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BEVEZETES

Az antibiotikumok a fert6z6 betegségek kezelésének leghatékonyabb eszkozei, azonban a
sok éves antibiotikum hasznalat kiszelektalta a rezisztens torzseket. A penicillin és a cefalosporin
antibiotikumokkal szemben 1étrejovo rezisztenciaért elsdsorban a B-laktamaz enzim mikodése
felel6s, ezek a vegyiiletek hidrolizaljak a B-laktam gytrit, hatastalanna téve az antibiotikumot.
Az antibiotikumokkal szemben kialakuld rezisztencia a XXI. szazad elejére igen komoly
probléma el¢ allitotta az antimikrobidlis terapiat.

Egészen a 90-es évek elejéig ugy gondoltdk, hogy a B-laktamaz enzimek elsddleges és
egyetlen szerepe az antibiotikumot termeld térzsekben a baktérium altal termelt antibiotikummal
szembeni sajat rezisztencia biztositasa. A B-laktamédz enzim génje ugyanis, a tobbi rezisztencia
génhez hasonldan, az antibiotikum szintézisét végzd génklaszterben talalhato. Az antibiotikumot
nem termeld torzsekbe géntranszferrel keriiltek be a rezisztencia gének, ami szelekcids eldnyt
biztositott szamukra. Az utdbbi évek tanulmanyai azonban Uj megvilagitisba helyezte a B-
laktamdz enzimeket, azok szerepét. Az a felfedezés, hogy egyes [B-laktamaz enzimek (pl.
AmpC, AmpH) részt vesznek a peptidoglikan szintézisben és metabolizmusban, megerdsiti azt a
feltételezést, hogy egyes [-laktamaz csaladok sokkal fontosabb szerepet jatszanak a
morfogenezisben, mint azt korabban gondoltak.

Munkank soran a kovetkezd feladatokat tliztiik ki célul:

1. A B-laktamaz enzim termelés €s lokalizacio vizsgalata a Streptomyces griseus NRRL

B-2682 torzsben és ennek a nem sporazo, spontdn mutans spol” tdrzsében.

2. A S. griseus NRRL B-2682 torzs és a S. griseus spol torzs P-laktamaz enzimének
izolalasa, az enzim jellemzése és N-termindlis szekvencidjanak meghatarozasa.

3. A B-laktaméaz enzim esetleges fiziologiai szerepének tanulmanyozdsa egy olyan
torzsben, amely nem termel B-laktdm antibiotikumot, és penicillinnel szemben
nagymértékli rezisztencidt mutat. A Streptomyces torzseket a prokaryotdk kozotti
szinte egyediilalléan bonyolult morfologiai valtozdsokat mutatd életciklusuk a
prokaryota differencialodas tanulmanyozasanak kivaldé modelljévé teszi. Kiilon
érdekessé teszi az altalunk vizsgalt S. griseus torzset, hogy ez a torzs egy B-laktamaz

inhibitor vegytiletet is termel.

Bar a penicillint mar a II. Vilaghaboru idején alkalmaztdk a fert6z0 betegségek

gyogyitasaban, valdjaban az antibiotikum bakteriolitikus / baktericid hatdsa maig sem tisztazott.
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A PB-laktdm antibiotikumok peptidoglikdn sejtfal szintézisét gatldé hatdsanak molekularis
mechanizmusa jol ismert, azt azonban nem tudjuk, hogy milyen mechanizmus utjan okozzak a
baktérium sejtek lizisét. Feltételezések szerint, a baktériumok sejtlizisének kivaltasaban egy
fontos korai szignal a sejtmembranon keresztiil kialakul6 elektrokémiai-proton gradiens egyik
komponensének, a membranpotencidlnak a valtozasa. Bacillus subtilis-ban kimutattak, hogy
azok az antibiotikumok és szétkapcsold szerek, amelyek megvaltoztatjdk a sejtmembran
ionokkal szembeni permedbilitasat, azaz depolarizaljak a AW-t, az autolizist stimuldljak ¢és a
sejtek halalat eredményezik (67,130). Ezen informaciok alapjan feltételeztiik, hogy a -laktam
antibiotikumok autolizist el6idéz6 hatasa mogott alld ismeretlen mechanizmus a sejtmembran
elektrofiziologiai allapotanak B-laktamok hatasara bekovetkezd valtozasa lehet.
Hipotézisiink bizonyitasara két kisérleti rendszert dolgoztunk ki:
1. A B-laktdm antibiotikumokkal €s ionofor vegyiilettel torténd kezelésre bekovetkezd
bakteriolizis tanulmanyozasara.
2. Annak bizonyitdsara, hogy a sejtmembran energia allapota fontos faktora az
antibiotikum litikus hatdsanak, kidolgoztunk egy modszert [-laktamoknak a
sejtmembran elektrofiziologiai allapotdra valé hatasanak tanulményozéasidra a

Streptomyces griseus NRRL B-2682 torzsben.

IRODALMI ATTEKINTES

A PROKARYOTA DIFFERENCIALODAS

Az ¢éldlények differencidlodasat szabdlyozd mechanizmusok megismerése a biologia
egyik igen érdekes ¢és fontos feladata. Az eukaryota differencialodas legismertebb
tanulmanyozott modelljei a Saccharomyces, Drosophyla és Coenorhabditis fajok, mig
prokaryotdkban a Bacillus, Myxococcus és a Streptomyces fajok életciklusarol all a legtobb
informécio a rendelkezésiinkre. Kiemelkedd jelentdségliek ebbdl a szempontbdl a Streptomyces-
ek, hiszen ezekben a baktériumokban sok, eddig csak eukaryota sejtekre jellemzoOnek tartott
szignaltranszdukcios folyamatban résztvevd fehérjéket, pl. kinaz és foszfatdz enzimeket,
valamint munkacsoportunk altal kimutatott GTP-koto fehérjéket és enzimeket talalunk (117). A
leggyakrabban vizsgalt prokaryota modellekben (Bacillus, Streptomyces) a differencialodasi

folyamat 2 részre oszthaté: a morfologiai differencidlodasra, ami a sporaképzés
folyamatat foglalja magaban, és a biokémiai differencidlodasra, amikor a szekunder metabolitok

termelddnek. Mivel az antibiotikumok és egyéb szekunder metabolitok termelése életciklus
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fliggd, ezért a morfologiai és a biokémiai differencidlodas korai szakasza feltehetden kozos
regulacio alatt all (28). A differencialoédasi folyamat megismerése tehat fontos informacidkkal

szolgalhat a szekunder metabolit termelés szabalyozasarol.

A STERPTOMYCESEK JELENTOSEGE

A Streptomycesek Gram-pozitiv, fonalas, talajlakd, obligat aerob, szaprofita, bonyolult
morfologiai  differencialodasi  folyamattal rendelkezd6 prokaryotdk. A  Gram-pozitiv
baktériumokat DNS-iik GC tartalma alapjan egy alacsony és egy magas GC tartalmu csoportba
soroljuk. A Bacillus, Staphylococcus és Streptococcus speciesek az elébbi, mig az Actinomyces-
ek az utobbi csoportba tartoznak. Az Actinomycetes-eknek tobb, eltérd morfologiat mutatd
nemzetsége ismert, mint pl. a kettéosztddassal szaporodd Corynebacterium-ok, a fonalas
novekedésli, majd fragmentalédd Mycobacterium-ok és Nocardia-k, valamint a szintén fonalas
novekedésli, de sporaképzd Streptomyces-ek (40). Az Actinomycetes csoporton beliill az
Actinomycetales rend Streptomycetaceae csaladjaba tartozd Streptomyces nemzetség az egyik
legtobbet tanulmanyozott genus. Jelentdségiiket nemcsak az altaluk termelt farmakoldgiailag
aktiv anyagoknak (féreg ellenes, daganat ellenes szerek, a gydgyaszatban hasznalt
antibiotikumok kozel 80%-at 6k termelik) koszonhetik, hanem az iparban és a mezdgazdasagban
alkalmazott egyéb szekunder metabolitjaiknak ¢&s extracellularis enzimjeiknek is. A
Streptomyces-ek igen nagy szamban fordulnak el a talajban, ahonnan konnyen izolalhatoak. A
talajban vald széles elterjedésiiket szaprofita ¢életmodjuknak is koszonhetik, képesek
megemészteni €s hasznositani szamos relative stabil, oldhatatlan szerves polimert (celluldz,
kitin). Novekedésiik soran elagazd hifdk szovedékét - micélium - hozzak létre, a hifak csucsa
behatol a talajba, ahol szekretalt vagy sejtfelszinhez kotott enzimjeik segitségével lebontjak a
szerves molekuldkat, igy olyan tdpanyagokat allitanak eld, amit a micélium képes felvenni, és
metabolizalva azt biomasszava alakitani. Mivel extracellularis enzimjeik, hidrolédzaik révén részt
vesznek a talaj szerves szennyezddéseinek lebontasdban is, igy még dkoldgiai szempontbdl is
kiemelt fontossaguak (94). A Streptomyces griseus torzset 3 figyelemremélto tulajdonsaga emeli
ki a tobbi Streptomyces fajok koziil: 1. A streptomycin antibiotikumot (bar utobbi idében
kemoterapids felhasznalasa hattérbe szorult) ebben a torzsben fedezték fel; 2. Ez a species,
eltéréen sok mas Streptomyces genustol, folyadék kultaraban is képez sporakat, ezért a
morfologiai differencialodés folyamata konnyen vizsgalhato (33); 3. A S. griseus termel egy kis
molekulatomegti, diffuzibilis autoregulator hatast vegytiletet, az A-faktort, ez az extracellularis

szignal molekula sziikséges a sporaképzéshez és a streptomycin termeléshez is (78).
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A Streptomycesek életciklusa

A Streptomyces-ek életciklusa eltérének mutatkozik, ha szilard vagy folyékony taptalajon
novesztjiik a sejteket. A talajban, és mesterséges szilard taptalajon az életciklus a sporak
csirazasaval kezdddik, a sporakbol kifejlodod csiracsdvekbdl apikalisan ndvekvd elagazd hifak
jonnek létre, melyek szovedéke alkotja a vegetativ vagy szubsztrat micéliumot (1/a &bra) (20,
21). A micéliumban a hifak sejtjei citoplazma hidakon keresztiil kapcsolatban allnak egymassal,
mivel a harantfalak csak a novekedés késObbi fazisaban alakulnak teljesen ki. Az életciklus
kovetkezo szakaszaban a vegetativ micéliumbol tobbszori elagazas utan a talajbol kiemelkedd
fehér szinli 1ég- vagy reproduktiv micélium jon Iétre (1/b abra). A Iégmicélium gyorsan
novekszik, a novekedéshez valoszinlileg a szubsztrdt micélium lizise sordn felszabaduld
tdpanyagokat hasznositjak (19, 21). A reproduktiv micéliumban mar zarodnak a harantfalak, egy
egy genomot tartalmazé kompartmentekre osztva igy a Ilégmicéliumot. A keresztfalak
megvastagszanak, a sejtek szdrazanyag tartalma megnd és a légmicélium csticsan kialakulo

sporangiumokban megjelennek a sporak (1/c abra).

1. abra: A S. griseus életciklusa szilard taptalajon
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Morfologiai differencidlodasban defektes, nem sporulald mutans torzsek analizise azt
mutatja, hogy Streptomyces-ekben valoszinlileg kevesebb sporazasra specifikus gén talalhato,
mint Bacillus-okban (21, 22). A morfolégiai differencidlodas 1épéseinek génszintii
szabalyozasarol a S. coelicolor-ban all rendelkezésiinkre a legtobb informacio (21, 22). A S.
coelicolor differencialoddsi mutansainak két nagy csoportja ismert. Az egyik csoportba azok az
un. bld vagy kopasz mutdnsok tartoznak, amelyek nem képeznek Ilégmicéliumot, igy
természetesen sporakat sem. Kozel 8-10 bld gén (bld A,B,C,D,E,F,G,H,I) ismert ebben a
torzsben, a bldA gén terméke a ritka leucin kodon, az UUA tRNS-e (84, 86). Az ismert bld
mutansok a bldB, bldl, és bldF kivételével valamennyien kondiciondlis mutansok, de egyikiik
sem csak a légmicélium képzésben defektes, hanem a szekunder metabolit termelésben is (95). A
bldA,D,G ¢és H kondicionalis mutansok gliikozt tartalmazé taptalajon kopasz fenotipust
mutatnak, mannit szénforrast hasznositva mar sporaznak, de csak a bldH torzsben all vissza az
antibiotikum termelés is ilyen koriilmények kozott (21). A bld mutansok normal ndvekedést
mutatnak a vegetativ fazisban, feltételezhetd, hogy a TTA kodonok hianyoznak a ndvekedéshez
sziikséges génekbdl. A szekunder metabolizmusban résztvevd regulator €s rezisztencia gének
azonban gyakran tartalmaznak TTA kodonokat a S. coelicolor-ban, és mas Streptomyces
fajokban, a mutdnsokban a TTA tripleteket tartalmazo gének expresszidja gatolt (24). A bldA
génnel homolog szakasz a S. griseus genomjaban is kimutathatd, ennek a génnek a mutacidja a
S. coelicolor kopasz mutansdhoz hasonld fenotipust eredményez ebben a torzsben (95). A
sporazasban defektes mutansok masik nagy csoportjat S. coelicolor-ban az Gn. whi mutansok
alkotjak. Ezek a mutansok képeznek ugyan fehér légmicéliumot, de ebbdl nem alakulnak ki a
sziirke, érett sporak. Eddig 8 whi lokuszt mutattak ki a kromoszéman, tobbségiik a sporulacid
korai szakaszaban blokkolt (23).

A legtobb Streptomyces faj laboratoriumi koriilmények kozott tenyészthetd folyékony
taptalajban is, a megfeleld oxigénellatas biztositasaval (razott tenyészet). Ebben az esetben mas
jellegli az é¢letciklus, itt ugyanis még azon fajok esetében sem jon létre 1égmicélium, amelyek
sporaznak folyadék tenyészetben, hanem a vegetativ micéliumbdl kialakult reproduktiv

micélium képez sporakat az életciklus végén.
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Szekunder metabolit termelés

Az Actinomycetes-ek nagyon fontos szekunder metabolit termeld baktériumok,
termékeik kozott sok fontos antibiotikumot, enzim inhibitort és daganatellenes szert is talalunk.
A Streptomyces-ek altal termelt antibiotikumok tobbsége nem az aktiv koloniandvekedés idején
szintetizalodik, hanem akkor, amikor a sejtek novekedése lelassul. A szilard felszinen novekedd
telepek esetén ez az idOpont egybeesik a légmicéliumok képzésével, folyékony kultardban pedig
az exponencialis fazisbol a stacioner fazisba torténd atlépéskor. Feltételezik, hogy az
antibiotikum termelés ily modon torténd iddzitése segiti a termeld szervezetet a vele azonos
okolodgiai niche-ért kompeticioban 1évd, “tamadd” mikroorganizmusokkal szemben, amelyek
egyébként elvonndk a gazdaszervezet eldl a szubsztrat micélium lizisekor felszabaduld
tapanyagokat (20).

Az antibiotikumok kémiailag nagyon heterogén csoportot alkotd szekunder metabolitok.
A kisérleteinkhez hasznalt vad fenotipusu S. griseus torzsek az aminoglikozid tipust
streptomycin antibiotikumot termelik. A streptomycin bioszintézisének szabalyozisa nagyon
Osszetett, az altalanos regulacios hatasok (a sejtek novekedési sebessége, a szén €s nitrogénforras
tipusa, a PO4>" mennyisége, a guanin nukleotidok koncentracioja) mellett pleiotrop regulatorok
(56), és a StrR szabalyozo fehérje miikodése is fontos tényezdje a streptomycin termelésnek
(122). Ezeken a regulatorokon kiviil S. griseus-ban egy, a torzs altal termelt hormonszeri
autoregulator, az A-faktor kontrollalja a génexpresszid szintjén a streptomycin termelését (58).
(Az A-faktor hatdsat részletesen ismertetem egy kovetkezo fejezetben). A primer és a szekunder
metabolizmus kozti atkapcsolasért felelds fiziologiai és genetikai faktorok még nem teljesen

tisztazottak.

A Streptomyces griseus differencialodasanak szabalyozasa

1. Gamma-butyrolakton, mint autoregulator

Tobb mint 30 évvel ezeldtt, a S. griseus streptomycin antibiotikumot nem termeld és
sporat nem képzo pleiotrép mutdnsait tanulmanyozva fedezték fel az autoregulator molekulat, az
A-faktort. A legtobb ismert, differencialédasi folyamatban defektes mutansban, szintetikus A-
faktor hozzdadasaval visszaallithato a vad fenotipus, az antibiotikum termelés és a vele
szembeni rezisztencia is. Az autoregulator molekulat megtisztitottak, szerkezetét meghataroztak

mint-2-(6’-metil-heptanoil)-3R-hidroximetil-4-butanolidot, és szintetikusan is eléallitottak (46,
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77, 79). Az A-faktor az eukaryota hormonokhoz hasonléan mar kis, 10 M koncentracioban is
kivéltja a streptomycin termelését, a streptomycin rezisztencia kialakuldsdhoz sziikséges gének
expresszigjat, valamint a légmicélium képzést S. griseus-ban. Az A-faktor pleiotrop hatasdhoz
specialis receptor fehérjét igényel, igy inkabb mikrobidlis hormonnak tekintjiik (9, 56). Az A-
faktor hatasa életciklus fiiggd, a kozép exponencialis novekedési szakasz utan adott exogén A-
faktor mar hatéstalan, a nem termeld mutdns torzsben nem 4allitja vissza a vad fenotipust, a
streptomycin termelést s rezisztenciat sem (56, 57, 58).

A sejtek konstitutivan termelik az A-faktort, igy folyamatosan akkumuldlédva az A-
faktor szenzitiv fazis soran elér egy kritikus koncentracio értéket, és a genetikai regulacios
események meghatarozott sorrendjét inicialja. Az altalunk vizsgalt vad tipust S. griseus NRRL
B-2682 torzsben az exponencidlis nodvekedési fazis végéig az A-faktor kb. 100 nM
végkoncentraciot ér el. Valoszinli, hogy a szubsztrdt micélium sejtjei altal termelt A-faktor
gyorsan szétdiffundal a szeptum nélkiili hifakban és az extracellularis térben, €s szinkronizalja a
telep sejtjeinek 1égmicélium képzését. Ilyen megkdzelitésben a rendszer miikodése az eukaryota
hormonokkal mutat analogiat. A fonalas ndvekedésli Streptomyces-ek micéliumai elég kozel
vannak egymashoz, igy lehetséges, hogy az A-faktor szignal molekulaként szolgéal a szomszédos
fonalak kémiai kommunikacidjaban (60, 110). Az egész populacid egyontetii, gyors sporulacidja,
amit a diffuzibilis endogén A-faktor indukal, elényos lehet az 6koszisztémaban valo tuléléshez.
Az A-faktorhoz nagyon hasonld szerkezetli és szerepli molekuldkat kimutattdk egyéb

Streptomyces, Nocardia és Actinomyces fajokban (49, 55, 56, 144).

2. Az A-faktor bioszintézise és hatasmechanizmusa

Az A-faktor glicerinb6l és egy 10 szénatomos, béta-keto- sav intermedierbol
szintetizalodik. Az A-faktor termeléséért felelos gént, az afs4-t mar azonositottak (4), az enzim
altal katalizalt pontos kémiai reakcié azonban még nem ismert. Erdekes modon A-faktort nem
termeld, spontdn mutans S. griseus torzseket, melyek nem képeznek légmicéliumot, és nem
termelnek streptomycint sem, 1%-os gyakorisaggal lehet izoladlni. Az A-faktor termelés
instabilitasa az afsA gén lokalizacidjaval magyardzhatdo. Az afs4 gén ugyanis a linearis
kromoszéma végéhez kozel helyezkedik el, ebben a régidban gyakran torténik spontan delécio,
ez a lokalizacié azonban ritka a Streptomyces speciesek kozott (87).

S. griseus torzs citoplazma frakcidjabol egy olyan 37 kDa molekula tomegl receptor
fehérjét (ArpA) izolaltak, amely nagyon nagy affinitast mutat az A-faktorhoz, az A-faktort 1:1

aranyban koti (96, 97). Az ArpA citoplazmatikus lokalizacidja aldtdmasztja azt az elképzelést,
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hogy az A-faktor sejtfelszini receptorokhoz vald kotdédés nélkiil, szabadon diffundal a hifakban
¢s a szomszédos micéliumokba. Az ArpA a ndvekedés igen korai szakaszéban keletkezik, és
represszalja a streptomycin antibiotikum termelését és a sporaképzést is (97).

Az A-faktor felismerésétdl a streptomycin termelésig és sporaképzésig vezetd szabalyozo
mechanizmus nem azonos (2. abra) (57). Az ArpA A-faktor hianyaban egy 22 bazisparbol allo
palindrom szekvenciat ismer fel a DNS-en, és homodimer forméban kotddik ehhez a konszenzus
szekvenciahoz, megakadéalyozva igy a transzkripcids aktivator adpA génnek az atirasat (113). Az
rol, meginditva igy a differencidlodashoz és az antibiotikum szintézishez sziikséges szabalyozo
gének expressziojat.

Amint az ArpA levalik a DNS-rél, megkezdddik az adpA gén &tirdsa, megjelenik a
transzkripcids aktivator fehérje, az AdpA, ami az s#7R gén expresszidjat aktivalja. Az strR gén
terméke az StrR, az un. utvonal-specifikus transzkripcios aktivator, ami ezutan elinditja a
streptomycin bioszintézisében résztvevo gének expressziojat (122). Az strR-rel kotranszkripcidra
keriild aphD a streptomycinnel szemben kialakuld rezisztenciaért felelds streptomycin-6-
foszfotranszferaz enzimet kodolja (122).

