mutans tenyészete nagy séjtség esetén minimal taptalajon &b kezd antibiotikumot
termelni, ugyanakkor nagyobb mennyiséget termeit mivad. A SpaA enzim endogén ADP-
ribozilacidja hatassal lehet tehat a baktériumséeiségre adott valaszara. A masik ide
tartozd fehérje aSC02198 kdodolta glutamin szintetdz, a GInA, amelynek akdisat
prokariotakban (fleg bélbaktériumokban) egy poszttranszlaciés mdéaesaz adenililacio
szabalyozzaS. codlicolor-ban is kimutattak a fehérje konzervalt Tyr-397 abli@hcanak
adenililalédasat. Fontos megjegyeznink, hogy musiaartunk korabba8. griseus-ban mar
kimutatta a GInAin vitro ADP-ribozilaciojat ami inaktivalta a glutamin sktézt.
Rhodospirillum rubrum-ban és késbb Synecocystis fajokban is leirtdk ezt a modositast. A
mostani eredmeényink tehat ismét mégir azt a megfigyelésiinket, hodyreptomyces-
ekben a GInA ADP-ribozilalodhat.

Az altalunk azonositott nyolc fehérf@bhat Gjonnan azonositott ADPRT célfehérje.
Ketté esetében kordbbi eredményeket sikerllt ntesjnink. A glutamin szintetazr&
griseus-ban mar kordbban kimutattak, hogy ADP-ribozilalehérje és a mostani
eredményeink szerir® coelicolor-ban is ADP-ribozilalodik. A Piette-ék altal ADPaozilalt
fehérjének feltételezett SCO5477 esetében pedighatattuk ki, hogy ez a fehérje valéban
ADP-ribozilalt. Fontos eredménynek tartjuk, hoghaliank négy olyan fehérjét (a SCO5477-
t, az IMPDH-t, a SpaA-t és a FolD-t), amelyek karikpéldaul szolgalnak a fehérjék ADP-
ribozilacidja és a morfologiai differencialédas Kkitiz korabban altalunk feltételezett

kapcsolatra.
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4.2. A SCO5461, feltehetben ADPRT enzimet kddol6 gén azonositasa és feltételdze

fehérjetermékének bioinformatikai elemzése

Mivel célkitizésink volt egy ADPRT enzim génjében mutans torikeseitése
azonositanunk kellett ADPRT enzimeket kbdolo génekElészor bioinformatikai
mobdszerekkel prébaltunk olyan géneket azonositanBraptomyces coelicolor A3(2)
genomjaban, amelyek ADPRT enzimeket kédolhatnakveMiaz ADPRT-ra jellemk
nagyfoku szekvenciabeli plaszticitdas megneheztiomoldgokin silico azonositasat, ezért
pozicié-érzékeny PSI-BLAST programot hasznalturdzekvencia analizishez. A mar ismert
ADPRT fehérjék teljes aminosav szekvenciajanak disszonlitdsa csak kismériiek
azonossagot mutat, de a NAIXothely és a katalitikus aktiv centrum kialakitasahoz
szikséges harom dsen konzervalt szekvencia motivum segithet az ADRRZimek
azonositasaban. A szekvencia analizis eredmény&kénteltételezhéen ADPRT-t kodolo
gént talaltunk &. coelicolor genomjaban, a mar emlit&€02860- és aSCO5461 géneket. A
harom motivumra sikitett 6sszehasonlitas alapjan az ismert aminassiwenciaju ADPRT-
okat tekintve aStreptomyces torzseken kivil a lepkékben 6&rduld, embs sejtekre
citotoxikus, DNS-t ADP-ribozilal6 pierisin-1 és -3 Bacillus sphaericus termelte, Arg
specifikus MTX és &/ibrio cholerae Arg specifikus kolera toxinjanak katalitikus alsgge, a
CT-A bizonyultak a SC0O5461 legkdzelebbi homoldgiana