Az A-faktor altal kontrollalt gének kozott eddig tobb olyan gént (amfR, A, B, adsA, ssgA,
ssfR, sgmA) sikeriilt azonositani, melyek az A-faktor szignalt kozvetitik a légmicélium- és
sporaképzésért felelds génekhez. A-faktort nem termeld mutins torzsbe nagy kopiaszdmban
klénozva ezeket a géneket, csak a vad fenotipust allitjak vissza, az antibiotikum szintézist nem
(137). Az amfR egy kétkomponensii szignal tovabbité rendszer valaszt tovabbitd (response)
regulatorat kodolja (138), és dontd szerepe van a légmicélium képzésében. Az AmfA ¢és az
AmfB az ATP fliggd szekréciods fehérjék Hly csaladjaba tartozik (59). A 1égmicélium képzéséért
felelds, eddig ismeretlen funkcidju x2 gén szintén az ArpA kontrollja alatt all. A sgmd egy
olyan metalloendopeptiddz enzimet kdédol, ami szerepet jatszik a szubsztratmicélium
proteinjeinek lebontasdban (74). Az adsA a légmicélium képzéshez sziikséges egyik RNS-
polimeraz szigma-faktorat kodolja (145, 146), az ssgd mutans whi fenotipust mutat, az ssfR

feltételezhetden szabalyozo gén (66, 139, 146).



Irodalmi attekintés 15

RNA
(Opolym-mu gArpA; \I HO/‘I,I/\U“
o can's\"/\n’\/\)\
. — L
chromosome 22 bp a ap. ACPY\;;\A)\
gene X o |::+
T e— O
n——-b-* =, o o
— — in A-factor )
M ‘Jj-'/ L e
(AdpA )  (Protx2) e
/ = — yellow pigment
production
[ strD oW sirR >={ aphD >
L4
e g EM orfZ o HpWadpE >
SuR (AphD> +
T T
rd stn (Orf2—— (AdpB)>
Iy 2 -
— resistance i -
S+
m
production AmfR
AmfiK — E-asp +
aerial hyphae

2. abra: Az A-faktor altal szabalyozott utvonal. Ez a modell illusztralja, hogyan szabalyozza a pozitiv A-faktor

szignal a streptomycin bioszintézis iddpontjat és a légmicélium képzést.

A Streptomyces torzsek minden bizonnyal torzs specifikus receptor fehérje és gamma-
butyrolakton autoregulator rendszert hasznalva fejlodtek ki. Egy ilyen rendszer hasznos a
kiilonboz6 kémiai szignalok megkiilonboztetésében, megeldzve a téves kommunikacidt az

Okoszisztémaban levo kiilonb6zé Actinomyces-ek kozott.

A BAKTERIUMOK SEJTHATARA

A Dbaktérium sejteket koriilvevl sejthatar permedbilitasi és mechanikai barrierként
miikodik. Védi a baktériumsejtet a kiilvilag karos hatasaival szemben, és lehetévé teszi a nagy
belsé ozmotikus nyomds fenntartdsat. A sejthatdrnak egyben flexibilisnek is kell lennie, hogy
biztositsa a sejtosztddas €s novekedés soran bekovetkezd morfologiai valtozéasokat, illetve

lehetové tegye a baktériumsejtbe €s onnan kifelé torténd transzportfolyamatokat. A baktérium
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sejthatar e két fontos tulajdonsagaért a sejthatar két f6 épitd komponense a felelds: a sejtfal és az
abban talalhato peptidoglikdn a mechanikai integritdst biztositja, mig a citoplazma membran

permeabilitdsi barrierként szolgal.

A peptidoglikan sejtfal szerkezete

A baktériumok sejtfalat felépitd peptidoglikdn egy specifikus szerkezetli, esszencialis
makromolekula, ami a Mycoplasma fajok és néhany halofil torzs kivételével mindeniitt
megtalalhato a prokaryota ¢él6lények vilagaban (37). Gram-pozitiv baktériumokban a tobbrétegli
peptidoglikan a citoplazma membranon kiviil (3. abra), mig Gram-negativ baktériumokban a
tobbnyire egyrétegli peptidoglikdn a periplazmatikus térben taldlhaté (4. abra) (35). Bar a
peptidoglikan részletes kémiai szerkezete eltéréseket mutat, az alapfelépités megegyezik a
kiilonb6z6é baktériumokban. A glikdn lancokat egymassal alternald, B-1-4 piranozid kotéssel
kapcsolodo N-acetil-gliikozamin (NAG) és N-acetil-muraminsav (NAM) molekuldk épitik fel
(5.4bra). A glikan lancok NAM molekuldjanak D-laktil-karboxil csoportjahoz tetrapeptidek
kapcsolodnak. A szomszédos glikan lancokhoz kotddd tetrapeptidek kovalens kotéssel
kapcsolodnak egymashoz penta-glicin peptid hidakon keresztiil (5. abra) (35). A tetrapeptid
lancban, a természetben el6forduld peptidek tobbségétdl eltérden, a D-aminosavak talalhatoak,
illetve a glutamin a y—karboxil csoportjaval is részt vesz peptidkotés kialakitasdban. A
tetrapeptid altalanos képlete: L-Ala-y-D-Glu-L-R3-D-Ala, S. griseus esetében az L-R3
szarmazek a diaminopimelinsav (DAP) (35). Az egyrétegti peptidoglikdnban minden negyedik
peptid hozhat létre keresztkitést két szomszédos lanccal, mig a tobbrétegii elrendezddésben
sztérikus okok miatt tobb kereszthid 1étrejotte lehetséges. Ezért talalhato tobb keresztkotés (70-
90 %) a Gram-pozitiv baktériumokban, mint a Gram-negativokban (25-30 %) (35).
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A peptidoglikan bioszintézise

A peptidoglikan bioszintézise egy hdrom szakaszbol allo, a sejtben 3 kiilonb6zo
kompartmentben — a citoplazméaban, a plazmamembranban és a sejtfalban — zajlé komplex
folyamatsor (6. abra) (35).

L. szakasz:

Az elsO, intracellularis szakaszban keletkezik a sejtfal alapegysége az uridin-
difoszfat(UDP)-NAM-pentapeptid. Az elsé két 1épésben az uridin-monofoszfat (UMP) és az
UDP foszforilalodik ATP felhasznalasaval, a keletkezd uridin-trifoszfat (UTP) az a-D-NAG-1P-
tal reakcidba lépve UDP-NAG-ot hoz Iétre, ami a foszfoenol-piruvattal (PEP) kapcsolodva az
UDP-NAG-3-piruvil-éterré alakul. A foszfonomycin antibiotikum a PEP szubsztratanalogja, egy
szulfhidril csoporttal kovalensen kotddik a fenti reakcidt katalizald transzferaz enzimhez és
irreverzibilisen inaktivalja, megakadalyozva igy a az UDP-NAM keletkezését UDP-NAG-bol
(1). A kovetkezo, redukcids 1€pésben kialakul az UDP-NAM. Az UDP-NAG ¢és az UDP-NAM a
glikan lanc aktivalt épitékovei. Az UDP-NAM laktil csoportjdhoz a 4. 1épésben ATP
felhasznalasaval sorrendben a kovetkezd aminosavak kapcsolédnak: L-Ala, D-Glu, meso-DAP
és végil a mar eldzetesen létrejott dipeptid, a D-Ala-D-Ala, létrehozva igy az UDP-NAM-
pentapeptid prekurzort. A cikloszerin antibiotikum, amely a D-Ala szerkezeti analdgja,
kompetitiv inhibitora a D-Ala-D-Ala szintézisét katalizdlo D-Ala racemdz illetve szintetaz
enzimeknek, az enzimmiikddés gatlasa a sejtfalszintézis karosodasdhoz vezet (1).

11. szakasz:

Ebben a plazmamembranban zajlo szakaszban az aktivalt épitdkovekbdl a B-1-4-NAG-
NAM-pentapeptid egységek jonnek létre. A prekurzorokat a peptidoglikdan bioszintézis egyik
kulcsfontossagi komponense, az undekaprenil-foszfat (undPP vagy bactoprenol) membran-lipid-
karrier szallitja a membranon keresztiil a polimerizacio helyére. Ez a hordozé molekula egy 11
izoprén egységbdl felépiild, Css izoprenoid alkohol, mely csak foszforilalt allapotban
funkcioképes (1).

A NAM-pentapeptid transzlokacioja:

A transzfoszforilacids reakcid sordn az UDP-NAM-pentapeptidrdl egy foszfo-NAM-
pentapeptid keriil az undekaprenil karrierre, az UMP levalik és und-PP-NAM-pentapeptid
keletkezik. A vancomycin és mas glikopeptid antibiotikumok a pentapeptid D-Ala—D-Ala
végzddéséhez H-kotéssel kapcsolodva gatolja a polimerizaciot és a tovabbi keresztkotések
kialakitasat (1).

A NAG transzlokacidja:
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A transzglikozidéacids reakcioban az UDP-NAG NAG komponense kapcsolodik az und-
PP-NAM-pentapetidhez, igy UDP és undekaprenil-PP-diszacharid-pentapeptid jon létre.

A diszacharid-pentapeptid egység transzlokacioja:

A Dbefejezd 1épésben az und-PP-karrierrdl a diszacharid-pentapeptid egység beépiil a
novekvo sejtfalba, ez a folyamat mar a bioszintézis harmadik szakaszanak bevezetd 1€pése (35).

II. szakasz:

A diszacharid-pentapeptid egységek az und-PP lipid karrierrdl a mar meglévo sejtfal egy
akceptor csoportjdhoz kapcsolodnak, igy épiilnek be a ndvekvd sejtfalba. Az akceptor
feltételezhetoen egy NAG nem redukald vége. Ezt kovetden az undekaprenil-PP hordozo
defoszforilalodik €s P; valamint undP, Css izoprenoid alkohol keletkezik, s ez a karrier (jabb
diszacharid-pentapeptid egység szallitasdban vehet részt. A sejtfalszintézist gatld bacitracin
antibiotikum az undekaprenil hordoz6 defoszforilaldsat végzd foszfatdz enzim inhibitora (1). A
prekurzorok inszercidjat kovetden, vagy azzal parhuzamosan alakulnak ki a peptidoglikdn
polimer glikan lancai kozti keresztkotések. A glikdn lancokhoz kapcsolodod peptideket
pentaglicin hidak kotik 0Ossze, a keresztkotések kialakitdsdt a DD-transzpeptiddz enzim
katalizalja. A transzpeptidacios reakcid hasonlit mas, aktiv centrumukban szerin aminosavat
tartalmazé peptidazok mikodéséhez, acilacios és deacilacios 1épést is magaban foglal (7. abra).
A transzpeptidacid a Streptomycesek tobbségében a kovetkezO mechanizmus szerint megy
végbe: a transzpeptiddz enzim lehasitja a donor pentapeptid termindlis D-Ala-jat, a peptidkotés a
donor peptid C-terminalis D-Ala-ja és az akceptor peptid meso-DAP D-karbonil atomja kozott
jon létre. A karboxipeptidaz enzim keresztkotések kialakitasa nélkiil hasitja le a terminalis D-
Ala-t, a keresztkotések szamat tehat a transzpeptidaz/karboxipeptiddz aktivitas aranya hatarozza
meg. A lehasad6 D-Ala-t a baktérium felhaszndlja a peptidoglikdn vagy a teichoinsav
szintézis¢hez (1).

A bioszintézis utolso 1épése a potencialis antibakterialis szerek egyik kedvelt célpontja,
hiszen a citoplazma membran kiilsé felszinén megy végbe, igy nem kell az antibiotikumnak a
szelektiv permedbilitasu barrieren atjutnia. A penicillinek, cefalosporinok és egyéb [(-laktam
antibiotikumok a DD-transzpeptiddz enzim aktiv centrumaban levd szerint acildljak, stabil,
kovalensen kotott acil-enzim intermediert képeznek, igy gatoljdk ezen enzimek miikodését, és a

sejtfalszintézist is (35).
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6. abra A peptidoglikan bioszintézise
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7. abra : A transzpeptidacié mechanizmusa
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A B-LAKTAM ANTIBIOTIKUMOK

A PB-laktam antibiotikumok neviiket a négytagi [B-laktam gytrijiikrél kaptak, ami
valamennyi ebbe a csalddba tartozé vegyiiletben megtaldlhato. Kozismert, hogy a penicillin volt
az elso B-laktam antibiotikum, amit az 1940-es évektdl kezdve széleskorlien alkalmaztak fert6zo
betegségek kezelésében.

A penicillint Sir Alexander Fleming brit bakteriologus fedezte fel 1928-ban.
Megallapitotta, hogy az antibiotikus anyagot egy, a Penicillium csaladba tartozé penészgomba
termeli, hatéanyagat ezért penicillinnek nevezte el. Felfedezése akkoriban nem keltett igazan
nagy érdeklodést (51).

A penicillin izolalasa a nagyfokti bomlékonysdga miatt évekig eredménytelen volt, csak
1940-ben sikertilt eldszor Ernst Boris Chainnek, Howard Walter Floreynak és munkatarsaiknak a
penicillint tisztitott és koncentralt formaban eldallitani. Kideriilt, hogy a tenyészlében tobb,
hasonlé szerkezetli anyag van és ezek mind a 6-amino-penicillansav szarmazékai, a 6-amino-
penicillansav egy tiazolidin és egy P-laktam gytriibdl kondenzalt biciklusos vegyiilet (131). A
penicillinek tulajdonképpen a 6-amino-penicillansav kiilonb6zé savakkal acilezett szarmazékai
(8. &bra). A bioldgiai hatdsért a penicillin alapvaza a felelds, ha szerkezetében valtozas torténik,
akkor antibakterialis hatasa elvész (131). A PB-laktdm antibiotikumokkal szemben kialakuld
rezisztencia leggyakoribb tipusa a B-laktamaz enzim termelésén alapul, a baktériumok altal
termelt B-laktamdz enzim a (-laktdm antibiotikumok hatocsoportjat, a B-laktam gytiriit bontja el,
ami a molekula hatastalanitdsahoz vezet (36) (9. abra).

A penicillinen kiviil a cefalosporinok, monobaktamok és carbapenémek tartoznak a [3-
laktdm antibiotikumok csaladdjaba, melyek kozos jellemzéje a 3 C és 1 N atombol felépiild -
laktdm gytirti (131). A cefalosporinok a dihidrotiazin és a B-laktam gytlribdl kondenzalt 7-
amino-cefalosporansav szarmazékai (8. abra). A monobaktam antibiotikumok egyetlen -
laktam-gytriibdl allnak, amelyhez hatdsfokozo oldallancok kapcsolddnak, elsdé képviseldjiik az
aztreondm (8. a&bra). A carbapenémek a S atom és az 5-tagh gylrl kettds kotésének

elhelyezkedésében kiilonboznek a penicillintdl (8.4bra) (35).
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9. abra : A B-laktam gylri bontasa B-laktamaz enzimmel

Penicillineket és cefalosporinokat rengeteg mikroorganizmus termel, koztiik a fonalas
gombak, sok Gram-pozitiv és néhany Gram-negativ baktérium. Ezekben a torzsekben a 3-laktam
antibiotikumok ugyanazon a bioszintetikus utvonalon keresztiil szintetizdlodnak, a szintézisben
résztvevé gének a kromoszoman lokalizalédnak és koordinaltan keriilnek expressziora.
Osszehasonlité szekvencia analizisek a bioszintetikus gének nagyfokt szekvencia homologidjat
bizonyitottak (2), kozvetett bizonyitékok alapjan feltételezik, hogy ezek a gének horizontalis

gén-transzferrel kertiltek a baktériumokbol a gombékba (2).
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A B-laktam antibiotikumok novekvd baktériumokra kifejtett letalis hatasa egy nagyon
komplex jelenség. Ezek az antibiotikumok kettds, baktericid és bakteriolitikus hatassal is
rendelkeznek. A baktérium tenyészet a penicillinnel valo kezelés utan roviddel elpusztul, mig a
lizis egy 1ényeges lag-periddus utan kdvetkezik be. A penicillin ndvekedési fazistol fiiggd hatast
mutat, csak az exponencidlis ndvekedési szakaszban levd sejteket pusztitja el. Amint a baktérium
belép a stacioner fazisba, a baktériumsejtek tul tudjak €lni a penicillinnel val6 kezelést. Terapias,
baktericid hatasuk alapja, hogy gatoljak a peptidoglikéan sejtfal szintézisét. A sejtfalszintézis
gatlasanak molekularis mechanizmusa jol ismert, a B-laktam antibiotikumok inaktivaljak a sejtfal
szintézisének utolsd lépéseit katalizald, a peptidoglikan lanc aminosav oldallancai kozti
keresztkGtéseket kialakitd transzpeptidaz enzimet. A penicillinek a peptidoglikan molekula D-
Ala-D-Ala részével mutatott konformacios hasonlosaga alapjan kotddnek a transzpeptidaz
enzimhez, acilaljak az enzim aktiv centrumaban levd szerin aminosavat, stabil, kovalensen kotott
acil-enzim intermediert képezve (35, 36, 53, 54, 121, 148). Azonban ezen antibiotikumok
bakteriolitikus hatasa még maig is tisztazatlan. A P-laktdm antibiotikumok k&tddnek mas, a

peptidoglikan szintézisében résztvevo un. penicillin-kotd fehérjékhez (PBP) is.

A PENICILLIN-KOTO FEHERJEK

A B-laktam antibiotikumokat kovalensen kotd fehérjék két nagy csoportba sorolhatoak: a
peptidoglikan szintézisében résztvevd esszencidlis penicillin-kotd fehérjék (PBP), és a -
laktamaz enzimek (36). A PBP-nek molekulatomegiik alapjan két osztalyat kiilonboztetjiik meg:
a kis molekulatomegii (LMW-PBP) és a nagy molekulatomegi (HMW-PBP) penicillink6td
fehérjéket (36).

LMW-PBP jellemzése:

A LMW-PBP-¢ek lehasithatod szignal peptiddel kezdddve szintetizalodnak, altalaban a C-
terminalis amfifil hélixszel rogziilnek a plazmamembranhoz vagy kivalasztodnak az
extracellularis térbe. In vitro tobbnyire DD-karboxipeptiddzként és/vagy transzpeptidazként
funkcionald enzimek, amelyek aktiv centrumaban szerin aminosav taldlhatd. A D-Ala-D-Ala
veégzddésii peptidek, igy a nascent peptidoglikan pentapeptid prekurzorjainak C terminalis végén
levd D-Ala-D-Ala kozti peptidkotést hidrolizaljak (7. abra). Az enzimek miikodése a sejt
novekedése soran a peptidoglikan szerkezetének atalakitdsdban és a keresztkdtések szamanak

szabalyozasaban fontos (37).
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HMW-PBP jellemzése:

A HMW-PBP-ek nem preproteinként szintetizdlodnak, a plazmamembranhoz az N-
terminalison levd hidrofob szignal peptiddel kapcsolodnak. Ezek a fehérjék a szomszédos peptid
oldallancok kozotti keresztkotések kialakitdsaért felelések. A két funkciondlis doménnel
rendelkezd fehérjéknek az N-termindlis domén sajatsagai alapjan A ¢és B alosztalyat
kiilonboztetik meg (32). Mindkét alosztalyba tartozo PBP-nek a C-terminalis régidja felelds a
transzpeptidaz aktivitasért, az enzimnek ez a része koti a penicillin antibiotikumot. Az A
alosztalyba tartozd PBP-nek az N-terminalis doménje a glikanlanc elongacigjat is katalizalja. A
B alosztalyba tartoz6 PBP-k N-terminalis doménje feltehetden intramolekularis chaperonként a
C terminalis régi6 foldingjaban segit (39). A HMW-PBP-nek esszencidlis szerepiik van a
morfogenezisben, a sejtosztddas sordn a szeptum képzéséhez sziikségesek (88, 147).

Egy Ujabb csoportositas szerint a penicillint felismerd fehérjék egy olyan szupercsaladot
alkotnak, amelybe a kovetkezd enzimek sorolhatoak be: B-laktamazok, D-Ala-karboxipeptidazok
¢s D-aminopeptidazok (7). Ennek a csoportositasnak az az alapja, hogy ezek az enzimek hasonld
reakciot katalizalnak vizes kozegben (10. abra), aktiv centrumukban szerin aminosav talalhato,
D-aminosavat tartalmazo peptidek a szubsztratjaik, és [-laktdm szerkezetii vegyiiletekkel
valamint N,N-diacetil-L-Lys-D-Ala-D-Ala-val gatolhatd6 a mukodésiik. A p-laktaméazok ¢és a
DD-karboxipeptiddzok az N-terminalison D-Ala-D-Ala szarmazékot hordozo peptidekkel

szemben is aktivak, de a D-aminopeptiddzoknak nem szubsztratjai ezek a molekulék (6,7).
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10. abra: A D-aminopeptidaz, a DD-karboxipeptidaz és a 3-laktamaz enzim altal katalizalt reakciok

A BAKTERIUMOK LIZISE

Tobb mint 70 évvel a felfedezése utdn a penicillin bakteriolitikus hatdsanak
mechanizmusa még mindig nem tisztazott. A penicillin litikus hatdsat magyarazo els6 hipotézis
Tippertdl ¢és Stromingert6l szarmazik. Feltételezték, hogy a p-laktdm antibiotikumok
sejtfalszintézist gatlé hatasa kovetkeztében ugy meggyengiil a sejtfal, hogy nem birja el a ra
nehezedd ozmotikus és mechanikai nyomast, s ez vezet a sejtek liziséhez (133). Ez a magyarazat
éveken keresztiil elfogadott volt, amig be nem bizonyitottdk, hogy a penicillin indukalt lizis

enzimmiikodés kdvetkezménye (124, 134).
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A bakteriolizis feltételezhetéen az autolitikus enzimek szabalyozatlan miikodésének az
eredménye. A sejtfal autolizinek endogén enzimek, amelyek a peptidoglikan réteg specifikus
kotéseit bontjak. Ismeriink N-acetilmuramidaz, N-acetilgliikozaminidaz, NAM-L-Ala-amidéz és
peptidaz autotolizineket (54, 127). A legtobb tanulmanyozott baktériumban tobb, kiilonbozo
aktivitasu peptidoglikan hidrolaz enzim is megtalalhat6 (30, 54, 72, 127).

Mivel az autolizinek jelen vannak a gyorsan osztédo sejtekben, feltételezik, hogy fontos
szerepiik lehet a baktériumok életciklusa sordn (128). Az autolizineknek a kdvetkezd fizioldgiai
folyamatokban tulajdonitanak szerepet: 1. Akceptor helyet biztositanak az 0j prekurzor
beépiiléséhez a murein molekuldban. 2. Lehetové teszik az 01j prekurzor biztonsagos inszercidjat
a make before break stratégianak megfelelden (54). 3. Az elbzetesen elkésziilt sejtfal
atépitése/atalakitasa. 4. A sejtosztddas soran biztositjdk az utddsejtek szétvalasat. 5. A
peptidoglikan sejtfal turnover-ében és tijra-hasznositdsaban. 6. A sporaképzésben és a csirazas
soran (54).

A baktériumsejt novekedése sordn a sejtfal integritasat a peptidoglikdn szintézis és
lebontas kozti dinamikus egyensuly biztositja. Mivel az autolitikus enzimek a polimer teljes
kontrollalt és a baktériumsejtek metabolikus folyamataival (ndvekedés, stringent response) is
szinkronizalt (13, 54, 135, 136). Az autolizinek szabalyozésa tobb szinten torténik: 1.
Transzkripcios szinten. 2. Az enzim sejtfelszinre torténd transzportja soran. 3. A szubsztratjdhoz
valé kotédés alatt. 4. Az enzim zimogén formdjanak proteolitikus hasitasakor. 5. Endogén
inhibitorok inaktivalhatjak dket (34, 43, 54, 72, 103, 128).

A murein-szintetdzok ¢és hidrolazok szigortan kontrollalt aktivitasanak biztositasara az
enzimek komplexképzése lehet a legeldnyosebb. Kimutattdk, hogy szdmos peptidoglikan
hidrolédz kapcsolatba 1ép penicillin-kotd fehérjékkel (PBP) (53, 72,128), a PBP-kel torténd
komplex kialakitdsdhoz a murein hidroldzoknak a peptidoglikdn réteg megfeleld helyére kell
keriilniiik. Az autolizineknek tobbféle elhelyezkedése ismert: a sejtmembran kiilsé felszinéhez
kapcsolodhatnak, kozvetleniil kotddnek a peptidoglikdn molekuldban levé szubsztratjukhoz
(128, 140), illetve Gram-negativ baktériumokban a periplazmatikus térben helyezkednek el (72).

Eddig az volt az Aaltalanosan elfogadott nézet, hogy a P-laktdmok altal kivaltott
bakteriolizis a peptidoglikan szintézis gatlasanak indirekt kovetkezménye. A penicillin és egyéb
rokon vegyiiletek litikus hatasat két hipotézis magyarazza. Az egyik elképzelés szerint a lizis egy
morfogenetikai hiba kovetkezménye. A B-laktam antibiotikumok megsziintetik a sejtfal normalis
metabolizmusaban kozremiikodd szintetikus enzimek és az endogén autolizinek, az endogén

peptidoglikan hidroldzok kiegyensulyozott normal miikodését. A hidrolazok kontrollalatlan
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aktivitdsa kovetkeztében a peptidoglikan 3 dimenzids struktirijanak integritidsa és stabilitdsa
megbomlik, az eldzetesen elkésziilt sejtfalon kialakulod lyukakon keresztiil a belsé nagy turgor
nyomas kovetkeztében a citoplazma membran kitliiremkedik, s ez vezet végiil a sejt liziséhez (38,
62). Egy ujabb elképzelés egy, a peptidoglikdn hidrolazokat aktivalé mechanizmust feltételez
(127, 128). Ez az elmélet a bakteriofdgok altal generalt sejtlizis eredményeit felhaszndlva
probalja megmagyardzni a sejtfal lizis folyamatat. Tudjuk, hogy a bakteriofagok illetve a
penicillin letdlis hatdsa megelézi az altaluk indukalt lizis folyamatat, és a fagok illetve a
penicillinek altal indukalt lizis gatlodik a stacioner novekedési fazisban. Ismert, hogy a
bakteriofagok altal inicidlt lizis soran a specifikus fag proteinek, a holinok, amelyek
onmagukban nem mutatnak hidrolitikus aktivitast, aktivaljdk a gazdaszervezet autolitikus
enzimjeit (41, 44, 89, 91). A holinok transzmembran fehérjék, amelyek a sejtmembranban egy
gytrl alaku strukturat alakitanak ki, és lehetdvé teszik, hogy a murein hidroldzok hozzaférjenek
a szubsztratjukhoz, a peptidoglikdnhoz (41, 89). A holinok mikddését velilk homoldg, un.
antiholin proteinek gatoljak (141). A murein hidrolazok e regulatoraival er6s homologiat mutatd
szabalyoz6 fehérjéket talaltak baktériumokban is, pl. a Serratia marcescens NucE fehérjéje
holinként miikodik E. coli-ban (12). A holinok aktivitdsat szabalyozé mechanizmusrél nagyon
kevés ismeret all rendelkezésiinkre, am egy legutobb megjelent kozleményben egy olyan, a [ytS
€s IytR gének altal kodolt, kétkomponensii szabalyoz6 rendszert irtak le S. aureus-ban, amely
fehérj¢k az oket kodold génekhez kozel esd, két masik gén a lrgd és IrgB transzkripcidjat
aktivaljak (15). Az LrgAB szekunder szerkezete a bakteriofagok holin / antiholin fehérje
csaladjaval mutat hasonlésagot. Az [rgAB operon a korai ndvekedési szakaszban alig
expresszalodik, az LrgA fehérje a stacioner fazisba valo belépéskor termelddik a legnagyobb
mennyiségben. (43). Ezen ismeretek birtokdban Bayles és munkatarsai feltételezik, hogy az
LrgA a holin / antiholin proteinekhez hasonlé funkciodt tlt be, szabalyozva a baktérium murein
hidroldz enzimjeinek, feltehetden valamilyen extracelluldris szignadlra bekovetkezd, a
sejtfelszinre torténd exportjat. Az [rgAB régidban torténd mutdcid megndveli a murein
hidroldzok aktivitasat. Bayles hipotézise szerint az LrgA fehérje, mint antiholin gatolja a murein
hidrolédzok sejtfelszinre torténd transzportjat, hasonléan a A fag S107 antiholinjahoz (10). Az
IrgA,B homologjait kiilonbozé baktériumokban (E.coli, B. subtilis, Pyrococcus. Furiosus) is
megtalaltak (10). Egy legutobb megjelent kozleményben egy, az lrgdAB-val homoldg cidAB
operont irtak le S. aureus-ban, ami a korai-exponencialis novekedési szakaszban expresszalodik,
megnoveli az extracellularis murein-hidrolaz aktivitast €s a penicillinnel szembeni érzékenységet

(123). Mivel a cidAB gének terméke holinszeri struktirat mutat, Bayless és munkatdrsai
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feltételezik, hogy a CidAB fehérje holinként muikodik, és a /rgdB operon termékei gatoljak
mukodéstiket (123).

A sejtfalszintézist gatld vegyiileteken kiviil szamos egyéb tényezo is indukalhat lizist,
mint pl. a monovalens kationok, (K+, Li", NH4+), tiocianatok, ozmotikus sokk, EGTA kezelés,
mig a kétértéki kationok (Mg?", Ca®*, Mn”", Co”") gatoljak azt (130). Kimutattdk, hogy a sejtek
energetikai allapota is fontos tényezd az autolizinek miikddésének szabalyozasaban, Bacillus
subtilis-ban az oxidativ foszforilacié és az elektron szallité lanc szétkapcsolasa a baktériumsejt
gyors lizis¢hez vezet (38, 67). Egyes nem tipikus tetraciklinek, amelyek megvaltoztatjdk a
baktériumsejtek membranpotencialjat, szintén lizist okoznak (112).

A metabolikusan aktiv baktériumokban az elektron-szallitdlanc mitkodése kovetkeztében a
citoplazma membran két oldalan nagy proton gradiens, “H motiv force” (PMF) alakul ki. Az
elektrokémiai proton gradiensnek két Osszetevdje a membranon keresztiili fesziiltség kiilonbség
(Ay), azaz a membranpotencial és a pH gradiens (ApH). Baktériumokban a sejtmembranon
keresztiil mérhetd elektromos potenciadl f6 Osszetevéje a pH gradiens. A citoplazma membran
energetizalt allapota az anyagtranszporton €s a sejtek energia allapotanak fenntartasan kiviil
szerepet jatszhat a kornyezetbdl szarmazé stimulusok feldolgozésaban és tovabbitasaban, ugy,
mint az eukaryota sejtekben (48). A baktériumok plazmamembranjanak ezt, a szignal-
transzdukcidban betoltott szerepét eddig még alig tanulmanyoztak.

Egy tipikus baktérium sejtben a membran bels6 oldala kb. 100-200 mV-tal negativabb a
kiils6hoz képes (48). Szamos olyan anyag ismert, amely megvaltoztatja a membranpotencialt,
ezek kozé tartoznak az ionofdér vegyiiletek és a szétkapcsold szerek is (48). A Ay értékének
csokkenése depolarizacionak, novekedése hiperpolarizacionak felel meg. Erdekes modon néhany
ujonnan kozolt kisérleti eredmény arra utal, hogy a holin fehérjék konformacidja szintén
érzékeny a Ay értékére, annak valtozasara, ezért a membranpotencial az autolitikus aktivitas
potencialis regulatoranak tekintheté (10, 99). Moreillon szerint, aki kimutatta, hogy a
penicillinek altal okozott sejtpusztulas ¢és a lizis két kiilonb6z6 folyamat, penicillin jelenlétében a
holin fehérjék 1ézidkat hoznak 1étre a membranban, ami a membranpotencial felboruldsat okozva
a sejtek pusztulasdhoz vezet (98). Ez a sejtpusztulas intakt sejtfal jelenlétében is végbemegy,
bizonyitva, hogy a penicillinek letalis hatasukat murein hidroldzok miikodése nélkiil, a lizist
megeldzve fejtik ki. Amint a baktériumsejtek belépnek a stacioner ndvekedési szakaszba, megnd
az LrgA,B antiholin koncentracidja, s megakadalyozza a holin fehérjék csatornaképzését a
membranban, igy a sejtek toleransak maradnak penicillinnel szemben, s a ,,H -motiv force” sem

valtozik meg (10).
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A baktériumok membranpotencialjanak a mérésére szamos technikat alkalmaznak, az
optikai membranpotencial probdk koziil a cianin festékek a legszélesebb korben alkalmazott
fluoreszcens molekuldk (93, 104). Ez az ionos festék a Nernst egyenletnek megfelelden oszlik
meg az extra- ¢s intracellularis kompartmentek kozott, igy fluoreszcens intenzitasa a sejtek
membranpotencialjaval ardnyos (93). Ezeknek az optikai probaknak igazi elénye, hogy a
membranpotencial értékében bekdvetkezd kis valtozasokra is nagyon érzékeny és azonnali
valaszt adnak. A 3,3-dihexil-oxakarbocianin-jodid [DiOC¢(3)] is ezek kozé a festékek kozé
tartozd kationos festék, fluoreszcens intenzitdsa né a depolarizacioval és csokken a
hiperpolarizacidval. (93). Napjainkban gyakran hasznaljak ezeket a fluoreszcens probakat annak
tanulmanyozasara, hogy milyen hatékonyak az egyes vegyiiletek a baktérium sejtekkel szemben

(99, 104, 142, 148).

A B-LAKTAM ANTIBIOTIKUMOKKAL SZEMBEN
KIALAKULO REZISZTENCIA TIPUSAI

Az antibakterialis kemoterdpia a XX. szdzadi orvostudoméany egyik legjelentésebb
eredménye. Amikor az 1940-es, 1950-es években megkezdték az elsd antibiotikumok, mint pl. a
penicillin klinikai hasznalatat, valosdgos csodagyodgyszernek tartottdk. Penicillinekkel sulyos
fert6zd betegségeket, tbc-t, pneumodnia-t tudtak kezelni, s igy emberek ezreinek mentették meg
az ¢letét. Az 1950-es évekig elképzelhetetlennek tartottdk, hogy a baktériumok ellenalloak
legyenek a terapiaban hasznalt antibiotikumok ellen. Bar E. P. Abraham és E. Chain mar 1940-
ben kimutattak egy, a B-laktam gylri hidrolizisét katalizald enzimet, s elére jelezték az enzim
esetleges interferencidjat az antibiotikum terapiaval, felfedezésiiknek senki sem tulajdonitott
jelentéséget. Ekkor még nem ismerték a kiilonboz6 fajok kozotti, species specifitas nélkiili
genetikai informacid kicserélddésének mechanizmusait, a rezisztenciahoz vezetd mutaciok
frekvencidja pedig igen alacsony volt. A penicillin bevezetése utdn néhany évvel azonban
ismertté valt, hogy a baktériumok rezisztencia kialakulasaval képesek reagalni az antibiotikumok
hatdsara. A XXI. szdzad elején szinte egy ,orvosi katasztrofa”-val allunk szemben, a
baktériumok a legtobb, elleniik haszndlt antibiotikummal szemben ellenalloak lettek. Az egyre
szélesebb korben elterjedd rezisztencia azonban ujabb nagy kihivast jelent a kutatok és a
gyogyszerészek szdmara.

A mikroorganizmusok sokféle mechanizmussal képesek ellenallova valni az elleniik
hasznalt antibiotikumokkal szemben. Megallapithatjuk, hogy a természetben el6forduld

antibiotikumokkal szembeni rezisztencia tobbnyire olyan gének mitkodésének a kovetkezménye,
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amelyeknek termékei: 1. hidrolizaljak az antibiotikumot; 2. megvaltoztatjak a targetjét; 3.
kipumpdljdk az antibiotikumot a baktériumsejtbdl (71). Egyes feltételezések szerint a
rezisztenciagének évmilliokkal ezel6tt a talajlako baktériumokban alakultak ki, hogy megvédjék
magukat mas, a talajban él0 mikroorganizmus vagy a sajat maguk termelt antibiotikumokkal

szemben (14).

A B-laktam antibiotikummal szemben kialakulé rezisztencia tipusai:

1. Az antibiotikum inaktivalasa enzimatikus hidrolizissel

A B-laktamdz enzim termelésén alapuld rezisztencia a f-laktdm antibiotikumokkal
szemben kialakulé rezisztencia leggyakoribb tipusa. A baktériumok 4ltal termelt B-laktamaz
enzim a [-laktdm antibiotikumok hatdcsoportjat, a B-laktdm gytiriit bontja el, ami a molekula
mutacionak. A B-laktamaz génben bekdvetkezd egyszerli baziscserével az enzim megvaltoztatja
szubsztratspecifitasat, s igy az oldalldncukban moédositott [-laktdm gytiriit is képes hidrolizalni
az enzim. Ilyen tipusu rezisztencia kiilonosen gyakori az Enterobacteriaceae csalddban. A B-
laktamaz génnek feltehetéen azért van sok mutidns véltozata, amelyeknek valtozatlan a
hidrolitikus aktivitasa, mert az enzimnek egyetlen aktiv centruma van, és nem igényli egyéb
kofaktorok kozremiikddését a katalitikus reakcio soran (71). A rezisztencia kivédésére megoldas
lehet a B-laktam struktiranalog B-laktaméz inhibitorok (klavulansav, szulbaktdm) alkalmazéasa a
terapiaban. Ezek a vegyiiletek nem baktericidek, de -laktdm struktarajuk révén az enzim aktiv
centrumaba kotddnek, s igy megakaddlyozzak, hogy a [-laktamdz enzim elbontsa az
antibiotikumot. Béar a [-laktamaz inhibitorok alkalmazasa kiszélesitette az antimikrobas
spektrumot, lehetdvé téve néhany régebben haszndlt antibiotikum (ampicillin) alkalmazésat,
mara Ujabb mechanizmust fejlesztettek ki a mikrobdk a p-laktdm - [-laktamdz inhibitor
keverékkel szemben. A B-laktamazt kodold kromoszomalis gének duplikdcidja révén olyan
magas [-laktamdz szintet érnek el, hogy az enzim csak egy részéhez kotddik a klavulansav, a

tobbi B-laktamaz inaktivalja az antibiotikumot.

2. Az antibiotikumot koto fehérjéknek, a PBP-nek a modosuldsaval kialakulo rezisztencia

Néhany baktérium faj ugy valhat rezisztenssé a -laktam antibiotikumokkal szemben,

hogy moédosul a sejtfalban levd targetjének, a PBP-nek (koztiik a transzpeptidaz enzimnek) az



Irodalmi attekintés 31

elsédleges szerkezete, s ennek eredményeképpen csokken vagy megsziinik az antibiotikum
kotddésének lehetdsége, igy a penicillin nem tud kapcsolddni az enzimhez, és nem tudja kifejteni
a hatasat. A penicillinekkel szemben kialakul6 rezisztencia ez a tipusa altaldban azokban a
baktériumokban fordul eld, amelyekben nem taldlhaté meg a B-laktamaz enzim génje, kisebb
gyakorisaggal mind a Gram-pozitiv (Streptococcus, Enterococcus), mind a Gram-negativ
(Hemophilus influenzae, Nesseria gonorrhoeae) mikrobak kozott elofordul (14). A PBP altal

medialt rezisztencia ritkabban fordul eld, mint a f—laktamdz enzim termelddésén alapul6.

3. A baktérium membran permeabilitas valtozasan alapulo rezisztencia

Az antibiotikumok enzimatikus lebontdsa/mddositdsa, vagy az antibiotikum targetjének
megvaltoztatasa a specifikus védelmi mechanizmusok ko6zé tartozik. Ezek a mechanizmusok
szelektivek az adott antibiotikumra illetve antibiotikum csalddra. Az antibiotikumokkal szembeni
rezisztencia egy sokkal altalanosabb tipusa, amikor a bioldgiai membran, mint permedabilitasi
barrier megakadalyozza az adott molekula transzportjat. A Gram-negativ baktériumokban
altalaban a PBP-k csokkent affinitdsa mellett a kiilsé membran permeabilitdsanak a csokkenése
1s szerepet jatszik a rezisztencia ilyen tipusu kialakitasaban (52). A peptidoglikén sejtfalon kiviil
levd kiils6 membran nagyon specidlis felépitésii, a kiilsé oldalan olyan lipopoliszacharidokat
(LPS) tartalmaz, amelyekben csak telitett zsirsavak taldlhatdéak, az aszimmetrikus felépitésii

kiils6 membran nagyon hatékony barrierként miikodik.

3. [Plaktam antibiotikumokkal szemben kialakulo vj tipusu rezisztencia:

Pneumococcusokban mutattak ki, hogy a [-laktdm antibiotikumok hatastalanitasahoz
vezetd folyamatban kiillonb6zé, nem PBP-ket kodolo gének is szerepet jatszanak (42). S.
pneumoniae cefotaxim rezisztens mutansaiban a ciaH gén terméke (45), piperacillin rezisztens
torzsekben a cpod gén terméke hozzajarul a B-laktdm antibiotikumokkal szembeni rezisztencia
kialakitasaban (42). A ciaH és a cpoA allélok azokban a torzsekben kozvetitik a rezisztenciat,
amelyekben a PBP gének nem hordoznak mutaciot. A CiaH egy hisztidin-protein-kindz, a CpoA
funkcidja ismeretlen. A CpoA olyan doméneket tartalmaz, amely a glikozil-transzferaz
enzimekkel mutat homologiat (42). Az eredeti funkcidja az, hogy a cukorszarmazékokat
szallitjadk a membranban levé akceptormolekuldkhoz, amelyek végiil a sejtmembran kiilsd

felszinén lokalizadlodnak. Grebe és munkatarsai feltételezik, hogy a cpoAd génekben bekovetkezd
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mutacid megvaltoztatja a teichoinsav polimer szintézisét, igy modosul a sejthatar, ami az

antibiotikummal szemben kialakul6 rezisztenciahoz vezethet (42).

A B-LAKTAMAZ ENZIM JELLEMZESE

B-laktamaz enzimek megtaldlhatéak mind a Gram-pozitiv, és a Gram-negativ
baktériumokban is. Ezen enzimek egyetlen kozos tulajdonsaga, hogy hidrolizaljak a B-laktam
antibiotikumok [B-laktam gytir(ijét, antibakteridlisan inaktiv penicilloesav szdrmazékot képezve
igy (9. édbra). A patogén baktériumok tobbségében a B-laktaméaz enzim jelenléte a felelds a [3-
laktdm antibiotikumokkal szemben kialakuld rezisztencidért. Bar B-laktamédz enzimet a nem
patogén mikroorganizmusok, koztik a Streptomyces fajok is termelnek. A [-laktamaz
enzimeket a gén lokalizacidja alapjan két tipusra lehet felosztani. A gyakoribb és epidemioldgiai
szempontbo6l fontosabb az extrakromoszémalisan kddolt rezisztencia, hiszen a plazmidon kodolt
gén konnyen atkeriilhet egyik baktériumbol a madsikba, és igy a rezisztencia igen gyorsan
terjedhet. A masik tipust B-laktamaz enzim a baktérium kromoszéméjan kodolt, ez jellemz6 a S.
griseus 2682 torzsre is. A kiilonbozé antibiotikumokat termeld baktériumokban, a termelt
antibiotikummal szemben kialakuld rezisztenciaért felelés enzimek génjei az antibiotikum
bioszintézisét kddold génklaszterben taldlhatdéak a kromoszémalis rezisztencia gének esetében
(26, 120).