A SCO5461 fehérje megjosolt masodlagos szerkegstatCT-A ismert 3-D szerkezetét
alapul véve a SCO5461 fehérje szerkezeti modddljenegalkothaté volt. A kolera toxin
szerkezetéhez hasonléan a SCO5461 fehérjében if-leéthezen taldlhaté az élkét
konzervalt motivum, és egy hurokszestrukturara tehéta harmadik motivum. Ebben a
harmadik motivumban, a katalitikus E aminosavaaitalmazo un. ARTT hurokban talalhato
Q/EXE motivumban van egy fontosnaknt eltérés a SCO5461 és a homologjai kdzott. Az
MTX-ben és a CT-A-ban is, akarcsak a tobbi argspacifikus toxinban jelleméen EXE, a
SCO5461-ben QXE ez a motivum. llyen szekvencia vuaotitalalhatd a DNS-t médositd
pierisinekben, az aszparagin specifikilestridium botulinum C3 exoenzimjében és a cisztein
oldallancot ADP-ribozilalé pertussis toxinban #.kolera toxint is magaba foglalé arginin
specifikus ADPRT-oknal a motivumban adsan konzervalt katalitikus glutaminsawbtl
glutaminsav EXE) esszencidlis a szubsztrat kétéséhez. Mivelaagnt és ciszteint ADP-
ribozilalé toxinoknal, 6t DNS-t ADP-ribozilalé enzimnél is QXE motivumotdhunk, ezért a
Q ezen a motivumon belil nem alkalmas a SCOb5461zubsstrat specifitasanak

meghatarozasahoz.
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Az ismert genomialis szekvenciafireptomyces torzseket figyelembe véevBCO5461
ortholdgjai a torzsfan tavolabb talalhato6 torzsekh®. aS. griseus-ban nincsenek jelen, csak
a torzsfan egymashoz kozeleblé & eptomyces térzsekben. ASreptomyces térzsek kozil a
S coelicolor-ral kozeli rokonsagot mutato torzsekben talalhhtpotetikus fehérjék
lividans TK24, SSPG_02248.1; S. albus J1074, SSHG_04549.3; S. scabies, SCAB27771; S.
pristinaespiralis ATCC 25486, SSDG _06196.1) és aStreptomyces-ekkel kozeli rokonsagban
lévé Streptosporangium  roseum DSM 4321  torzsben Iév hipotetikus fehérje
(YP_003344216.1) mutatkoztak a SCO5461 legkdzelebiologjainak. Lehetséges, hogy a
rokon torzsek kozo$se horizontalis géntranszfer révén kaphatta a haksetoxinokkal
hasonldsagot mutatd fehérjeterméket kddold szek&enc

A SCO5461 fehérjében a szignalszekvenciakat azin8gjnalP program felismert egy
N termindlis, harom rés#b allo szignal szekvenciat, amely bar hasonlit ker-arginin
transzlokacios (Tat) szignalhoz, a Tat szigndlo&nasitdsara specializalt programok — a
TatFind és a TatP — egyike sem talalta ezt a spekdtevalodi Tat szignalnak. Ezt az allitast
Widdick és munkatarsai kisérletesen is bizonyikptta SCO5461 szignalszekvenciaja
szignalszekvenciaja a Sec szekréciés utvonal dpigpiidjével is mutat hasonldésagot, de a
SCO05461 szignélszekvencia C régidjanak legvégéh péxitiv toltés lizin (K41) oldallanc
Sec elkeritd szignalként funkcional. Ezekbaz eredményekib az a kdvetkeztetés vonhato
le, hogy a SCO5461 nem szekretalt fehérje. Ezzsthdmgban a TMpred és SSPRED
szoftverrel készitett masodlagos szerkezeti mddadle mutatjak, hogy &8C0O5461 egy
harom doménnel rendelkéfranszmembran fehérjét kodol. Tartalmaz egy rdVigrminalis
intracellularis domént, egy helikalis transzmembdameént és egy nagyobb extracellularis
katalitikus domeént. Azaz a SCO5461 valosiigg egy periplazmatikus, membranhoz kotott

enzim.

4.3. AzS. codlicolor M145 ASCO5461::apr null mutans elkészitésés komplementalasa

Kisérleteink utols6 fazisaban @ codicolor genomban &8C05461 gént a ReDirect
technikaval egy apramycin rezisztenciaért tedefjént tartalmazé génhelyettéskazettara
cserélve létrehoztuk @ coelicolor ASCO5461::apr mutanst.