A B-laktamaz enzimeket szubsztratspecifitasuk, molekulatomegiik, valamint szekvencia
homolégia ¢s evolucios szempontok alapjan 4 kiilonbozé osztilyba soroljuk: A, B, C, D
osztalyba (25). Az A osztalyba tartozé enzimek kb. 30000 Da molekulatomegiiek, elsésorban
penicillinekkel szemben aktivak és egymadssal szekvencia homologiat mutatnak. Ebbe az
osztalyba sorolhatéak példaul a Gram-pozitiv organizmusok, Bacillus licheniformis és a B.
cereus 1 tipust kromoszéman kodolt, szekretalt penicillindz enzimei, a Staphylococcus aureus
plazmidon koédolt enzime és a Gram-negativ Escherichia coli pBR322 plazmid kodolt
penicillindz enzime. A B osztilyba a Zn igényes, kb 23000 Da-os molekulatomegi,
cefalosporinnal szemben aktiv metallothioenzimek tartoznak, mint pl. a B. cereus II. tipusu
enzime. A C osztdlyba a Gram-negativ baktériumok, E.coli, Pseudomonas aeruginosa nagy, kb.
39000-es molekulatdmegii, kromoszéman kodolt cefalosporindz enzimei sorolhatéak, mig a D
osztaly az oxacillint hidrolizal6 enzimeket tartalmazza.

A legujabb rendszerezés a P-laktamaz enzimeknek a milkddésiikre jellemzo

tulajdonsagok alapjan 4 nagy csoportjat kiilonbozteti meg. Az 1. osztalyba azok a cefalosporinaz
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enzimek tartoznak, amelyek mitkodését nem gatolja a klavulansav. A 2. csoportot penicillinaz,
cefalosporindz ¢€s széles spektrumt B-laktaméaz enzimek alkotjak, k6zos jellemzdjiik, hogy a B-
laktamaz inhibitorok jo gatldszereik. Ide tartoznak a klasszikus A és D osztalyu enzimek. A 3.
csoportba azok a metalloenzimek sorolhatoak, amelyek hidrolizaljdk a penicillineket,
cefalosporinokat és a karbapenemeket is, és a klasszikus B-laktamaz gatlo vegyiiletek nem
hatnak rajuk. A 4. csoportnak azok a penicillindz tipusti enzimek a tagjai, amelyeknek nem
gatlészere a klavulansav (18).

A B-laktaméaz enzimek tObbnyire extracellularis fehérjék, amelyek a Gram-pozitiv
baktériumokban a médiumba valasztodnak ki, mig a Gram-negativ baktériumokban a
periplazmatikus térben akkumulalédnak (101, 115). A Gram-pozitiv B. licheniformis-ban és B.
cereus-ban, valamint §. aureus-ban kimutattak olyan [-laktamaz enzimet, amelynek
membranhoz kotott hidrofob €s szolubilis exoenzim formdja is ismert (61, 101, 102, 143). A
Streptomyces fajok koziil a S. coelicolor genomja ismert, amelyben 3 -laktamaz enzim gént és 3
B-laktamézzal rokon fehérjét talaltak, de Streptomycesekben eddig csak az extracellularis térben
akkumulal6do B-laktamézokat irtak le.

A membranhoz kotott lipoproteinek N-terminalisukon szignal peptidet hordozo,
modositatlan prolipoproteinként szintetizaldédnak, melyek kiilonboz6 kovalens modosuldson
mennek keresztiil (50, 83, 143). A prolipoprotein N-terminalis kdzelében 1€v0 ciszteinjéhez egy
diacil-glicerid csoport kapcsolodik tioéter kotéssel. A keletkezd diglicerid-prolipoproteinrdl a
szignal peptidaz Il enzim hasitja le a szignal peptidet. Ez a hasitas egy konszenzus szekvencianal
/Leu-(Ala-Ser)-(Gly-Ala)-Cys/ torténik. Ismert egy antibiotikum, a globomycin, ami a szignal
peptidaz II enzim specifikus inhibitora, s meggatolja a baktériumokban a prolipoproteinek
processzingjét (63). A szignal peptid levalasa utan képz6dott diglicerid-lipoprotein ugyanazon,
N-terminalison levd ciszteinjéhez a kovetkezd Iépésben egy hosszii szénlancu zsirsav
kapcsolodik amid kotéssel, kialakitva igy a kész lipoproteint (11. &bra). A lipoproteinek
membranhoz vald kapcsolodasaért az N-termindlis régid lipofil mddosulast hordozod részét
tartjak felelosnek. Ezek a lipoproteinek a Gram-pozitiv baktériumokban a plazmamembran kiilsé
felszinéhez kapcsolodnak, és hasonlod funkciot toltenek be, mint a Gram-negativ baktériumok
periplazmatikus fehérjéi. A membranhoz kotott, lipiddel modositott fehérjéket az életciklus
késoi, altalaban stacioner ndvekedési fazisaban nem specifikus protedzok hasitjak le (100). A
Gram-pozitiv baktériumok lipoproteinjeit, koztik a penicillindz enzimeket is Lampen ¢&s

munkatarsai Bacillusok-ban tanulmanyoztak a legrészletesebben (83, 101, 102).
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11. abra: A membranhoz kotott lipoproteinek szintézise

A B-laktamaz enzimnek eddig egyetlen ismert funkcidja a B-laktdm gytir(i hidrolizise, és
ezaltal az antibiotikum inaktivalasa (9. 4bra). Az ismert B-laktamazok tobbsége (A, C és D
osztaly) szerin aminosavat tartalmaz az aktiv centrumaban, (-laktam vegyiiletekkel reakcioba
lépve szintén acilenzim intermediert képeznek, am a DD-peptidazokkal ellentétben ez az
intermedier gyorsan hidrolizal és az inakitvalt antibiotikum felszabadul (37). A B-laktamaz
enzimek nem mutatnak DD-peptidaz aktivitast. Egészen az 1990-es évekig ugy gondoltak, hogy
a P-laktamazok, ellentétben a LMW-PBP-kel, nem sziikségesek a peptidoglikdn sejtfal
metabolizmusdhoz (36). Egy lehetséges mechanizmus, amely a [-laktaméazok kialakuldsat
megmagyarazza az, hogy a B-laktdm antibiotikummal kapcsolatba keriilt baktériumok LMW-
PBP-DD peptidaz enzimei kivalasztasra keriiltek, és a detoxikalé mechanizmus ijabb Iépéseként

a vizoldékony penicillinkotd fehérjék atalakultak B-laktdm gytrit hidrolizalé enzimekké (36).
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A legtobb Streptomyces species, beleértve a penicillint és cephalosporinokat termeld
illetve nem termeld torzseket is, kiillondsen rezisztensek nagy penicillin koncentraciokkal
szemben. Erdekes modon ezekben a torzsekben a B-laktamaz enzim rezisztenciaban betoltott
szerepe ezért kérdéses, mert nincs korrelacid az enzimtermelés mértéke és a rezisztencia foka
kozott. Raadasul Streptomyces-ekben a P-laktam szerkezetli vegyiiletekkel szembeni legf6bb
védelmi mechanizmus valdszinlileg nem az enzimtermelés, hanem olyan PBP-ek jelenléte,
amelyek kis affinitast mutatnak a B-laktdm molekuldkkal szemben (107, 108, 109).

A PB-laktamdz enzim fizioldgiai szerepe, kiillondsen a nem patogén ¢és [-laktdm
antibiotikumot nem termeld baktériumokban, mint pl. a Streptomyces fajokban, azonban maig is
tisztazatlan. Feltételezik, hogy a [-laktamaz enzim termelés kapcsolatban allhat a sejtfal

metabolizmusaval, amint azt a Gram-negativ baktériumokban kimutattak (64, 65).

A B-LAKTAMAZ ENZIM TERMELES ES A SEJTFAL METABOLIZMUS
KAPCSOLATA
B-laktamaz enzim indukcidja, mint a szignal transzdukcié és a gén regulacio egy lehetséges

modellje

A baktériumban a B-laktamaz enzim/ek szintézise lehet konstitutiv, de sok esetben [3-
laktadm antibiotikumokkal indukélni lehet az enzim termelddését. Mivel ez az antibiotikum nem
1épi at a citoplazma membrant, a baktériumokban miikddnie kell egy olyan mechanizmusnak,
ami jelzi a baktérium szdmara az antibiotikum jelenlétét. A kornyezetében levd antibiotikum
felismerésére ¢€s a rezisztencia gének transzkripcidjanak bekapcsolasara a baktériumok
egyediilallo szignéltranszdukcidés mechanizmust fejlesztettek ki. Az alabbiakban 3 kiilonb6z6

enzimindukcios mechanizmust szemléltetiink.

P-laktamaz indukcioja Citrobacter freundii-ban: a gram-negativ modell

A Gram-negativ C. freundii-ban legalabb négy gén (ampR, ampG, ampD, ampE) jatszik
peptidoglikédn recycling szintén a -laktamaz indukcidhoz kapcsolt (15. abra) (64, 65). Az AmpC
B-laktamézt kodold gén expresszidjat a DNS-koto fehérje, az AmpR kontrollalja, amely induktor
hidnyaban represszorként, induktor jelenlétében az ampC transzkripcids aktivatoraként miikodik.

Az ampG gén egy integrans membran fehérjét, az 1,6-anhidro-MurNAc-tripeptid permeézt
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kodolja (126). Az ampD egy amidazt kodol, ami a peptidoglikdn degradacios termékeinek
Ujrahasznositasaban vesz részt (ezek az AmpG segitségével lépnek be a sejtbe) (64, 65).
Antibiotikum hianyaban, a citoplazmaban talalhaté peptidoglikdn prekurzor, az UDP-NAM-
pentapeptid a represszorként miikodé AmpR-hez kapcsolddik. Penicillin jelenlétében (amikor a
sejtfalszintézis karosodott) a f6 metabolit, feltehetéen az 1,6-anhidro-MurNAc-tripeptid,
citoplazmatikus koncentracigja elegendd ahhoz, hogy az UDP-NAM-pentapeptid ligand
kiszoritasaval visszadllitsa az AmpR aktivator tulajdonsagat. Ebben az esetben tehat az ampC
gén transzkripciojanak kontrollja a peptidoglikan prekurzorok és a degradécios termékek
koncentracioja kozti kényes egyensulyon alapszik. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy ez a
rendszer a sejtfalszintézis monitorozdsaban ¢és a baktérium ndvekedése alatt a murein

bioszintézis és lebontés kozti egyensuly fenntartasaban jatszik szerepet.

Bacillus licheniformis: a Gram-pozitiv modell

A B. licheniformis indukalhato BlaP [-laktamazanak expressziojat harom, a
kromoszéman elhelyezkedd gén, a blal, a blaR1 és a blaR2 szabalyozza (47, 80, 149). A Blal
egy DNS-kot6 fehérje, a blaP gén transzkripcios represszora. A BlaR1 egy membranfehérje, és
penicillin szenzorként milkddik. A Blal B-laktdm antibiotikum hianydban hdrom operator
régidhoz kotddik, és csak nagyon alacsony szintli B-laktamédz enzimtermelést tesz lehetdvé.
Penicillin jelenlétében a Blal inaktiv konforméciot vesz fel, nem tud az operator régidhoz
kapcsolddni, derepresszélva igy a B-laktaméaz enzim termelését. Penicillin jelenlétében a BlaR1
altal a citoplazma membranon 4t inditott szignal természete még nem ismert. A BlaR2 szerepe

szintén ismeretlen.
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[-laktamaz enzim indukcioja Sterptomycesek-ben
A Sterptomyces fajok kb. 75 %-a termel P-laktamaz enzimet, altalaban konstitutiv
moédon. Egyik kivétel a S. cacaoi, amelynek két struktargénje a blaL és a blaU két kiilonbozo, az
A osztalyba tartozo B-laktaméz enzimet kddol (70, 85). Mindkét gén (blaU, blaL) egy regulator
génpar a blaA és a blaB szabalyozasa alatt all (70). BlaA egy transzkripcios aktivator, a BlaB a
citoplazma membran belsd felszinén lokalizalt, B-laktdm molekuldt felismerd proteinekhez
hasonl6, de pontos szerepe a blal expresszidjaban ¢és indukcidjaban nem ismert. A BlaB nem

mutat sem B-laktamaz, sem D-aminopeptidaz aktivitast, és nem is PBP.

B. licheniformis C. freundii . cacaoi
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12. abra: A B-laktamaz enzimindukciés modellek

Forsman és munkatarsai a B-laktamaz enzimek molekularis analizise alapjan feltételezik,
hogy a Streptomyces-ek A osztalyba tartoté [-laktamaz enzimei a Gram-pozitiv baktériumok
génjeinek egy olyan szupercsaladjat képezik, amelyekbdl a Gram-negativ baktériumok A

osztalyll enzimei szarmazhatnak (Forsman Ph. D tézis, University of Uppsala).
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ANYAGOK ES MODSZEREK

BAKTERIUM TORZSEK

Az éltalunk hasznalt S. griseus NRRL B-2682 egy talajbol izolalt, vad fenotipusu,
streptomycin antibiotikumot termeld torzs. Ezt a torzset J. C. Ensign és munkacsoportjatol
kaptuk (Department of Bacteriology, University of Wisconsin-Madison, USA).

A 8. griseus spol’, spo2’, spo3 torzsek a S. griseus NRRL B-2682 nem spo6razo,
antibiotikumot nem termeld, spontdn mutdns torzsei, amelyeket mi izolaltunk a
laboratériumunkban. A spol’, spo2’, spo3” torzsek érzékenyek az AF-ra, AF hatdsara normal

differencialodasuk, és az antibiotikum termelésiik is visszaallithato.

TAPTALAJOK

Kisérleteink sordn a S. griseus NRRL B-2682 és a nem sporazd, mutans torzset a
kovetkezd taptalajokban tenyésztettiik:

1. DM minimal médium: 25 mM Tris-HCI (pH 7.2), 50 mM gliikkéz, 5 mM NH4CI, 0.5

mM MgCl,, 10 mM KH,PO4, 0.05 % kazein hidrolizaitum (CH) és 0.4 % nyomelem

oldat (pH 7.2). A nyomelem oldat 6sszetétele a kovetkezd: TS: 17 mM CaCl,, 5 mM

FeSO4, 20 mM MnSOy, 0.3 mM ZnSO,. Kisérleteink egy részében a DM téptalajt 0.5

% CH-mal egészitettiik ki, mert ilyen koriilmények mellett gatolni lehet a vad tipusa

torzs 1égmicélium képzését €s a sporulacigjat is.

2. E9 médium: 10 mM CaCOs, 47 mM NaNOs;, 12 mM K,HPO4, 6 mM KCI, 2 mM
MgSO,, 50 mM gliikoz, 0.5 % (m/v) Bacto-pepton, 0.5 % (m/v) éleszté-kivonat (pH
7.3).

3. Glicerin-kazein (GC) taptalaj: 86 mM NaCl, 10 mM CaCOs, 4 mM MgSO4 x 7 H,0,
57 mM K,;HPOy4, 3 mM FeSO4 x 7 H,O, 35 mM KOH, 0.05 % (m/v) kazaminosav
(pH 7.6).

4. Szirt szojas taptalaj: 20 g szojat, 2 g CaCOs-ot, 3 g NaCl-ot és 6 g kukorica lekvart 1

liter csapvizben 1 6ran at fozni, leszlirni és pH-t 7.8-ra allitani. Az igy készitett
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taptalajtl.3 atm-an 1 6ran keresztiil autoklavozni, leoltas elott taptalaj 100 ml-ét 10

ml 10 % gliikoz oldattal kiegésziteni.

A protoplasztok eldallitasara a kdvetkezd, modositott Okanashi P taptalajt hasznaltuk

(111):

5.

—

Protoplasztalo P taptalaj:103 g szacharozt, 0.25 g K,SO4-ot, 2.03 g MgCl, x 6 H,O-t
¢s 2.0 ml nyomelem oldatot annyi desztillalt vizben oldottunk, hogy az oldat
végtérfogata 800 ml legyen, és kisterileztiikk. Autoklavozas utdn a kovetkezd steril
oldatokat mértiik a rendszerhez: 90 ml 25 mM Tris HCI puffer (pH 7.2), 10 ml 0.5%
KH,POy, és a csapadék kivalas elkeriilésére lassan csepegtetve 100 ml 3.68 % CacCl,
x 2 H,O. A nyomelem oldat dsszetétele 1000 ml-re: 200 mg FeCls x 6 H,O, 10 mg
Cu-acetat, 10 mg MnCl, x 4 H,0O, 10 mg Na,B407 x 10 H,0, 10 mg (NH4)sM070,4 X%
4 H,0, 80 mg ZnSO4 x 7 H,0O

TENYESZTESI KORULMENYEK

1. A S. griseus NRRL B-2682 torzs tenyésztése
Folyadék taptalajban

A S. griseus vad tipusu torzsének mélytenyészetét olyan spora szuszpenzidval
inditottuk, amelyet DM agar médiumrdl, az ebben a fejezetben leirtak szerint
nyertiink.

A mélytenyészetek esetében 500 ml-es Erlenmeyer lombikba mért, 100 ml taptalajra
300 pl spora szuszpenzidt oltottunk le, és a tenyészetet 27 °C-on, razégépben

inkubaltuk 250-es fordulatszam mellett.

Szilard taptalajon

Szilard taptalajként 2 % (m/v) Bacto agarral kiegészitett DM médiumot hasznaltunk,
egy Petri csészébe 25 ml taptalajt ontottiink.
A Petri csésze agar felszinére 150 ul spora szuszpenziot szélesztettiink, és 27 °C-on

termosztatban tenyésztettiik a S. griseus NRRL B-2682 torzset.
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2. A S. griseus spol’, spo2’, spo 3" torzsek tenyésztése folyadék és szilard taptalajon

A nem sporazo, mutans S. griseus torzs tenyészetét az AF segitségével 1étrehozott spora

szuszpenzioval inditottuk mély és szilard felszinli tenyészetekben egyarant. A spordkat a

kovetkezé modon nyertiik.

1.

DM szilard médiumra leoltottuk a mutans torzset.

2. Steril papirkorongokra 10 pl-t mértiink az AF 100 uM-es torzsoldatabol, és leoltaskor

ezeket a papirkorongokat a Petri csésze kozepére helyeztiik. A tenyészetet 27 °C-on,

termosztatban novesztettik.

A 40 ¢6ras kora tenyészetben, az AF hatdsara képzodott sporakbol szuszpenzidt

készitettiink (lasd a moddszertani fejezetben), és az igy nyert sporakkal inditottuk a
mutans torzsek mély és szilard felszinli tenyészetét. A tenyésztés egyéb koriilményei

teljesen azonosak voltak a vad tipusu torzsnél alkalmazottakkal.

3. Spora szuszpenzio készitése

A 8. griseus NRRL B-2682 torzset Petri csészében, szilard DM agar taptalajon
termosztatban 27 °C-on névesztettiik.

A 40 ¢6ras tenyészet sporait steril liveggyongyokkel raztuk le, és steril fiziologias
sooldattal lemosva a gyongyoket, spora szuszpenziot készitettiink. A szuszpenziot
Gigy higitottuk meg, hogy kb. 10° ml™” spéraszamot kapjunk, s ezt a szuszpenziot
hasznaltuk a S. griseus torzs tenyésztés¢hez.

A 8. griseus spol torzs tenyészetében AF hatasara képzddott sporakbol az itt

leirtakkal teljesen azonos modon készitettiink szuszpenziot.

4. Gradiens lemez ,,gradient plate” készitése

A gradiens lemez készités¢hez 0.5 % CH-mal készitett DM agar téptalajt
kiegészitettiink penicillin G torzsoldataval, hogy az antibiotikum koncentracidja

100 pgml™ volt a taptalajban.

Az antibiotikum tartalmu taptalajbol 15 ml-t ontottiink Petri csészébe, és az agar

médiumot ferdén dermesztettiik meg (31).

A megszilardult agarlemezt 0.5 % CH-ot tartalmazé 10 ml DM taptalajjal fedtiik le,
¢s a S. griseus NRRL B-2682 torzs sporaibo 150 pl-t szélesztettiink az igy

keletkezd, antibiotikum koncentracié gradiens tartalmu agar taptalajra.
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5. Agar diffuzios teszt Kivitelezése
A B-laktam antibiotikumokbol, a sejtfalszintézist gatlod vegyiiletekbdl és a vizsgalni
készitettiink desztillalt vizzel, és G5-0s sziirdn sterilre szlrtik.
A S. griseus vad tipusu torzs sporait leoltottuk DM agar taptalajra Petri csészébe.
Steril papirkorongokat atitattunk a kiilonboz6 torzsoldatok 5 vagy 10 pl-es
részletével, s ezeket a Petri csésze kozepére helyeztiik. A tenyészeteket 27 °C-on,
termosztatban tenyésztettiik.
A sejtfalszintézist gatld, de nem [-laktdm szerkezetli antibiotikumok hatasanak

tanulméanyozéasakor az agarlemez kozepére vajt lyukakba mértiik a torzsoldatokat.

ENZIMAKTIVITASOK MERESE

1. A B-laktamaz enzim aktivitisanak mérése a nitrocefin hidrolizisének mérésével

A nitrocefin (NC) egy olyan cefalosporin szdrmazék, amelynek 7.0 pH értéka

vizes oldatban 390 nm-nél van a f6 abszorpciés maximuma, ha a B-laktam gytriije intakt.

Ha a B-laktamaz enzim megbontja az amidkotést, a gytirti felnyildsaval ez a cstcs eltlinik,

¢és egy Uj cstcs jelenik meg 486 nm-nél. Ez teszi lehetdvé a B-laktamdz aktivitds gyors

meghatarozasat (105).

A B-laktamaz aktivitds mérése

1.

A nitrocefinbél (NC) torzsoldatot készitettink, 5 mg NC-t 0.5 ml
dimetilszulfoxidban oldottunk, majd rogton meghigitottuk 9.5 ml 0.1 M foszfat
pufferrel (pH 7.0).

A B-laktamaz enzimforrast (50 vagy 100 ul) és a 0.05 M foszfat puffert (900 vagy
850 ul) (pH 7.0) tartalmaz6 reakcioelegyet 5 percig 37 °C-on inkubaltuk, majd
hozzamértiik az 50 pl NC torzsoldatot.

Az 1 ml végtérfogatu reakcio6 elegyet pontosan 10 percig inkubaltuk 37 °C-on, majd
jégbe helyeztiik a mintékat.

A reakcioelegy fényelnyelését A= 485 nm-en, Beckman tipust spektrofotométerben
mértiik. Egységnyi aktivitast mutat az az enzimmennyiség, ami a fenti koriilmények

mellett 1 pmol NC-t hidrolizal el (105).
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A B-laktamdz enzim aktivitasat a NC-re jellemz6 molaris abszorpcids koefficiens, a
Ae (\) ismeretében szamitottuk: (esss 16700 M’ cm™). Az egyes mintik
fehérjetartalmat Folin reagenssel hataroztuk meg, €s az enzimforrast tartalmazo
minta fehérje mennyiségének ismeretében adtuk meg az enzim specifikus

aktivitasat.

A kiilonbozé lokalizacioju f-laktamaz aktivitas méréséhez sziikséges enzimfrakcio
nyerése

Az extracellularis B-laktamaz aktivitdis méréséhez a S. griseus torzs DM
taptalajon tenyésztett kultirajabol a meghatarozott idépontokban 1 ml-es mintakat
vettiink, centrifugaltuk 14000 g-vel 4°C-on 10 percig, és az igy nyert feliiliszobol
kivett 50 vagy 100 pl-es mintdkat hasznaltuk az enzimaktivitds méréséhez NC
szubsztrat mellett.

A kisérleteink egy részében a membranhoz kotott B-laktamaz aktivitds méréséhez
sejtkivonatot (crude extract) készitettiink (lasd ebben a fejezetben), és ebbdl 50 pl-t
mértiink a reakcidelegyhez az enzimaktivitds meghatarozasok soran.

A total B-laktamaz aktivitas meghatdrozasahoz a S. griseus torzs tenyészetének 5
ml-es részletét feltartuk ultrahanggal 50 %-os cikluson, 0 °C-on, 5 percig
ultrahangozva a mintat. Az igy kapott preparatum 50 pl-es részletében mértiik a [3-

laktamaz aktivitast.

2. A D-aminopeptidaz enzim aktivitasanak mérése

Az aminopeptidaz aktivitdst az Asano ¢és munkatdrsai altal leirt spektrofotometrias

modszerrel mértiik (6). Az aminopeptidaz aktivitds meghatdrozasdhoz D-Ala-p-nitroanilid

szolgél szubsztratként, amelybdl az enzim lehasitja a D-Ala-t, az igy képz6dd p-nitroanilid

mennyiségét abszorbancia novekedés jelzi.

1.

100 mM Tris-HCI pufferben (pH 8.0) oldottunk annyi D-Ala-p-nitroanilidet, hogy a
koncentracioja az 1 ml végtérfogatu reakcidelegyben 5 mM legyen.

Az igy készitett 900 pl pufferhez hozzdmértiink 100 pl részlegesen tisztitott
enzimfrakciot.

A reakci6 30 °C-on, 1 ml végtérfogatban 10 percig ment végbe.

Az aminopeptidaz aktivitast Shimadzu UV 3000 spektrofotométerrel, a reakciot

A=405 nm-en kovetve hataroztunk meg. Egységnyi aktivitast mutat az az
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enzimmennyisé€g, amely 1 perc alatt 1 umoél D-Ala keletkezését katalizalja a D-Ala
amid szubsztratbdl (& 495 10600 M cm'l).
3. A glutamin szintetaz enzim aktivitasanak mérése
A glutamin szintetdz (GS) aktivitds méréséhez a y-glutamiltranszferaz esszét alkalmaztuk
(11). Els6 1épésben sejtkivonatot készitettiink a S. griseus DM médiumban, mélytenyészetben

razatott, 32 6ras micéliumtomegébdl.

3.a Sejtkivonat (crude extract) prepardlasa

1. A S. griseus NRRL B-2682 torzset DM folyadék taptalajban tenyésztettiik, a 32
oras tenyészetet centrifugaltuk 6000 g-n, 20 percig 4 °C-on.

2. Ezt kovetden a kiiilepedett sejteket szuszpendaltuk 25 mM TRIS-pufferrel (pH 7.0),
majd feltartuk ultrahanggal (Branson Sonifer model 250) 50 %-os ciklussal, 0 °C-on
2 percig.

3. Az igy nyert szuszpenziot centrifugaltuk 12000 g-n, 4 °C-on, 20 percig, s az igy
kapott feliiluszot, mint crude extract-ot hasznaltuk GS aktivitas és membranhoz

kotott B-laktamaz aktivitds méréséhez.

3.b A GS aktivitas meghatarozasa

1. A torzsoldatokat a kdvetkezd sorrendben mértiik dssze: 753 ul H,O, 225 ul 1 M
imidazol-hidroklorid, 37 ul 0.8 M hidroxilamin-hidroklorid, 4.5 pl 0.1 M MnCl,,
150 pl 0.28 M K-arzenat (pH 7.15), 15 pul 40 mM (Na),ADP (pH 7.0), 150 pl
CTAB (1 mg/ml). Az igy készitett elegy pH-jat 7.5-re allitottuk.

2. A fenti puffer 400 pl-¢hez mértiink 50 pl enzimforrast és 50 ul 0.2 M L-glutamint,
és 37 °C-on, 30 percig inkubaltuk.

3. A reakciot 1 ml stop oldattal allitottuk le, a stop oldat dsszetétele 1000 ml-re: 55 g
FeCl;, 20 gTCA, 21 ml cc. HCI.

4. A mintat centrifugalni (4000 g, 4 °C, 20 perc)

5. Az oldat fényelnyelését 540 nm-en mértiik. A vak oldat készitéséhez a (Na), ADP-
ot és a K-arzeniatot nem mértiik a mintahoz. Egységnyi aktivitast az az
enzimmennyiség mutat, ami egy perc alatt 1 umol glutamil-hidroxamat keletkezését

katalizalja. 1 pmol glutamil-hidroxamat 0.532 abszorbanciat ad.
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4. A fehérje tartalom meghatarozasa
Az enzimaktivitdsi adatok specifikussa tételéhez a mért értékeket a minta

Osszfehérje tartalmara vonatkoztattuk. A fehérje tartalmat Lowry modszerrel hataroztuk

meg, a kalibraciohoz Bovin serum albumint (BSA) hasznalva (90).

I. A frissen készitett ,,A reagens” 1 térfogatnyi I. oldatot ( Osszetétele 1 literre
vonatkoztatva: 100 g NaCOs, 1 g CuSO4 x 5 Hy0, 2 g Na-tartarat), 2 térfogatnyi
SDS oldatot (50g/1), és 1 térfogatnyi 0.8 M-os NaOH oldatot tartalmazott.

2. A ,Breagens” 2 N ,Folin and Ciocalteu’s phenol reagent” és desztillalt viz 1 : 5
aranyu elegye.

3. Az 5-100 pg fehérje / ml koncentraciora higitott mintak 1 ml-hez 1 ml ,,A reagenst”
adtunk, 25 °C-on 10 percig inkubaltuk, majd 0.5 ml ”B reagenst” mértiink az
oldathoz a szinreakci6 1étrejottéhez.

4. Az oldatokat szobahdmérsékleten 30 perc utdn A=750 nm-en fotometraltuk.
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ANALITIKAI MODSZEREK

1. A S. griseus torzs B-laktamaz enzimeinek tisztitasa

l.a Az extracellularis [-laktamaz enzim izolaldsa a vad tipusu torzs tenyészetébol

I.

A S. griseus vad tipusu torzsbol nyert spora szuszpenzidbol 1-1 ml-t oltottunk le
400-400 ml E9 médiumot tartalmazo, 2 literes Erlenmeyer lombikokba (6sszesen
2000 ml), és razogépben 250 rpm mellett, 27 °C-on ndvesztettiik a tenyészeteket.

A 40 6ras micéliumtomeget 4000 g-vel, 30 percig 4 "C-on centrifugaltuk.

Az igy kapott feliilluszot AMICON Hollow Fiber M=10000 molekulatomegii sziirén
megkozelitdleg 100 ml-re bekoncentraltuk, és ebbdl a mintdbol 15 % (m/v)
(NH4)2SO4-tal kicsaptuk az oldat fehérjéinek egy részét.

A centrifugalt (4000 g-vel, 20 percig 4 °C-on) mintabol NC szubsztrat
felhaszndldsdval megvizsgaltuk a precipitaitum, ¢és a feliilusz6 P-laktamaz
aktivitasat, a B-laktamaz a feliiliszoban volt kimutathato.

A kovetkezokben a feliiluszot 70 % (m/v) (NHy), SOs-tal egészitettiik ki, 4000 g-
vel, 20 percig 4 °C-on centrifugaltuk, ekkor a B-laktamaz enzim is a precipititumba
keriilt, a feliiliszoban nem volt mérhetd az enzimaktivitas.

Kovetkezd 1épésként a precipitatumot 0.075 M Tris-HCl pufferben (pH 9.4)
szuszpendaltuk, majd ebbdl 1 ml-es mintdkat Bio-Gel P6 oszlopra (Bio-Rad, 10 x
100 mm) vittiink fel. Az oszlopot szintén 0.075 M Tris-HCI pufferrel mostuk, 1 ml-
es frakciokat gylijtottiink, s igy s6-mentesitettiik a mintdinkat.

Az enzim izoladlasanak kovetkezd 1épéseként kromatofékuszalas kovetkezett. Ezt
az elvalasztasi 1épést FPLC késziilékkel (Waters 650 E), Pharmacia MonoP HR
5/20 oszlopot hasznalva végeztiik el. A kromatofokuszalas start puffereként 0.075
M Tris-HCI oldatot, eluensként Polybuffer 96 / CH;COOH (pH 6.0) (Pharmacia)
oldatot hasznaltunk. A pH gradienst a tizszeresére higitott Polybuffer 96 oldattal
alakitottuk ki, a pH az elvalasztds soran 9.4 és 6.0 kozott valtozott. A start és az
elualé puffer esetében is Imlxperc” dramlasi sebességet valasztottunk.

A kromatofokuszalas soran 1 ml-es frakciokat szedtlink, a frakciok B-laktamaz
aktivitasat NC szubsztrattal mértiik. A magas -laktamaz aktivitdst mutatd mintakat
osszegytijtottik (kb. 4 ml), és 4 °C-on ultrasziiréssel 1 ml végtérfogatra

koncentraltuk Millipore NMWL 10000 membransziiron keresztiil.
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9. Az igy kapott mintat tovabb koncentraltuk Centricon YM sziirén 4 °C-on 1000

fordulatszdmmal centrifugalva, mig elértiik a 200 pl végso térfogatot.

10. A bekoncentralt mintakat a tisztitas kovetkezd 1épéseként FPLC gélsziirdé oszlopra

(Waters SW 200, 0.8 x 300mm) vittiik fel. A gélfiltraci6é soran 0.05 M Tris-HCI
(pH 7.0) puffert hasznaltunk, 1 mlxperc™-re allitva a puffer dramlasi sebességét. A
gélsziiréssel szintén 1 ml-es frakcidkat szedtiink, és ebbdl 100 pl-t kivéve, a NC

hidrolizis mérésével hataroztuk meg a B-laktamaz enzimet tartalmazo frakciokat.

11. A B-laktamaz aktivitast mutatd mintdkat (kb. 3 ml) 4jbol bekoncentraltuk Millipore

NMWL 10000 filteren keresztiil 1 ml-re, majd Centricon YM sziir6n 4 °C-on 1000
fordulatszammal centrifugaltuk 200 pl végtérfogatig, és ezt a mintat vittiik fel SDS

poliakrilamid gélre.

1.b A vad tipusu és a mutans torzs membranhoz kotott -laktamaz enzimének tisztitasa

Membran preparalas

A membranhoz kotott enzim izolalasahoz membrant preparaltunk a S. griseus vad tipust

¢s a mutans torzsének tenyészetébdl is a Barabas ¢s munkatarsai altal leirt modszert kdvetve (8).

1.

A S. griseus torzs sporait és a spo I torzs AF hatasara képzdédott sporait (1 ml) 2
literes Erlenmeyer lombikba mért, 400 ml GC folyadék taptalajra oltottuk le, és 27
%C-on razogépben tenyésztettiik.

A 20 oras kora tenyészetbél 4000 g-n, 4 °C-on, 25 percig tartd centrifugaléssal
gyljtottiik Ossze a micéliumtdmeget. Ezeket a sejteket kétszer atmostuk 10 mM
Tris-HCI pufferrel (pH 7.5).

Kovetkezé 1épésben az atmosott sejteket olyan 10 mM Tris-HCl pufferben
szuszpendaltuk, amit 1 mgxml"' lizozimmal és 25 % (m/v) szacharézzal
egészitettiink ki. A sejtfal lizozimmal torténd emésztése egy €jszakan keresztiil 4
C-on ment végbe, az igy nyert protoplasztokat centrifugalassal gyiijtottiik ossze
(2000 g, 4 °C, 5 perc).

(pH 7.2) vettiik fel, amely 5 mM koncentracioban MgCl,-ot is tartalmazott. A
protoplasztokat kétszer atmostuk ugyanezzel a pufferrel, majd 1100 g-vel 4 °C-on
12 percig centrifugaltuk. A feliiluszobol 40000 g-vel, 4 °C-on, 30 percig tartd

centrifugéldssal nyertiik a sejtmembran frakciot.
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A B-laktamaz enzim leemésztése a sejtmembranbdl

A P-laktamaz enzim sejtmembranbol torténd kinyeréséhez a Kharroubi és

munkacsoportja altal leirt limitalt tripszines emésztést valasztottuk (76).

1.

A S. griseus torzs tenyészetébdl az eldzdkben leirt mddszerrel nyert membran
szuszpenziot (kb 10 ml) 1 mM MgCly-ot, 5 %(v/v) glicerint és 6.75 mg tripszint is
tartalmazo, 45 ml 40 mM-os Na-foszfat pufferben (pH 7.0) inkubaltuk 10 percig, 37
°C-on.

Ezek utan a szuszpenziot kiegészitettiik 6.75 mg tripszin inhibitorral, majd 40000 g-
vel 30 percig 4 °C-on centrifugaltuk, az igy kapott iiledéket felvettik 10 ml 0.05 M
foszfat pufferben (pH 7.2).

A membranhoz kotott B-laktamdz enzim tisztitdsanak 1épései

A tripszines emésztéssel nyert mintakbol az elézékben leirt, az extracellularis enzim

tisztitdsdnal alkalmazott eljardsokkal (kromatofokuszalds, koncentralas, gélsziirés) teljesen

azonos modon izolaltuk a membranhoz kotott B-laktaméaz enzimet a S. griseus vad és mutans

tOrzsébol.

2. SDS-poliakrilamid gélelektroforézis

A S. griseus NRRL B-2682 torzs membranjabdl €és az extracellularis terébdl, valamint a

S. griseus spol torzs membranjabodl izolalt B-laktaméaz enzimeket a kromatofokuszalast és

gélsziirést kovetéen SDS-poliakrilamid gélen futtattuk meg.

1.

A gélsziird oszloprdl elualt, B-laktamdz aktivitdst mutatd 200 pml-re bekoncentralt
mintdkat 125 pmol deoxicholatot is tartalmazd 10 % (v/v) trikléracetat (TCA)
oldattal kezeltiik 30 percig.

Az igy kicsapott fehérjéket minta-pufferben (82) gjra oldottuk, és 80 °C-on 5 percig
melegitettiik.

Ezt kovetden a mintdinkat 13 %-os SDS-poliakrilamid gélen (SDS-PAGE) futtattuk
meg (82). A gélelektroforézist 35 mA konstans aramerdsség mellett, 4 °C-on
hajtottuk végre. Az enzim molekula tdmegének meghatdrozdsahoz a mintaval
egyiitt futtatott SDS-7 (Sigma) molsulystandard mixet hasznaltunk.

Az elektroforézist kovetden az SDS gélt Comassie-Brillant-Blue festékkel 5 percig
megfestettilk, majd a gélt tobbszor festékmentesitettik 400 ml MeOH-t, 70 ml
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jégecetet és 500 ml desztillalt vizet tartalmazo fixalo oldattal. A Comassie-Brillant-
Blue festék osszetétele: 1.25 g festék 500 ml fixalo oldatra.
A blottolasra keriilé gélt nem festettiik meg, hanem a gélelektroforézist kdvetden

elektroforetikusan atblottoltuk immobilizaciés membranra.

3. Elektroblott

Az SDS-PAGE-t kovetden a fehérjéket a gélbél elektroforetikusan ProBlott™ (Applied

Biosystems) immobilizaciés membranra blottoltuk ,,semi-dry” rendszerben. A blottolds soran a

kovetkezd puffereket hasznaltuk:

Andd puffer I: 10 % MeOH-t tartalmaz6 0.3 M Tris (pH 10.4).

Andd pufferll: 25 mM Tris, amelyben a MeOH koncentracioja 10 % (pH 9.4).

Katéd puffer: 10 % MeOH ¢és 192 mM glicint is tartalmazo, 25 m M Tris/HCl

Sl

(pH 9.4)
Hérom szlirOpapirt atitattunk a katdd pufferrel.
Erre helyeztiik az anod II pufferrel ekvilibralt gélt és a filtert.
Harom szlirOpapirt atitattunk az andd I pufferrel, és ezzel boritottuk le a filtert.
A protein transzfert 2 mA cm’ konstans aramerésség mellett, 4 °C-on egy 6ran

keresztiil végeztik, majd a membrant megfestettiik Comassie-Brillant-Blue

festékkel.

. A megfestett ProBlott membrant cc. MeOH-lal mentesitettiik a festéktdl, és az igy

készitett filtert hasznéltuk a P-laktamaz enzim N-termindlis szekvencidjanak a
meghatarozasahoz. Az N-terminalis szekvencia meghatarozasat a DE Biokémiai és

Molekularis Biologiai Intézetében Dr. Tozsér Jozsef és Dr. Boros Péter végezték.
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EGYEB MODSZEREK

1. Kiilonb6z6, B-laktam szerkezetii antibiotikumok

minimalis inhibitor koncentracio (MIC) értékének meghatarozasa

A S. griseus NRRL B-2682 torzs B-laktdm antibiotikumokkal szembeni MIC értékét a

leves-higitasos modszerrel hatdroztuk meg.

1. Az antibiotikumokbol foszfat pufferrel (pH 7.0) feles higitasi sort készitettiink gy,
hogy az antibiotikumok végkoncentracidja 0.125 pgml™-t61 128 pgml-ig alakuljon
az egyes tenyészetekben.

2. A torzs 10 pl spdra szuszpenziodjat oltottunk le 5 ml Miieller-Hinton taptalajba és az
antibiotikumot megfeleldé koncentracioban tartalmazé kémcsovekbe, ¢és a
tenyészeteket 27 °C-on inkubaltuk.

3. A makrodiluciés eljarast kovetve, az 5 ml térfogata tenyészetben vizualisan, az
¢lészamot vizsgalva hataroztuk meg a torzs adott B-laktam vegytilettel szembeni MIC

értékét. Valamennyi antibiotikum esetében harom parhuzamos kisérletet inditottunk.

2. A B-laktamaz enzim szubsztrat profiljanak meghatarozasa

A PB-laktamédz enzim szubsztrat profiljanak felvételéhez a Samuni altal leirt UV-
spektrofotometrids  technikadt valasztottuk  (125). Enzimforrasként minden esetben
kromatofokuszalassal és gélsziiréssel tisztitott preparatumot hasznaltunk. A hidrolizis 0.05 M-os
fosztat pufferben (pH 7.0), 1 ml végtérfogat reakcidelegyben 100 uM szubsztratkoncentracid
mellett 10 percig ment végbe. A mérést egy termosztilhato, Shimadzu UV 3000
spektrofotométeren kiviteleztiik 37 °C-on. Az antibiotikumok hidrolizisének sebességét az
alabbi, Ae (mM™ em™) / A (nm) értékek segitségével hataroztuk meg: benzilpenicillin: 1.14 /
233, ampicillin: 0.9 / 372, cefaloridin: 10.2 / 260, cefomandol: 10.3 /274, cefuroxim: 8.54 /262,
cefotaxim: 6.73 / 262, ceftazidim: 10.3 / 265. Az egyes szubsztratok bontdsanak sebességét a

leggyorsabban hidrolizal6 antibiotikumhoz viszonyitottuk.

3. A B-laktamaz enzim gatlasi profiljanak vizsgalata
A S. griseus NRRL B-2682 és a spo’™ torzsek membranhoz kétott, és a vad tipust torzs
szekretalt B-laktamaz enzimének a kiillonbozd, enzimmiikodést gatldo vegyiiletekkel szemben

mutatott érzékenységét a kovetkezd modon vizsgaltuk (17).
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1. A kiilonb6zd inhibitorokbol 0.05 M foszfat pufferrel torzsoldatokat készitettiink, s
ezekbdl annyit mértiink 0.05 M foszfat pufferhez (pH 7.0), hogy a gatldészerek a
kovetkezd koncentracioban legyenek jelen a mérések soran: 100 mM NacCl, 0.5 mM
EDTA, ImM pCMB, 1 mM APBA.