A teljes, genomialisSCO5461 gént plazmidon (pWHE1) bejuttatva komplementakuk
mutans térzset. Ehhez a géntframe klonoztuk a pWHM3 plazmidon elhelyezkedyenge

lacZ promoter mogé, igy & coelicolor ASCO5461::apr/pWH1 komplementalt mutans

17



torzsben a SCO5461 fehérje terttt, de nem expresszalodott nagymértékben. A
komplementalt mutdns szemmel és mikroszkoppal megaiva is minden taptalajon azonos
fenotipust mutatott, mint az M145 vad tipusu t6#s.ADP-ribozilaciés mintazata is a vad
tipusu toérzsével valt megegye2. Mindez azt bizonyitja, hogy a null mutans vaetiéers
fenotipusos jellegeiért a SCO5461 fehérje hianyamazaa szubsztrat(ok) mono-ADP-
ribozilacidjanak elmaradésa tetiétlelosse.

4.4. A mutans fenotipusanak elemzeése

Morfolégiai differencialédéas

Mivel kozismert, hogy egyes, a morfolégiai diffecglodasban érintett mutansok
fenotipusat befolyasoljak a tenyésztési korulméngekrt négy kulonbézszilard taptalajon
— SFM, SMMS, SMMS+10% szachar6z (SMMS+) és R5 -yésrtettik aS. coelicolor
M145 vad fenotipusu torzset éS.aodlicolor ASCO5461::apr mutans torzset és vizsgaltuk a
tenyészetek morfologiai differencialédasat. A gagdadjaliszt tartalmu SFM taptalajon nem
talaltunk fenotipusos kulénbséget a torzsek k6zBNIMS minimal taptalajon a mutans
megkésett morfologiai differencialdédast mutatotadhoz képest, 48 6ras koru tenyészetében
légmicélium menteshald mutdnsokra emlékeztevolt mutans telepek felszine. A 120 6ras
tenyészetben mar kéfpott légmicélium és a mutans végeredményben spibr&zale nem
képzett olyan tomdgsporat, mint ami a vad fenotipusra jellédmAz ozmotikus stresszt
okoz6 SMMS+ taptalajon ugyanezek a tulajdonsagbt&nezték a mutans tenyészetet, de
még késbbre tolddott ki a differencialddas kezdete (7n8pra). A tdpanyagokban gazdag,
szintén ozmotikus stresszt okoz6 R5 taptalajon digjyedveszett mutans nem sporazott.
Telepeinek feliletén még 12 napos korban is csakémyos Iégmicélium képzést figyeltiink
meg. Nem a klasszikus értelemben Watd fenotipus volt jellem& a mutansra, hiszen a telep
szélén képidott keveés légmicélium és antibiotikumot is term@ltmutans differencidlodasa
extracellularisan komplementalhatonak bizonyultyehiR5 t4ptalajon a vad térzzsel egyuitt
névesztett mutans megkésve bar, de sporulalt. Valdlery a vele egyutt fejdé vad torzs
tenyészetéll szarmazo6 diffazibilis kis molekulak kertiltek kaotatba a mutans sejtekkel
(felteheben rodlinok, chaplinok) ésddegitették azoknak a differencialédaséat. Ha a dexbt
altal ebzéleg mar hasznalt taptalajra oltottuk a mutans terstet, akkor is megfigyeltiet
volt a mutans spoéra képzése R5 taptalajon. Ezemgéh arra utal, hogy 8CO5461 gén
megszakitasa hatassal lehet a légmicélium képzéshidséges diffuzibilis faktorok kézil

egy vagy tobb termelésére vagy szekrécibjara.
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A Petri csészékben novektenyészeteken szabad szemmel megfigyélfestotipusos
valtozasokat mikroszkoposan is nyomon kovettik ptatdjokba szurt feddlemezekre
novesztett tenyészeteken. Faziskontraszt mikrogedpz 5 napos tenyészeteket vizsgalva
lathatéva valt, hogy SMMS téptalajon a vad torzeitaiban mar megjelent a csavarodo
légmicélium és a szabdalyos sporalancok, mig a muédetében a nagy tonfiegegetativ
micéliumban ritkabban fordult @légmicélium és emellett szabalytalan alaku spacak és
sok, a mintakészités soran levalt spéra is medfigievolt. Osszességében kevesebb spéra
jellemezte a mutanst, mint a vadat. A vad és mutéamétti kilonbség meég kifejezettebbé valt
az SMMS+ taptalajon, ahol a vadra jelldimzosszu, egyenes spéralancokhoz hasonléak a
muténs mintajadban is voltak, azonban a mutans sabrénérete sok esetben jelésen eltért
egymastol, & gyakran edfordult az is, hogy a sporak és hifa csucsdisen megduzzadtak.
Mindez arra utalhat, hogy a mutans sporak kere&szsejtfala kilonbozhet a vadétol, azaz a
normalis sejtfalszintézishez és a differencidloadasnalis lezajlasahoz valosdlag szikség
van a SCO5461 aktivithsara, kiulondsen ozmotikussstr esetén. Az R5-6n normalis
differencialédast mutatd vad torzshoz képest azigdtelten ndvesztett mutans mintaiban
még 12 napos korban is csak jelentéktelen menrbygsegolt megfigyelhét [égmicélium
vagy spora.