2. Az eltér6 lokalizacioji enzimformak gélszlirését kovetden Osszegyljtottik a -
laktaméz aktivitdst mutatd mintakat, és ezekben Folin reagenssel meghataroztuk a
fehérjetartalmat.

3. Ezek a kozel homogenitasig tisztitott mintdk szolgaltak enzimforrasként a mérések
soran. Ezekbdl 100-100 pl-t mértiink a gatloszert megfelelé koncentracioban
tartalmaz6 850 pl foszfat pufferhez.

4. A B-laktamdz aktivitast NC szubsztrattal a modszertani fejezetben leirtak szerint
hataroztuk meg 1 ml végtérfogatu reakcidelegyben.

5. Kontrollként olyan mintdkat hasznaltunk, amelyek nem tartalmaztak gatloszert, és
amelyeket az el6zdkkel teljesen azonos modon kezeltiink.

6. Minden mintdban meghatiroztuk a B-laktamaz enzim specifikus aktivitasat, és ezt a
gatloszerrel nem kezelt, kontroll enzimmiikodéshez viszonyitottuk. A P-laktamaz
enzim p-CMB-vel és EDTA-val valo gatolhatdsagat szenzitiv (+) illetve rezisztens
(-) megjeldléssel szoktak jellemezni. (Szenzitivitas esetén a specifikus aktivitds a

kontrollban meghatarozott aktivitds maximalisan 80 %-a.)

4. A B-laktamaz inhibitorok K értékének meghatarozasa

1. A B-laktamdz gatlo vegyiiletek koziil a klavulansav, a szulbaktam, a cloxacillin és az
aztreonam hatasat teszteltiik a S. griseus sporazéd és nem spoérazo torzsében (17).

2. A B-laktamaz gatld vegyiiletekbdl 0.05 % foszfat pufferrel (pH 7.0) torzsoldatokat
készitettiink, és ot eltérd koncentracidoban vizsgaltuk az enzimmiikodésre gyakorolt
hatasukat. A klavulansav 0.5, 0.8, 1, 1.5, 2 umélml'l, a cloxacillin, a szulbaktam és
aztreonam egyarant 2, 4, 6, 8, 10 umélml” koncentracioban volt jelen az egyes
mérések soran.

3. A kiilonb6z6 lokalizacioji B-laktamaz enzimek esetében a gélsziiré oszloprdl elualt,
a PB-laktamaz aktivitast hordoz6 frakciokban a Folin reagenssel mértiikk a protein
tartalmat.

4. A kozel homogén enzimpreparatumbol 100-100 pl-t mértiink a gétloszert megfeleld

koncentracioban tartalmaz6 foszfat pufferhez (pH 7.0).
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5.

A B-laktamaz aktivitdst 1 ml végtérfogatu reakcidelegyben, NC szubsztrat mellett

mértiik (Lasd ebben a fejezetben).

crer

reciprokat, ahol az egyenes az y tengelyt metszi kijeloli a -Kj értékét (29).

5. Protoplasztok preparalasa

A protoplasztokat modositott Okanishi (111) modszerrel allitottuk el a S. griseus NRRL B-

2682 torzs tenyészetébol.

1.

A S. griseus torzset DM folyékony médiumban tenyésztettiik a korai-exponencialis
novekedési fazisig (kb. 10 6ra), majd a micéliumot centrifugalassal gytijtottiik Ossze.
Centrifugalasi koriilmények: 5000g, 4°C-on 20 percig.

Az iledéket kétszer mostuk 0.1 M Tris-HCI pufferben (pH 7.2), majd Gjra
szuszpendaltuk protoplasztaldé (P) médiumban (111), amit 0.1 mM gliikozzal,
0.05% CH-mal és 1 mgxml™ lizozimmal egészitettiink ki.

A szuszpenziot 25 °C-on inkubaltuk gyenge kevertetés mellett, majd a keletkezett
protoplaszt szuszpenzidt kétszer atsziirtiik steril vattan, és lizozimmentes, friss
P-médiummal mostuk at.

A protoplasztokat 1000g-vel, 4 °C-on 10 percig centrifugaltuk és Gijra szuszpendaltuk
P-médiumban. A protoplasztok szdmat a mintdkban ugy allitottuk be, hogy kb.

2 x 10® protoplaszt legyen 1ml médiumban.

6. Az autolitikus enzim aktivitaisanak mérése a micéliumban

A 8. griseus NRRL B-2682 torzset DM taptalajban tenyésztettiik 27 “C-on, razott
tenyészetben.

A 10 6ras, korai-exponencialis novekedési fazisban levd tenyészetet kiegészitettiik
0,1 mM N-acetil-D-(1-’H)glitkézaminnal (5 pCi/minta, 370 GBq/mmol).

Harom o6ras inkubalas utan a jelzett micéliumot centrifugalassal gytjtottiik Ossze,
(5000 x g, 4 °C-on 10 percig), az iiledéket kétszer mostuk 0.1 M Tris/HCI (pH 7.2)
pufferrel és szuszpendaltuk friss, radioaktivan nem jel6lt DM téptalajjal.

Ebbdl a kultirdbdl egyenld mennyiségli mintakat vettiink, és kiegészitettiik a
megfelelé teszt reagensekkel. Ezeket a mintékat tovabb tenyésztettiik, 27 °C-on és

250 rpm sebességgel razogépben (New Brunswick) razatott tenyészetben.
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A tenyészetbdl meghatarozott idokézonként 500 ul mintat vettiink és 20000 g-n 10
percig centrifugaltuk. A feliillusz6 100 pl-es adagjaiban folyadék szcintillacios
modszerrel megmeértiik a radioaktivitast. A mért értékeket az eredeti tenyészet nedves
micélium tomegének 1 mg-jara normalizaltuk. Az abrazolt adatok harom fiiggetlen

mérés eredményeinek atlagat mutatjak.

7. A membranpotencial (AY) mérése fluoreszcens technikaval:

A fluoreszcens intenzitds mérését a DE Biofizika Intézetében egy termosztalhato, Hitachi

Perkin-Elmer MPF-4 spectrofluoriméterrel végeztiik, 28 °C allandé hémérsékleten. A mérések

soran a gerjesztési hulldimhossz, A=475 nm, az emisszids hullamhossz A=510 nm volt.

1.

A AVY szenzitiv karbocianin festéket, a DiOCg(3)-ot 2.5 ml P médiumba injektaltuk,
ami 0.1 mM gliikozt és 0.05% CH-ot is tartalmazott. A végsd festék koncentraciot
100 nM-ra allitottuk be minden kisérletben (5).

A protoplasztokat gyenge kevertetés mellett adtuk a fenti oldathoz, a végso sejtszdm
kb. 1-2 x 10® protoplaszt/ml médium.

Miutan a protoplasztokat hozzdadtuk a mintdkhoz, megvartuk mig a rendszer
egyensulyi allapotba keriil, majd a teszt reagensek (ionoférok, antibiotikumok)
injektalasa utan folyamatosan regisztraltuk a fluoreszcens intenzitast.

Az agonistadk DMSO-val vagy desztillalt vizzel késziilt torzsoldatabol 2-20 pl-es
adagokat adtunk a mintdkhoz. A gramicidin D ionofor DMSO-val késziilt
térzsoldatabol (2 x 10~ mM) 2 pl-es adagokat hasznaltunk minden kisérletben.

Maga az oldoszer nem okozott detektdlhatd valtozast a festék-protoplaszt rendszer
egyensulyi fluoreszcencia értékében. A fluoreszcens szigndlokat a Sims és
munkatarsai altal (129) a karbocianin festék szarmazékokra javasolt ,.response”
mechanizmus alapjan értékeltiik. gy a reagensek injektalasa utan, a rendszer
egyensulyi fluoreszcens intenzitdsdnak csOkkenése hiperpolarizaciét, mig az
emisszids intenzitds novekedése a plazmamembran depolarizaciojat jelenti. A
membranpotencidl értékének kvantitativ meghatarozasa nem képezte kisérletiink

részét.
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8. Faziskontraszt mikroszkopos vizsgalat
A S. griseus torzs mélytenyészetébdl illetve a szilard felszinii tenyészetekbdl vett
mintakat faziskontraszt mikroskoppal vizsgaltuk. A targylemezen levé mintara 1 csepp
desztillalt vizet cseppentettiink, immerzids olajat hasznalva 1000-szeres nagyitassal
néztiik a tenyészeteket.
9. Reprodukalhatosag
A bemutatott szdmszer(i adatokat 3-7 fiiggetlen kisérlet atlagaként szamitottuk. A

novekedés mérésénél minden adat két kisérleten beliili mintavétel atlagabol szarmazik

10. Felhasznalt vegyszerek
Munkaink sordn mindig analitikai tisztasagi vegyszereket hasznaltunk, még a taptalaj
Osszetevok esetében is. A finomvegyszerek tobbségét a Sigma-tdl szereztiik be (Sigma-Aldrich
Kft., Budapest). Az N—acetil—D—(l—3H)glﬁkézamin (spec. aktivitas: 105,1 GBg/mmo6l) Amersham
termék. A penicilloesav és a cephotaxin a Biogal/TEVA, a kalvulansav litium-séja a Glaxo-

SmithKline Beachem ajandéka.

11. Kutatasi koltségek finanszirozasa
Munkankat az OTKA T 020281 ¢s az ETT 01254 kutatasi palyazata tamogatta. Nagy
segitséget jelentett a doktori program nappali tagozatos Osztondijasainak nyujtott egyetemi
tamogatas is.
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EREDMENYEK

A S. griseus NRRL B-2682 torzs életciklusanak jellemzése

Kisérleteinket az S. griseus NRRL B-2682 torzzsel és ennek a torzsnek egy nem
sporaz6, spontan mutans spol  torzsével végeztik. A S. griseus NRRL B-2682 egy talajbol
izolalt, eredeti, vad fenotipusti, streptomycin antibiotikumot termeld torzs, amely sem az
antibiotikum termelés, sem egyéb szempontok miatt nem volt soha szelekcids eljarasoknak
kitéve. Bar ezzel a torzzsel tobb kutatocsoport is dolgozik, igy ismert a torzs életciklusa,
fontosnak tartottuk, hogy sajat standard kisérleti koriilményeink mellett végigkdvessiik a torzs
differencialodasi Iépéseit. Kisérleteinket minimal DM téaptalajon (33) végeztilk, mert
véleményiink szerint ezek a koriilmények kozelitik meg legjobban a Streptomyces-ek eredeti
¢lohelyén levd feltételeket. Tenyészeteinket mindig spdra szuszpenzidval inditottuk, hogy
ismerjiik a tenyészet pontos életkorat.

Eredményeink természetesen gyakorlatilag azonosak voltak Ensign és munkatarsai
altal leirt differencidlodasi 1épésekkel (33, 75). Mélytenyészetben a sporuldcid inicidcidja a
leoltas utan 14-16 oréaval, a korai-exponencidlis ndvekedési szakaszban torténik meg, majd a S.
griseus tenyészet 36 oras korban kezd sporazni. Erdekes modon szilard minimal taptalajon (DM-
agar) is hasonl6 életciklust mutat a torzs, a 1égmicélium a leoltds utan 24 o6raval, az exponencialis
novekedési szakasz végén alakul ki, és 36-38 6ras korban jelennek meg a sporafiizérek.

Megvizsgaltuk az A-faktor (AF) hatdsat az altalunk izolalt, nem spérdz6 spontan
mutans torzsekre (S. griseus spol, spo2’) szilard és folyadék tenyészetben egyarant.
Megallapitottuk, hogy az AF sporuldciot indukalé hatésa erdsen korfiiggd. Leoltast kovetd 18
oran beliill 10° M végkoncentracioban adva az AF-t a tenyészethez, az visszaallitja a normal
differencialodési folyamatot mélytenyészetben és szilard felszini tenyészetben is, bar a tenyészet
oregedésével egyre nagyobb koncentracidban sziikséges az AF a sporazas kivaltasahoz. Meg kell
jegyezni, hogy az els6é 18 ora soran barmikor is adtuk a nem spdorazd, mutans torzs tenyészetéhez
az AF-t, ugyanakkor indult meg a sporaképzés, €s a torzs ¢letciklusanak hossza is megegyezett a
vad tipust torzsével. Azonban 18 6rasndl iddsebb tenyészetet kezelve AF-ral, az autoregulator
molekula teljesen hatdstalannak bizonyult (ezeket a felvételeket itt nem mutatjuk be).

Eredményeink alatdmasztjak azt a megallapitast, hogy az életciklus korai-k6zépsd
exponencialis szakaszaban torténnek meg azok a genetikai és biokémiai események, amelyek
eldontik a sejtek tovabbi sorsat, azaz differencialddasi folyamatat. Mivel a sejtek mar a csirdzas

korai szakaszatol kezdve konstitutivan termelik az AF-t, az AF koncentracidja folyamatosan
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novekszik a tenyészetben, és az exponencialis ndvekedési szakaszban éri el a differencialédas

befolyasolasahoz sziikséges koncentraciot.

A B-laktamaz enzim termelés alakulidsa S. griseus NRRL B-2682 vad tipusu és a nem

sporazo spol” mutans torzsek életciklusa soran

Az ismert Streptomyces torzseknek tobb mint a fele termel -laktaméaz enzimet, amelyet
kivalaszt az extracelluléaris térbe (106, 107). Ezekben a fajokban azonban az enzimtermelés
mértéke nincs korrelacidban a B-laktam antibiotikumokkal szemben kialakuld, sajat-rezisztencia
mértékével, hiszen a torzsek tobbsége nem termel B-laktam antibiotikumot. Vizsgalodasunk
célja, hogy valaszt talaljunk arra, milyen szerepet jatszhatnak ezek a fizioldgiai funkcidval
latszolag nem rendelkez6 B-laktamaz enzimek a Gram-pozitiv, ezen beliil a Streptomyces torzsek
¢letciklusaban. Elészor a P-laktamaz enzim expressziojanak idébeli lefutdsat és az enzim
lokalizaciojat vizsgaltuk meg a S. griseus NRRL B-2682 vad tipusu térzsben, illetve ennek a

torzsnek a nem sporuldld, spontdn mutans spol” tenyészetében.

A S. griseus vad tipust torzset DM folyadék médiumban, mélytenyészetben novesztettiik,
az inokulaciot kovetéen 5 6ranként 1ml-es mintdkat vettiink a tenyészetbdl, és vizsgaltuk a -
laktamaz miikodését az extracellularis térben és a sejtmembranban egyarant. Az extracelluldris
B-laktamaz aktivitds mérésére a tenyészetbdl vett 1 ml-es mintdkat Eppendorf centrifugaban
centrifugaltuk (10 perc, 4 °C, 10000 G), és a feliiliszoban nitrocefin (NC) szubsztrattal mértiik
az enzimaktivitast az Anyagok és Modszerek fejezetben leirtak szerint. A membranhoz kotott -
laktamédz  aktivitds meghatarozasdhoz a  moddszertani  fejezetben  leirt  eljarassal
membranpreparatumot készitettiink, és abban hataroztuk meg az enzimaktivitadst. A vad tipust
torzs tenyészetében mar az 5 6rés sejtek plazmamembranjaban kimutathaté a B-laktamaz enzim,
de az extracellularis térben ekkor még nem mérhetd az enzimaktivitds. A B-laktamaz enzim
extracellularis forméja csak a stacioner fazisban, a leoltas utan 24 oraval jelent meg a
fermentlében (13. dbra). Azonos moédszerrel és azonos koriilmények mellett megvizsgaltuk a
nem sporazo, spol spontan mutans torzsben is a -laktamdz enzimprodukcidt, és nagyon érdekes
eredményt kaptunk. Az 5 oras kort mutans sejtek membranjdban mar mérhetd a (-laktaméz
aktivitds, a vad tipusi torzzsel ellentétben azonban a spol” torzs tenyészetében csak a
membranhoz kotott enzim volt jelen, az enzim extracellularis formaja nem volt kimutathato.

Kovetve a membranhoz kotott enzim aktivitasanak idébeli valtozasat lathatjuk, hogy a vad és
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mutans tenyészetek ¢letciklusa soran azonos idépontban jelent meg a membranba lokalizalt
enzim, és a mért specifikus aktivitasok is koriilbeliil azonosak a két térzsben. Mint az a 13.
abrar6l leolvashatd, a spol™ torzs 40 Ooras koru tenyészetében mérhetd egy alacsony
extracellularis [-laktamaz enzimaktivitds, de feltételezziik, hogy ez a sejtek lizisének

kovetkezménye.

0,006

0,005 )

0,004 / //‘
0,003

pmol nitrocefin/perc x mg protein

0,002
0,001 o
0 - * * /:/ o /
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

tenyészet életkora (0ra)

13. dbra: A B-laktamaz enzim termelddésének 6sszehasonlitasa S. griseus NRRL B-2682 vad tipust és a nem
sporazo, spol torzsben. Nitrocefin szubsztratot hasznalva mértiik a B-laktamaz aktivitast a jelzett idépontokban a
vad tipust torzs membranjaban (m) és a feliiliszoban (#), valamint a mutans torzsbol izolalt membranfrakcidban

(O) és az extracellularis térben (¢). Eredményeink harom mérés atlagat reprezentaljak.

Mivel mads, nem sporuldld torzsek esetében hasonld jelenséget nem irtak még le,
megprobaltuk wjabb kisérletekkel megerdsiteni eredményeinket. Izolaltunk még két tovabbi
spontan mutans, nem sporazé torzset (spo2, spo3’), és ezekben is megvizsgaltuk a B-laktamaz
enzim lokalizacidjat és termelddésének idobeli profiljat. A spo2” és a spo3™ torzseket minimal

DM taptalajon, folyadék kultaraban tenyésztettiik, és a leoltast kovetd 26. és 32. draban is
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meghataroztuk a membranhoz kotott, és a szekretalt B-laktamaz aktivitast is NC szubsztrat
felhasznalasaval (lasd modszertan). A 48 ords micéliumtomegbdl nem izolaltunk membrant, csak
az extracellularis térben mértiink enzimaktivitast, mivel ebben az életkorban DM médiumban
ilyen koriilmények mellett mar spérazik a vad fenotipust torzs, és kivalasztja az extracelluldris
térbe az enzimet. Eredményeink teljesen hasonldak voltak, mint a spo/”~ mutdnssal kapott
eredmények. Mindkét mutansban (spo2’, spo3’) csak a plazmamembranba lokalizalt enzimet
tudtuk kimutatni, egyik torzs sem valasztotta ki az extracellularis térbe a B-laktamaz enzimet (14.
abra). A spol” torzshoz hasonloan ebben a két nem sporazéd térzsben is megjelent egy alacsony
B-laktaméz aktivitas a 48 oras koru tenyészet feliiliszojaban (14. abra). Ennek egy lehetséges

magyarazata lehet, hogy ebben az idépontban mar megkezdddik a sejtek lizise.
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14. abra: Az extracellularis és a membranhoz kotott B-laktamaz enzim specifikus aktivitasa a S. griseus
NRRL B-2682 vad tipust (1), és a nem sporazo, spo2’(m), és a spo3” (W) torzsek 26, 32 illetve 48 oras

tenyészetében. Az abrazolt értékeket harom parhuzamos mérés atlagabdl szamitottuk.

Mint korabban emlitettiik, a S. griseus termel egy autotoregulator molekulat, az AF-t,
amely sziikséges a szabdlyos differencidlédashoz €s antibiotikum-termeléshez. Az AF-t nem
termeld, mutans torzsek tenyészeté¢hez adva az AF-t, az autoregulator molekula vissza tudja
allitani az eredeti, vad fenotipust és az antibiotikum termelést is. Kivancsiak voltunk, hogy
milyen hatéssal lehet az AF a nem spo6rdzo6, mutans torzs -laktamdz enzim termelésére, ezért a

kovetkezd kisérletet végeztik el. Az AF-t nem termeld, spol” torzset DM taptalajon,
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mélytenyészetben novesztettiik, €s az inokulaciot kdvetd 6. draban hozzaadtuk a tenyészethez az
AF-t 10° M végkoncentracioban. Kontroll kisérletben azonos kériilmények kozott tenyésztettiik
a S. griseus vad tipusu, és a mutans spol” torzsét is. A 26, 32, és 48 6ras koru tenyészetekbdl vett
Iml-es mintikat Eppendorf centrifugaban centrifugaltuk (10000 G, 4 °C, 10 perc), és a
feliiliszokban NC szubsztrattal, a modszertani részben leirtak szerint mértik a B-laktamaz
aktivitast. Meglep6 modon az AF nemcsak a normal fenotipust allitotta helyre, hanem ezzel
AF hatasara a spol™ torzs tenyészetének feliiliszojaban mért specifikus B-laktamaz aktivitas
kortilbeliil fele annak az aktivitdsnak, mint amit az ugyanilyen koru, vad tipust torzsben

mértiink.

A szekretalt B-laktamaz enzim specifikus aktivitiasa a tenyészet életkoranak

fiiggvényében (umol NC / perc x mg protein)

Térzsek Torzsek életkora
26 ora 32 ora 48 ora
S. griseus NRRL B-2682 1x 107 3x 107 5x107
S. griseus spol 0 0 1,2x 10"
S. griseus spol” +AF 0 13x 107 2.7x107°
S. griseus spo2” 0 0 8.8x 107
S. griseus spo3” 0 0

1. tablazat: A B-laktamaz enzim specifikus aktivitisa a S. griseus NRRL B-2682 és a S. griseus spol’, spo2’, spo3

crer

Ezen eredmények ismeretében természetesen felvetddott az a kérdés, hogy valtozik-e a
vad tipusu torzsben az enzimtermelés, ha meggatoljuk a sporazast. Az irodalombdl ismert, hogy
S. griseus mélytenyészetében felfiiggeszthetd a sporulacio, ha a DM taptalajt 0.5 % kazein
hidrolizatummal (CH) egészitjiik ki (33). Korabbi kisérleteinkben azt is kimutattuk, hogy a m-
aminofenil-boronsav (APBA), mint a NAD glikohidroldz ¢s az ADP-riboziltranszfardz enzimek
gatloszere, kor és koncentraciofiiggd modon meggatolja ebben a torzsben a sporaképzést szilard
és folyadék médiumban egyarant (118). Igy a kovetkez6kben kiilon-kiilon teszteltiik 0.5 % CH
és 15 uM APBA hatasat a S. griseus NRRL B-2682 torzs differencidlédasara és ezzel

parhuzamosan a B-laktamaz enzim termelésére. A S. griseus vad tipusu torzsének spoérait DM
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folyadék taptalajra oltottuk le, és az inokulaciot kovetd 5. érdban hozzaadtuk a tenyészethez az
APBA-t 15 pM koncentracioban. Parhuzamos kisérletben 0.5 % CH-mal kiegészitett DM
mélytenyészetben novesztettilk a vad tipusu torzset. Kontroll kisérletben a S. griseus sporait
folyadék DM médiumban novesztettiik. Leoltast kdvetd 26. és 32. draban megnéztik a B-
laktamaz enzim lokalizaciojat a differencialédasdban gatolt torzsek tenyészetében és a kontroll
mintaban is. A membranhoz kotott és a szekretalt B-laktamaz enzim aktivitdsat NC szubsztrattal,
a modszertani fejezetben leirtakat kovetve hatdroztuk meg. A véarakozasnak megfeleléen mindkét
vegylilet gatolta a normal differencidlodéast, a m-APBA-val és a CH-mal kezelt 36 oras
tenyészetbdl vett mintdkat faziskonraszt mikroszkoppal vizsgdlva nem lathatd sporak
keletkezése, s6t a sporaképzés elmaradasa mellett a B-laktamaz enzimaktivitds sem jelent meg a
vad tipust torzs tenyészetének feliiliszojaban, aktivitds csak a membranban volt mérheto.

Eredményeinket a 2. tadbladzatban foglaltuk ossze.

Eletkor: 26 ora 26 ora 32 ora 32 ora
Lokalizacio: Membran extracellularis tér | membran extracellularis tér
Kontroll 2.8x 107 5%10* 4,5x 107 1,8 x 107

+0.5% CH 2.9x10° 0 4.7 %107 0

+15uM APBA [3.1 x 10 0 4.8 x 107 0

2. tablazat: A S. griseus NRRL B-2682 torzs sporazasat gatld m-aminofenil-boronsav (APBA) és 0.5 % kazein

hidrolizatum (CH) hatasa a torzs -laktamdz enzim termelésére. A tablazatban feltiintetett adatokat harom mérés

atlagabodl szamitottuk.

A B-laktamaz enzim megtisztitasahoz sziikséges optimalis tenyésztési koriilmények

meghatarozasa

A kovetkezd 1épésben azt tliztiik ki célul, hogy megtisztitjuk a S. griseus torzs
membranhoz kotott és a szekretalt B-laktamaz enzimét. Elsdként természetesen ki kellett
dolgozni azokat a feltételeket, amelyek mellett a legnagyobb [-laktaméaz enzimprodukcid
mérhetd, és amely feltételek a tisztitds szempontjabol is a legoptimalisabbak. Megvizsgaltuk
hogyan hat az extracellularis P-laktaméaz enzim termelddésére a tenyésztési paraméterek
(taptalaj, szénforras) valtoztatasa. A S. griseus vad tipusu térzsének sporait 100-100 ml E9, sziirt

szojas és DM folyadék taptalajra oltottuk le, majd Otéranként 1 ml-es mintdkat vettiink a
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tenyészetekbdl, és a feliiliszoban NC szubsztrat felhasznalasaval megmértik a p-laktamaz
aktivitast az Anyagok és Modszerek fejezetben leirtakat kovetve. A 15. dbran lathatd, hogy a
DM folyékony taptalajban még 48 oras koru teny€szetben is nagyon alacsony enzimaktivitas
mérhetd, szlirt sz6jas taptalajon jo az enzimprodukcid, de maga a taptalaj sok fehérjét tartalmaz,
ami megnehezitené az enzim megtisztitdsat. Az E9 taptalajon szintén magas -laktamaz aktivitas
volt mérhetd a tenyészet extracellularis terében, s mivel ez a médium nem tartalmaz szennyezo
fehérjéket, ezen a taptalajon folytattuk tovabb vizsgélatainkat. Kovetkezd 1épésben
megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6 szénforrasok alkalmazasa mellett, milyen [-laktamaz
enzimtermelés érhetd el. A S. griseus torzset E9 folyékony taptalajban, szachardz, laktoz és
gliikoz szénforrasok mellett tenyésztettiik, és az eldébbiekkel teljesen azonos modon mértiik a
tenyészetek feliiliszojdban az enzimaktivitast. A 16. dbra mutatja, hogy a szachardzzal
kiegészitett taptalajon tenyésztett torzsben a [-laktamdz aktivitds kozel fele, laktéz esetén
koriilbeliil 2/3-a, mint amikor gliikozt hasznéltunk szénforrasként Ezen ismeretek tiikrében

kisérleteinkhez E9 taptalajt hasznaltunk és szénforrasként gliikozt adtunk a médiumhoz.

1 _
0.9 —o— DM
0,8 + Lo s
07 + —{1—szojas
0,6 + —A—E9

5 .
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15. abra: A kiilonboz6 taptalajokon (DM, E9, szlirt szojas) tenyésztett S. griseus NRRL B-2682 torzs

tenyészetének feliiluszojaban mérhetd B-laktamaz enzim aktivitas.
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16. abra: A kiilonb6z6 szénforras (gliikdz, szachardz és lakt6z) hatasa az E9 taptalajon tenyésztett S. griseus NRRL

B-2682 torzs extracellularis B-laktamaz enzim termelésére.

p-laktamaz enzim indukalhatésaganak vizsgalata

Egyes Gram-pozitiv baktériumokban (Bacillus, Staphylococcus) a B-laktamaz enzim
termelése indukdlhato kiilonbozé B-laktdm szerkezetli vegyliletekkel (69, 149), de az eddig
vizsgalt Streptomyces torzsek tobbségében a termelt B-laktamaz enzimek konstitutivan
expresszalt fehérjéknek bizonyultak. (106). Egy jol ismert kivétel a S. cacaoi 6-amino-penicillin
savval (6-APA) indukalhato B-laktamaz enzime, 6-APA adéasa utan harom oraval kb. 6tvenszeres
enzimaktivitas ndvekedés mérhetd az extracellularis térben a S. cacaoi torzs tenyészetében (85).

Kisérleteink soran szamos [(-laktdm antibiotikumot teszteltiink, hogy képesek-e a S.
griseus NRRL B-2682 torzsben a B-laktamaz enzim expressziojat indukalni. El0szor a leves-
higitdsos modszerrel, az Anyagok és Modszerek fejezetben leirtakat kovetve meghataroztuk a
torzsre jellemz6 minimalis inhibitor koncentraciot (MIC) a kovetkezd vegyliletekkel szemben:
benzilpenicillin, ampicillin, meticillin, oxacillin, cefalexin, cefamandol, cefoxitin, cefotaxim (3.
tablazat). Ezt kovetéen a S. griseus torzs sporait DM mélytenyészetben razattuk, és a 4 6ras
tenyészethez MIC/3 koncentracioban hozzdadtuk az elébbi B-laktdm antibiotikumokat.
Kontrollként antibiotikummal nem kezelt, de teljesen azonos koriilmények kozott razatott S.

griseus kultura szolgalt. A 26, 32 és 48 6rés tenyészetekbdl vett mintdk feliiluszojaban mértiik a
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B-laktamaz aktivitdst NC szubsztrattal (1asd modszertan). A B-laktamaz enzimprodukcio egyik

vegylilet hatdsara sem novekedett a kontrollban mérhetd értékhez képest ebben a tdrzsben. Ezt az

eredményt tablazatban most nem mutatjuk be.

B-laktam antibiotikumok MIC érték (ugml™)
Benzilpenicillin 64
Ampicillin 32
Meticillin 16
Oxacillin 16
Cefalexin 16
Cefamandol 8
Cefoxitin 8
Cefotaxim 4

3. tablazat: A B-laktam antibiotikumok MIC értéke a S. griseus NRRL B-2682 torzsben. A MIC értékeket

a leves-higitasos modszerrel, vizualisan hataroztuk meg.

A S. griseus NRRL B-2682 vad tipust torzs membranhoz kotott és szekretalt f-laktamaz

enzimének, valamint a spol” torzs membranba lokalizalt B-laktamaz enzimének izolalasa

Célul tliztik ki, hogy Osszehasonlitsuk a S. griseus NRRL B-2682 torzsbol izolalt
extracellularis és membranhoz kotott, valamint a spol” mutans membranhoz kotott B-laktamaz
enzimét. Ennek egy lehetséges mddja az enzim megtisztitasat kovetden az enzimre jellemzo
kinetikai paraméterek meghatarozasa. Igy elsé 1épésben kozel homogenitasig tisztitottuk a f-

laktaméz enzimet/ket, a mddszertani részben leirt eljarasok felhasznalasaval.

Az extracellularis [(-laktamadz enzim tisztitdsa
A vad tipusu torzset a tisztitds szempontjabol legidedlisabbnak tartott E9 taptalajon,
gliikdz szénforrason ndvesztettiik. A 40 oras koru tenyészetet centrifugaltuk (4000 G, 4 °C, 30
perc), és az igy nyert, kb. 1500 ml feliiluszobol inditottunk egy-egy tisztitasi sorozatot. Az egyes
Iépések (koncentralas, fehérjék kicsapasa (NH4),SOs-tal, kromatofokuszalas, gélfiltracio)

koriilményeit az Anyagok ¢és Mddszerek fejezetben irtuk le.
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A membranhoz kétott f-laktamaz enzim izoldlasa
a S. griseus sporazo és nem sporazo torzsbol
A S.griseus NRRL B-2682 és a spol” torzset GC folyékony téptalajon tenyésztettiik, a
20 oras koru tenyészetbdl membrant prepardltunk, és ebbdl a mintdbol limitalt tripszines
emésztéssel nyertiik a 3-laktamdz enzimet tartalmazo preparatumot (lasd Anyagok és Mddszerek
fejezet). A vad és a mutans torzs membranba lokalizalt enzimét az extracellularis enzim
tisztitdsanal hasznalt elvalasztasi technikakat (kromatofokuszalas, gélfiltracio) kovetve, teljesen

azonos modon tisztitottuk.

1. kromatofokuszalas

Els6 lépésben a S. griseus NRRL B-2682 torzs extracellularis terébdl nyert,
(NH4),SOs-tal, kicsapott, BioGel P6 oszlopon sdmentesitett, illetve a vad és a mutans torzs
membranjabol tripszines emésztéssel kapott, [B-laktamaz aktivitast mutaté mintakat 0.075 M
Tris/HCI pufferben vettikk fel, és ebbdl 1-1 ml-t injektaltunk FPLC MonoP HR 5/20
kromatofokuszald oszlopra (lasd Anyagok és Modszerek fejezet). A kovetkezOkben az eltérd
lokalizacioju B-laktamaz enzimek kromatofokuszéalassal kapott kromatogramjait mutatjuk be. A
vad tipusu torzs szekretalt f-laktamdza a 17.37 perc retencids idejii csucshoz tartozik (17/a abra),
a membranhoz kotott enzim 18.2 percnél eludlodott az oszloprol (17/b dbra). A mutans esetében
a 16.87 retenciés ideji mintdban jelent meg a -laktaméz aktivitds (17/c é&bra). A
kromatofokuszalds soran szedett frakciokban mértiik az oldatok pH értékét, s ezek alapjan a

fehérje izoelektromos pontja (IEP) 7.2-nek adddott valamennyi enzimforma esetében.
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17. abra: A B-laktamaz enzim izolalasa kromatofokuszalassal (Waters FPLC, MonoP HR 5/20 oszlop) a S. griseus

vad tipust torzs extracellularis terébdl (a), a membranjabol (b), és a spol” torzs membranjabol ().

2. gélsziirés

A kromatofokuszalast kovetden bekoncentraltuk a mintdinkat Amicon ultrasziird
membranon majd Centricon membranon keresztiil és a bekoncentralt mintabol 100 pl-t
injektaltunk FPLC Waters SW 200 gélsz{ir6 oszlopra (lasd Anyagok és odszerek). A gélsziird
oszloprol elualt extracelluldris enzimaktivitds a 13.215 perc retencids idejii csticshoz tartozik
(18/a abra). A membranhoz kotott enzimek gélsziirése soran a vad tipusu torzs enzime a 13.138
perces retencios idejii mintaban jelent meg (18/b abra), a mutans esetében a 12.903 percben (18/c
abra) elualt frakciok mutattak (-laktamaz aktivitast. Az oszlop molsuly standardekkel torténd
kalibraldsa alapjan a fehérje moltomege megkdzelitdleg 31000 Da-nak bizonyult valamennyi

enzimforma esetében.
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18. abra: A S. griseus sporazo torzs tenyészetének feliiliszojabol (a), a sejtmembranbdl izolalt enzim (b)
€s a nem sporazo, mutans torzs membranhoz kotott B-laktamaz enzimének (c) kromatofokuszalast kovetd

geélfiltracioval nyert kromatogramjait mutatatjuk be.
3. SDS-poliakrilamid gélelektroforézis

A kovetkezd 1épésben a S. griseus NRRL B-2682 torzs membranhoz kotott és
extracellularis B-laktaméaz enzimének, valamint a spol” térzs membranba lokalizalt enzimének
gélszlirés soran szedett, B-laktamdz aktivitast mutatd frakcidit bekoncentraltuk Amicon majd
Centricon ultrasziir6 membranon. A koncentralt mintdk 1 ml-es részleteit az Anyagok ¢és
Modszerek fejezetben leirtak szerint kezeltiik, és az igy el6készitett mintakat 13 %-os SDS-
PAGE-en futtattuk meg. Az SDS-PAGE-t kdvetden megfestettiik a gélt Comassie-Brillant-Blue
festékkel. A tisztitott fehérjék gélben mutatott relativ mobilitdsa alapjan a B-laktamaz enzim

valamennyi formajanak a relativ molekulatomege kb. 31000 Da-nak bizonyult.

A S. griseus NRRL B-2682 torzsbol izolalt extracellularis B-laktamaz enzim N-

terminalis szekvencidjanak meghatarozasa

Szerettiik volna meghatdrozni az izolalt enzimek N-termindlis aminosav szekvencidjat,
igy a kovetkezé 1épésben az SDS-poliakrilamid gélbdl elektroforetikusan atblottoltuk a
fehérjéket ProBlott™™ membranra (lasd Anyagok és Modszerek fejezet). A S. griseus NRRL B-
2682 extracellularis és membranhoz kotott B-laktamaz enzimének Coomassie-Brillant-Blue
festékkel festett elektroblottjat mutatja a 19. dbra. A mutans térzs membranhoz kotott enzimének

megfestett elektroblott felvételét nem mutatjuk be.
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19. abra: A S. griseusvad tipusu torzs extracellularis és membranhoz kotott -laktamaz enzimének elektroblott
felvétele. 1., 2. az extracellularis preparatum kromatofokuszalast kdvetden,
3. a membranhoz kotott enzim gélsziirés utan,

4. a gélszliréssel tisztitot extracellularis enzim, 5. moélsulystandard

A S. griseus NRRL B-2682 torzs tenyészetének fermentlevébdl, és a membranbol
tisztitott B-laktamaz enzim Comassie-Brillant-Blue-val festett elektroblott analizise. Az egyes
olszlopokban a kdvetkezd tisztitasi 1épések utan nyert mintak lathatdak: 1, 2: az extracellularis
fehérje kromarofokuszalast kovetden, 3: a gélsziiréssel tisztitott membranhoz kotott enzim, 4: a
gélsziiréssel tisztitott extracellularis enzim, 5: molsuly markerek.

A blottolast kdvetden megfestettiik a membrant Comassie-Brillant-Blue festékkel (4bra),
s ebbdl a mintabol hatdroztuk meg az extracellularis enzimfehérje N-termindlisan levd
aminosavakat. A szekvencia analizis Edman degradacion alapult, a fehérje amino-terminalis
régidjan a kovetkezd szekvenciat mutattuk ki: AAADIPIANVNA.

A 13 aminosavnyi szekvencia alapjan a Swiss-Prot és a TrEMBL adatbéazisokban
homolég szekvencia keresést (BlastP search) végeztiink (Expasy Molecular Biology Server). Az
altalunk izolalt B-laktamaz enzim N-termindlisa 81.8 % szekvencia homologiat mutat egy masik
S. griseus torzsbol mar izolalt és ismert D-aminopeptiddz enzim amino-terminalisdn levd
aminosavakkal, amelyeknek a kovetkezo a szekvencidja: APDIPLANVKA (92)

Ez a hasonlosag nem meglepd, hiszen masok is talaltak olyan B-laktaméz enzimet, amely
D-aminopeptidaz enzimmel mutat nagyfoku struktiralis hasonlosdgot. Asano és munkatarsai

Ochrobactrum anthropi-bol olyan D-aminopeptidazt izolaltak, amelynek primer szekvenciaja [3-
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laktamaz enzimhez hasonlit, B-laktdm szerkezetli vegyiiletekkel gatolhatd, de maga az enzim
nem mutat P-laktamaz aktivitast. (6). Ugyanez a munkacsoport B. cereus-ban olyan D-
sztereospecifikus endopeptidaz enzimet mutatott ki, ami penicillin G-vel és ampicillinnel
szemben [-laktamdz aktivitdssal bir, D-aminopeptiddz aktivitdst nem mutat a megjosolt
aminosav szekvencidja hasonlit S. lactamdurans és B. cereus PBP-jéhez, és C-osztalyl -
laktamazokhoz. Ez alapjan a penicillin felismer6 enzimek szupercsaladjaba soroltak dket (7)
Kivancsiak voltunk, hogy az altalunk izolalt enzim rendelkezik-e D-aminopeptidaz
aktivitdssal. Ennek eldontésére az extracellularis B-laktamazt tartalmazéd, koézel homogén
enzimfrakciot D-Ala-p-nitroanilid szubsztrattal inkubaltuk, a modszertani fejezetben leirt eljaras
szerint. A reakcio lefolyasat spektrofotométeren, 405 nm-es hulldmhosszon kovetve nem
mutatkozott abszorbancia nodvekedés, azaz a D-Ala-p-nitroanilid-bol nem keletkezett p-
nitroanilid. Ezen eredményiink alapjan feltételezziik, hogy a S. griseus NRRL B-2682 torzs -

laktamdz enzime nem mutat D-aminopeptidaz aktivitast.