Az emlitett harom taptalajon, szintén &kzinezekre nodvesztett vad és mutans
tenyészetek DNS tartalmat propidium-jodiddal fegtetmeg. Konfokalis Iézer pasztazo
mikroszkoppal nem talaltunk kilonbséget a kiulégboraptalajokon 6ttt  térzsek

micéliumaban és spoéraiban a DNS elhelyezkedésében.

Antibiotikum termelés és szekrécio

A mutans antibiotikum termelését szilard és folygkadaptalajokon is vizsgaltuk. A
szilard taptalaj felszinére helyezett sterilirékre oltottuk r4 a torzsek sporait. Ez
megakadalyozza azt, hogy a micélium béjén a taptalajba, ezért ha a koronggal egyutt a
tenyészetet is eltavolitjuk a taptalaj felszéméakkor lehetvé valik a tisztan az extracellularis
térbe kivalasztott actinorhodin vizsgalata. A vadaémutans torzsek kozoétt a tapanyagban
gazdag R5 taptalajon tapasztaltuk a leglatvanyogélimbséget, mivel 7 naposan a mutans
méar jelenbsen tobb antibiotikumot termelt és szekretélt anagadMinimal taptalajokon
(SMMS és SMMS+) novesztett tenyészeteknél az R3n@gfigyelthez képest ellentétes
tendenciat figyeltink meg, mivel a vad térzshoz dstpa mutans kevesebb actinorhodint
termelt. Bleg az SMMS taptalajon csokkent lésen a termelt antibiotikum mennyisége, és

a mutans nem is szekretalta azt a taptalajba. Ambkus stresszt okoz6 SMMS+ taptalajon
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nem latszott ilyen jeleis kiulonbség a vad és a mutans antibiotikum terraaésszekrécioja
kozott, csak a tenyészetek eltézine jelentett kiilonbséget, ami az intra- ésaerttularis pH
ertékek kozotti kulonbségre utal. A mutans tapeditdl fugg, eltél viselkedésére
magyarazatul szolgalhat talan az a feltételezégy o SCO5461 fehérje hianya miatt a
differencialédas lelassulasa mutansban befolyasaljgzekunder metabolit termelést is,
késleltetheti, illetve cstkkentheti azt. A j6 tapag ellatottsdg ozmotikus stresszel
kombinalva viszont a spéra képzés elmaradasa melietantibiotikum taltermelését és
erdteljesebb szekrécidjat valtja ki.

A torzsek A&ltal termelt extracellularig-actinorhodin  pontos mennyiségének
meghatarozasahoz folyékony SFM taptalajon tenytgkta vad- és mutans torzset. Bar a két
tenyészet micéliumanak kék szine azt jelezte, laaggctinorhodin termelése normalis modon
zajlik mindkét torzsben, a mutans tenyészet sepjgyaltalan nem valasztottdk ki az
extracellularis térbe az antibiotikumot. A szildsl folyékony taptalajon tapasztalt eltérés arra
utal, hogy az antibiotikum szekrécié szabalyozadkhribos lehet a folyékony és szilard
taptalajon novesztett kultirakban. Még tisztazatlawmgy a SCO5461 altal katalizalt ADP-
ribozilacié hogyan képes hatni az actinorhodin demortjara. AS. coelicolor M145-k5l
altalunk izolalt és MALDI-TOF analizissel azono#itdDP-ribozilalt fehérjék kozoétt nem
taldltunk olyat, amelyet egyértelimn kapcsolatba lehetne hozni az antibiotikum szoékré

mechanizmusaval.

4.5. A SCO5461 fehérje ADPRT aktivitdsanak igazolas

A ASCO5461::apr mutans-, a vad- és a komplementalt térzs ADP-iélbZehérjéi
mintazatanak oOsszehasonlitasa igazolta, hogySC®©5461 gén valéban egy ADP-
riboziltranszferaz enzimet kédol, mivel a mutanst&iabol a5 kDa mérdt ADP-ribozilalt
fehérje hianyzott, ugyanez a fehérje viszont AD#®zilalédott a komplementalt mutans és a
vad tipusu M145 torzs mintdjaban. MALDI-TOF ana$al ADP-ribozilalt fehérjeként
azonositottunk egy 65,3 kDa molekulatorindghérjét, aSCO5477 gén kodolta ligand-két
ABC-transzporter alegységet, amely elképzélhéiogy azonos a hianyzo ADP-ribozilalt
fehérjével. A vad fenotipusu térzsek és a mutamgainiegybevetve az ADP-ribozilalt fehérje
mintazat nem mutatott dramai kilonbséget, ami azwmyarazhatd, hogy 8C0O2860 és a
SCO5461 gének termékei mellett még tébb ADPRT enzimakisiit fehérje is jelen lehetsa

codlicolor-ban.
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5. OSSZEFOGLALAS

A fehérjék-mono-ADP-ribozilacidja egy reverzibiliposzttranszlacios maodositas,
amelyet a mono-ADP-riboziltranszferdz (ADPRT) englinkatalizalnak. Kisérleteink soran a
bonyolult morfologiai és differencialodasi folyartatrendelkeé és antibiotikumot termél
Sreptomyces coelicolor A3(2) baktérium torzsben talalhaté ADP-ribozildehérjéket
kivantuk izolalni és azonositani. Célunk volt tobakaz eddig nem ismert ADPRT enzimek
génjeinek szekvencia homolégiak alapjan tdfté@aonositasa és egy ADPRT génre nézve
null mutansS. codicolor torzs eballitasa. A mutans fenotipusanak elemzésével éasdagén
aton ADP-ribozilalt fehérjék megismerésével a fghénono-ADP-ribozilacidS. coelicolor-
ban betoltott biologiai funkcidjat akartuk megismier

Elsoként a vad tipus&. coelicolor tenyészettl készitett nyers citoplazmakivonatban
vitro ADP-riboziléltuk a fehérjéket. Az optimalis readiorilmények azonositasat koden
m-aminofenilboronsav affinitAskromatografias elg@a tisztitottuk és 2-D SDS-PAGE gélen
valasztottuk szét az ADP-ribozilalt fehérjeket. Allgen tortéd tripszines emeésztésb
szarmaz6 fragmentek MALDI-TOF témegspektrometridaliaisével azonositottunk nyolc
ADP-ribozilalt fehérjét: SCO5477, SC0O2198, SCO208&04771, SCO1968, SCO4824,
SCO06108, SCO762%at fehérjét mi azonositottunkéskzor ADP-ribozilalt fehérjeként, kétt
esetében pedig megsitettiink korabbi irodalmi eredményeket.

A S codicolor genomin silico vizsgélataval azonositottunk egy feltételedbat
ADPRT-t kddol6 gént, 8CO5461-et. A SCO5461 gént egy apramycin rezisztenciaért fésel
kazettaval helyettesitettik a genomban, az igyjtEtr null mutans § coelicolor M145
ASCO5461::apr) kondiciondlis pleiotrép fenotipust mutatott. Tapjtol fugg maodon
normalis vagy megkésett differencialédast mutatagy nem is sporulélt. A genomidlis gén
plazmidon valé bejuttatasaval komplementaltuk aamstt A SCO5461.::apr/pWH1), a vad
allél visszaallitotta a mutans fenotipust a vad<x# jellem#re. A S. coelicolor M145 vad
torzs, a null mutans és komplementalt mutans té&r2deP-ribozilalt fehérje mintazatanak
0sszehasonlitdsa azt mutatta, hogy a mutans tdrzajabol hianyzik egy b5 kDa mérdt
ADP-ribozilalt fehérje. A komplementalt térzs midthan Gjra megtalalhato volt ez a fehérje.

Kimutattuk, hogy folyékony és szilard taptalajokan mutans termelte actinorhodin

V4

Ve
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