A S. griseus NRRL B-2682 vad tipusu torzs membranhoz kotott és szekretalt, valamint a

spol torzs membranba lokalizalt B-laktamaz enzimének jellemzése

Jol ismert, hogy a Streptomyces torzseknek tobb mint a fele termel B-laktamaz enzimet
(106, 107), s6t S. cacaoi torzsekben két kiilonbdzd enzim is kimutathaté (70). Mindenekel6tt
kivancsiak voltunk arra, hogy a vad tipust torzsbdl izolalt, eltérd lokalizacioju P-laktamazok
kiilonb6zé enzimek-e, vagy ugyanazon fehérje eltérden processzalt forméi. Ezen tilmenden
Ossze kivantuk hasonlitani a spordzo illetve a nem spoérazd, spol  torzsekbdl izolalt B-

laktamazokat. Az enzimek karakterizacidjara a kovetkezd modszereket alkalmaztuk:

1. A B-laktamaz enzim szubsztrat profiljanak meghatarozasa

2. Enziminhibitorok hatdsanak vizsgalata a B-laktamaz enzim miikodésére

1. A szubsztrat profil meghatarozadsa
Elsoként azt teszteltik, hogy az altalunk izolalt enzimek, hogyan hidrolizaljdk a
kiilonbozd PB-laktam strukturdju vegyiileteket. A szubsztrat profil meghatarozasahoz a Samuni
altal kidolgozott UV spektrofotometrias modszert alkalmaztuk (125). Enzimforrasként a gélsziird
oszloprél eludlt, kozel homogén enzim-prepardtumot hasznaltuk valamennyi enzimforma

esetében. A B-laktamdz aktivitast mutatd mintakat 6sszegyujtottiik, és meghataroztuk a fehérje
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tartalmukat a Folin moddszerrel. Szubsztratként a kovetkezd vegylileteket hasznaltuk:
benzilpenicillin, ampicillin, cefaloridin, cefamandol, cefuroxim, cefotaxim, ceftazidim. A
kivélasztott antibiotikumok végkoncentracidja 0.1 mM volt minden mérés soran. A (-laktaméz
enzim vad és a mutans torzsbdl izolalt formai a benzilpenicillint bontottdk a leggyorsabban, igy a
benzilpenicillinhez viszonyitottuk a tobbi szubsztrat hidrolizisének sebességét. A 4. tablazatban
lathat6, hogy a vad tipusu S. griseus torzs membranhoz kotott illetve szekretalt enzimformaja,
valamint a spol” torzs B-laktamaza hasonld mértékben bontotta az ampicillint, a cefalosporinok
kozol az elsd generacios cefaloridin mar sokkal gyengébb szubsztratnak bizonyult, a masodik

generacids cefamandolt kis mértékben, de bontotta az enzim, mig a cefuroximot valamint a

harmadik generacios cefotaximot és ceftazidimet egyaltalan nem hidrolizélta egyik (-laktaméz

enzim sem.
B-laktam S. griseus NRRL B- | S. griseus NRRL B- | S.griseus spol torzs
szubsztratok 2682 extracellularis | 2682 membranhoz | membranhoz kotott
B-laktamaz kotott f-laktamaz B-laktamaz
aktivitasa (%) aktivitasa (%) aktivitasa (%)
Benzilpenicillin 100 100 100
Ampicillin 85 90 87
Cefaloridin 6.51 7.7 7.25
Cefamandol 18 15 16.5
Cefuroxim 1.1 0.5 0.55
Cefotaxim 0 0 0
Ceftazidim 0 0 0

4. tablazat: A pB-laktamaz enzim szubsztrat profiljanak meghatarozasa a S. griseus NRRL B-2682 vad tipusu és a

mutans torzsében. A tablazatban a B-laktam antibiotikumok bontasi sebességét hasonlitottuk dssze, 100 %-nak véve

a leggyorsabban hasithato benzilpenicillin bontasat.
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2/a. A f-laktamaz enzim gatlasanak vizsgalata

A gatlasi  karakterisztika ugyanolyan fontos tényez0 a [-laktamdz enzimek
megkiilonboztetésében, mint az enzimek szubsztrat profiljanak felvétele. gy a kovetkezékben
megvizsgaltuk kiilonb6zé enzim inhibitorok hatasdt a [-laktamdz enzim aktivitasara.
Természetesen mind a harom enzim, a S. griseus NRRL B-2682 membranhoz kotott és
extracellularis valamint a spol” térzs membranba lokalizalt B-laktaméazanak aktivitas valtozasat
is kovettiik a kovetkezd gatloszerekkel szemben: NaCl, EDTA, m-aminofenil-boronsav (m-
APBA), p-klormerkuri-benzoét (p-CMB). A NaCl az oxacillint hidrolizal6 enzimek mitkodését
gatolja, az EDTA mint kelatképz6é a metalloenzimek inhibitora. A m-APBA a katalitikus
muikodésiikh6z szerin aminosavat igénylé enzimek gatloszere, mig a p-CMB a ciszteint
tartalmazé enzimek miikodését fiiggeszti fel. Enzimforrasként a gélfiltracio soran gyijtott, aktiv
frakciokat hasznaltuk, amelyekben Folin modszerrel megmértiik a fehérje tartalmat. Az enzim-
preparatumot a gatloszert megfeleld koncentracidban tartalmazoé foszfat pufferhez mértiik, és NC
szubsztrattal hataroztuk meg a PB-laktamaz aktivitast (lasd Anyagok és Modszerek). Az egyes
mintakban kiszamitottuk az enzim specifikus aktivitasat, és a mérési eredményeinket a
gatloszerrel nem kezelt, kontrol enzimmikodéshez viszonyitottuk. Az 5. tablazat mutatja a
kiilonboz6 gatloszerek hatasat az enzimmiikodésére. A gatloszerek koziil a m-APBA bizonyult a
leghatékonyabb inhibitornak, 1 mM koncentracidban majdnem 50 %-kal csokkentette
valamennyi enzimforma aktivitasat. A NaCl (100 mM) valamint az EDTA (0.5 mM) egyaltalan
érzékeny volt a membranhoz kotott valamint az extracellularis lokalizacioji B-laktaméaz enzim.
A p-CMB éltal okozott gatlast ekvimolaris mennyiségli ciszteinnek a kisérleti rendszerhez valo
hozzaadasaval ki lehetett védeni. Mivel a m-APBA mintegy felére csokkentette az
enzimaktivitast, feltételezhetjiilk, hogy a S. griseus 2682 torzs P-laktamaz enzimeinek aktiv
centrumaban szerin aminosav taldlhatd, a p-CMB gatl6 hat4sa arra utal, hogy ezen enzimek

katalitikus miikodéséhez cisztein sziikséges.
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Gatloszerek és | S. griseus vad tipusu | S. griseus vad tipusa | S. griseus spol torzs

koncentraciojuk | torzs extracellularis torzs membranhoz membranhoz kotott
(mM) B-laktamaz aktivitasa | KOtott B-laktamaz | g_jaktamaz aktivitasa
aktivitasa
NacCl (100) 98 100 99
EDTA (0,5) - - -
m-APBA (1) 52 53.5 52.6

p-CMB (1)

p-CMB +
cisztein (1-1

5. tablazat: A kiilonb6z6, enzimmuikodést gatld vegyiiletek hatasa a S. griseus vad tipust és a mutans torzs

kiilonb6z6 lokalizacioju B-laktamaz enzimének mitkodésére. A NaCl és az m-APBA esetében a 3-laktamaz enzim
kontrollban mért specifikus aktivitasdhoz viszonyitott %-os enzimaktivitast, mig az EDTA ¢és a p-CMB esetében a

gatloszerrel szembeni érzékenységet (+), illetve rezisztenciat (-) tintettiik fel.

2/b. f-laktamdaz enziminhibitorok hatasa a S. griseus torzs [-laktamaz enzimének aktivitasdara

A B-laktamaz enzimek specifikus gatloszerei koziil a klavulansav, a szulbaktdm a
cloxacillin és az aztreonam hatasat vizsgaltuk meg a S. griseus vad tipusu és a spol” torzsek -
laktamdz enzimének miikodésére. A klavulansav a természetben el6forduld, gyenge
antibakterialis hatdssal is rendelkezd [-laktamaz gatlo vegyiilet. Valojaban egy oOngyilkos
inhibitor, ami B-laktdm struktiraja révén az enzim aktiv centrumaba kotddik, és az enzim
elbontja a B-laktdm gytirijét. A szintén ,,0ngyilkos” hatdsu szulbaktdm egy penicillansav szulfon
szarmazEék, a monobactam szerkezetli aztreonam szintén B-laktam szerkezetli vegyiilet, igy a -
laktamaz enzim aktiv centrumaba kotddve gatoljadk az enzim miitkdodését. A klavulansav illetve az
aztreonam és a szulbaktam gatlo hatasa kozti differencia kiilondsen jelentdsnek bizonyult. Az
aztreonam a cefalosporindz enzimeket sokkal erésebben gatolja, mint a klavulansav, mig a széles
spektrumu B-laktamdzok és a penicillinazok altalaban kisebb affinitast mutatnak aztreonammal
mint a klavuldnsavval szemben. A cloxacillin a 3-laktamdz enzimek nagyon gyenge szubsztratja,
az enzim klasszikus kompetitiv inhibitoraként viselkedik, valdjaban a cefalosporinaz enzimek jo
gatloészereként tartjdk szamon (17). A S. griseus torzsekbdl izolalt eltérd lokalizacioji [3-
laktamaz enzimeinek, a kiilonb6zé enziminhibitor vegyiiletekre vonatkozd K értékét a Dixon

altal leirt eljarast kovetve hataroztuk meg (lasd Anyagok és Mddszerek fejezet).
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Kisérleti eredményeinket a 6. tdblazatban foglaltuk 6ssze. A S. griseus NRRL B-2682
torzs [-laktamaz enzimének mindkét, membranhoz kotott illetve extracelluldris forméja,
valamint a mutdns torzs membranba lokalizalt B-laktamaz enzime a klavulansavval szemben
mutatkozott a legérzékenyebbnek, kisebb mértékben gatolta az enzimeket a szulbaktdm, mig az
aztreonam ¢és a cloxacillin alig befolyasolta miikddésiiket. Mivel a klavuldnsav és a szulbaktam
olyan irreverzibilis, szuicid inhibitorok, amelyek sokkal nagyobb affinitdssal birnak a
penicillinazokkal, mint a cefalosporinazokkal szemben, feltételezziik, hogy az éltalunk izolalt 3-
laktamaz enzimek penicillindz tipustiak. Ez a gatlasi profil jol korrelal a szubsztrat profil
meghatarozasakor kapott eredményekkel, amelyek szintén azt mutattak, hogy az izolalt enzimek

elsésorban a penicillint hidrolizaljak.

S. griseus NRRL B- 8. griseus NRRL B- S. griseus spol”
2682 extracellularis 2682 membranhoz membranhoz kotott
enzim kotott enzim enzim
Szulbaktam 11.7 pmol 9.8 umol 10.4pumol
Klavulansav 4.5 pmol 3.4 pmol 4.2umol
Cloxacillin 13 pmol 12 umol 12pumol
Aztreonam 12 umol 13 umol 12umol

6. tablazat: A kiilonbozo B-laktamaz inhibitorok hatasa a S. griseus NRRL B-2682 ¢és a spol” torzsbdl izolalt,

kiilonboz6 lokalizacioju B-laktamaz enzimekre. A tablazatban a K értékeket tiintettiik fel.

A globomycin hatasa a S. griseus NRRL B-2682 torzs és a spol” torzs -laktamaz enzim

termelésére

B. licheniformis, B. subtilis és S. aureus fajokban olyan, az A osztilyba tartozo
penicillindz enzimeket irtak le, amelyeknek membranhoz kotott hidrofob, valamint szolubilis
exoenzim forméja is ismert (61). Bizonyitottdk, hogy ezen [B-laktamaz enzimeknek a lipofil
modositast hordoz6 N-termindlis régioja a felelds az enzim membranhoz valod kotodéséért.
Baktériumokban a membran lipoproteinek lokalizacidjanak vizsgalatara tobbek kozott a
globomycin antibiotikumot hasznaljak. Ez egy ciklikus peptid vegyiilet, ami gatolja a
prelipoproteinek érését, hatasa specifikus a tioéter modositast hordozd molekulékra.

Kivancsiak voltunk, hogy a membranhoz kotott B-laktamaz enzim milyen tipust kotéssel

kapcsolodik a sejtmembranhoz a S. griseus vad tipusu €s mutans térzsében. Ennek a kérdésnek a
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tisztazasara a kovetkezo kisérletben megvizsgaltuk a globomycin p-laktamaz enzimlokalizaciora
kifejtett hatasat. A sporazd és a spol” mutans torzseket DM folyékony minimal taptalajban
novesztettiik, a leoltast kovetd 5. 6raban hozzaadtuk a tenyészethez a globomycint 50 pgml™
koncentracioban. A globomycinnel kezelt kultirdkban az inokuléciot koveté 24., 30., 36., 42.,
48. oraban vett mintdkban NC szubsztratot alkalmazva meghataroztuk a [B-laktamdz enzim
sejtmembranban valamint az extracelluldris térben mutatott specifikus aktivitasat, és a teljes
penicillinaz aktivitast is. Ezeket az eredményeket globomycinnel nem kezelt, de teljesen azonos
koriilmények kozott tenyésztett, kontroll torzsekben mért B-laktamaz aktivitdshoz viszonyitottuk.

Mint a 20/a 4bran lathatd, a globomycin az alkalmazott 50 pgml' koncentracioban
jelentdsen megnovelte az enzim extracellularis térbe torténd kivalasztasat a vad tipusu térzsben,
¢s ezzel parhuzamosan csokkent a plazmamembréanba lokalizalt enzim mennyisége, mig a total
penicillindz aktivitds nem valtozott. A vad tipusi toérzs globomycinnel kezelt tenyészetének
feliiluszojaban mar 24 6raval a leoltast kovetden olyan magas enzimaktivitas mérhetd, mint az
antibiotikummal nem kezelt, kontroll sporazo térzs 30 6ras koru kultirajanak feliiluszojaban. A
spol” torzsben tanulmanyozva a globomycin antibiotikum hatasat a p-laktamdz enzim
termelésére, a kovetkez0 eredményt kaptuk. Mig a nem sporazo térzs kontroll tenyészetében

csak a membranban taldlhaté meg a B-laktamdz enzim, a tenyésztés soran nem szekretalodik a

crer

--------

tenyészetben a teljes penicillindz aktivitds nem valtozott (20/b dbra). A két abrat (20/a és 20/b)
Osszehasonlitva lathatd, hogy a mutdns torzsben a globomycin altal kivaltott [-laktaméz
szekrécio idopontja (kb. 30. 6ra) megegyezik a szolubilis enzimforma, vad tipusu térzsben valo
megjelenésének az idejével. Az a tény, hogy a globomycin antibiotikum hatisara a vad és a
mutans torzsben is megemelkedett a B-laktamaz enzim extracellularis formajanak mennyisége,
valoszinlsiti, hogy a B-laktamaz enzim egy membranhoz kotott lipoprotein a S. griseus NRRL
B-2682 sporazé és a differencialédadsban mutans térzsében is, €s egy cisztein-glicerid tioéter

kotés felelds az enzim membranba valo rogzitéséért.
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20. abra: A globomycin antibiotikum hatasa a -laktamaz enzim termelésére a S. griseus vad tipusu térzsben (a),
¢és a nem spérazé mutansban (b). A B-laktamaz aktivitast mértiik a membran frakcidoban globomycin hidnyaban ([1)
és jelenlétében (V), és az extracellularis térben globomycin nélkiil (A), és mellett (). A teljes penicillinaz
aktivitast (x) szintén meghataroztuk, erre a globomycin nem volt hatdssal. A mintak fehérje tartalmat (o) a Folin

reagenssel mértiik.

A B-laktamaz enzimprodukcio kdvetésével parhuzamosan megfigyeltiik a vad tipusu és a
mutans torzsek globomycinnel kezelt és nem kezelt tenyészetének morfoldgiai differencialodasat
is a tenyésztés soran. A globomycin antibiotikummal kiegészitett taptalajon névekvo, sporazéd
torzsbdl vett 30 ords korti mintdkban faziskontraszt mikroszkop alatt mar lathatéd a sporafiizérek
kialakuldsa, mig a kontroll tenyészetben csak a leoltast kovetd 36. ordban jelentek meg a
sporalancok (ezekrdl a tenyészetekrdl készitett felvételeket itt nem mutatjuk be). Ez az eltérés
kiilonosen azért érdekes, mert a sporafiizérek keletkezésének ideje mindkét tenyészetben

megegyezik azzal az idéponttal, amikor megnétt az extracellularis térben az enzimaktivitds. A
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mutans torzs tenyészetének extracellularis terében globomycin hataséara szintén megemelkedett a

crer

A B-laktamaz enzim termelés befolyasolasa a S. griseus NRRL B-2682 torzsben

1. Tisztitott és autolizinnel emésztett sejtfalpreparatum és Ac,-L-Lys-D-Ala-D-Ala hatdsa

a [(-laktamaz enzimprodukciora

Irodalombdl ismert, hogy a Gram-negativ baktériumok egy részében a [-laktamaz
indukcio6 a peptidoglikan sejtfal wjrahasznositassal (,,recycling”) kapcsolt folyamat (54, 64, 65).
Bizonyitott, hogy E. coli-ban a muropeptidek intracellularis koncentracidja szabalyozza a -
laktamdz indukciojat (64, 65). Az AmpC transzkripcids regulatorat, az AmpR fehérjét a
peptidoglikdn szintézis citoplazmatikus intermedierje, az UDP-NacMur-pentapeptid gatolja. -
laktdm antibiotikum jelenlétében azonban megnd a peptidoglikdn degradacidé egyik
intermedierjének, az 1,6-anhidro-NacMur-tripeptidnek a mennyisége, ami aktivalja az AmpR-t, s
ez a B-laktamdz indukcidjahoz vezet Ezen eredmények ismeretében mi is kivancsiak voltunk
arra, hogy hogyan valtozik a (-laktamaz enzimtermelés és az enzim lokalizacidja a S. griseus
laktamaz termelésben betoltott szerepének tisztdzasara a tisztitott €s autolizinnel emésztett
sejtfalfpreparatum, valamint a sejtfal analdg tripeptid, az Ac,-L-Lys-D-Ala-D-Ala hatasat
vizsgaltuk meg a S. griseus NRRL B-2682 torzsben.

Mint azt kordbban emlitettiik, a S. griseus vad tipusu torzsének sporait 0.5 % CH-mal
kiegészitett DM téptalajra leoltva nemcsak a normal differencidlodas lesz gatolt, hanem ezzel
parhuzamosan elmarad a B-laktamaz enzim extracellularis térbe torténd kivalasztasa is. Ezen
ismeretek birtokaban a kovetkezd kisérleti rendszert alakitottuk ki. A S. griseus NRRL B-2682
torzs sporait 0.5 % CH-ot tartalmaz6 folyékony DM médiumra oltottuk le, és parhuzamos
autolizinnel emésztett sejtfalpreparatummal, vagy Ac,-L-Lys-D-Ala-D-Ala-val. Kontrollként
olyan tenyészet szolgalt, melyet 0.5 % CH-ot tartalmaz6 DM taptalajban ndvesztettiink. A
tenyészeteket 36 ords korukig razattuk, és NC szubsztrattal mértiikk a penicillindz aktivitast a
tenyészetek feliiliszojaban, a membréan frakcioban és a totdl enzimaktivitast is meghataroztuk

(lasd Anyagok és Modszerek fejezetben). A 21. abrarél leolvashatd, hogy a 0.2 mgml”

crc
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Lys-D-Ala-D-Ala is megnovelte a B-laktaméz enzim extracellularis térbe torténd szekréciojanak
mértékét a kontroll kultirdhoz képest, amelyben az enzim szolubilis formdja nem volt
kimutathat6. Ugyanakkor ezek a vegyiiletek jelentdsen lecsokkentették a membranhoz rogzitett
enzimforma mennyiségét a nem kezelt tenyészetekhez képest, mig a tenyészetek teljes -

laktamaz aktivitasa valtozatlan maradt.
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([1), és az extracellularis ([]) enzimaktivitast is a kontroll tenyészetben (A), az Ac,-L-Lys-D-Ala-D-Ala-val (B), a
tisztitott sejtfal-preparatummal (C), valamint a penicillin G-vel (D) kiegészitett tenyészetekben. Az adatok harom

fiiggetlen mérés eredményeinek atlagai.

2. A penicillin G hatasa a S. griseus NRRL B-2682 torzs [-laktamdz enzim

lokalizacidjara:

Jol ismert, hogy a [-laktdm antibiotikumok a PBP-hez kotddve gatoljak a sejtfal
megvaltozasahoz vezet, ami befolydsolja a -laktamdz enzim termelését (64, 65). Kivancsiak

voltunk, hogy hogyan valtozik a B-laktamdz produkci6 a S. griseus torzsben, ha szubinhibitor

crer

CH-mal kiegészitett, DM folyadék médiumban ndvesztett tenyészetéhez az inokulaciot kovetd 5.

oraban kiilonb6zo, MIC alatti koncentracioji penicillin G-t adtunk. A 36 6ras koru tenyészet
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feliiliszojaban, membranjaban, és a teljes tenyészetben az el6zd részben leirtakkal teljesen
azonos modon meghataroztuk a B-laktamaz enzim aktivitast, és ezt a penicillinnel nem kezelt,
kontroll tenyészetekben mért enzimmukodéshez hasonlitottuk. Ahogy az a 21. &bran lathato, a
szolubilis alakja, szemben a kontroll tenyészettel, amelyben csak a membranhoz kotott forma
volt detektalhatd. Err6l az abrardl az is leolvashatd, hogy a penicillin G-vel kezelt
tenyészetekben az extracellularis aktivitds megjelenésével parhuzamosan csokkent a
membranban lokalizalt enzim mennyisége, de a teljes penicillindz aktivitdsra nem volt hatassal
az antibiotikum.

A S. griseus NRRL B-2682 torzs DM mélytenyészetben ugyancsak kb. 48 6ras korban
kezdddik el a sejtek lizise, ennek ellenére felvet6dott benniink a kérdés, hogy az extracellularis
térben a 36. 6raban megndtt B-laktamaz aktivitds nem lehet-e a sejtek lizisének kdvetkezménye.
Ennek ellenérzésére a kovetkezd kisérletet végeztiik el. A glutamin-szintetaz (GS) egy olyan
enzim, ami ebben a torzsben szigorGian csak az intracellularis térben talalhaté meg (117). igy a
GS aktivitas mérése idedlis modszernek mutatkozott az elébbi probléma tisztdzasara. A GS
aktivitads kimutatasara a y-glutamiltranszferaz esszét valasztottuk (lasd Anyagok és Modszerek
fejezet). A GS aktivitast mértiik a S. griseus NRRL B-2682 torzs 0.5 % CH-mal kiegészitett DM
mélytenyészetben, illetve azokban a kulturakban, amelyek 0.2 mgml” tisztitott és autolizinnel
emésztett sejtfalfragmenseket, 0.5 mM Ac,-L-Lys-D-Ala-D-Ala-t illetve 35 pgml™ penicillin
G-t tartalmaztak. A 36 6rds kori micéliumbdl készitett minden mintdban mérhetd volt a GS
aktivitads, am az extracellularis térben egyik esetben sem volt kimutathat6é az enzimmiikodés. Ez
azt bizonyitja, hogy az extracellularis [-laktamaz aktivitds nem a sejtek lizisének a
kovetkeztében jelent meg. Ezek az eredmények aladtdmasztjak azt az elképzelésiinket, hogy a B3-
laktamaz enzim extracellularis térbe torténd kivalasztasa a differencialodési programtdl fiiggden

szabalyozott esemény a S. griseus NRRL B-2682 torzsben.
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A S. griseus NRRL B-2682 torzs morfologiai differencialodasanak befolyasolasa szilard

felszinii tenyészetekben

[-laktam szerkezetii vegyiiletek hatasanak tanulmanyozasa

S. griseus NRRL B-2682 torzsben tanulmanyozva a penicillin G B-laktamaz enzim
termelését befolydsolod hatasat, nagyon érdekes megfigyelést tettiink. A S. griseus 0.5 % CH-mal
kiegészitett DM médiumban, tehat sporazasaban gatolt koriilmények kozott novesztett
tenyészetében a penicillin G MIC-t6l kisebb koncentrdcidban nemcsak az enzimtermelést
valtoztatta meg, hanem a torzs differencidloddsat is befolyasolta. A penicillin G
differencialodasra kifejtett hatasanak bemutatasara a kovetkezo kisérletet végeztiik el. A gradient
plate/gradioens lemez modszert hasznalva 0.5 % CH-ot és 100 pgml™ penicillin G-t is tartalmazo
DM agar taptalajbol egy ferde réteget ontottiink Petri csészébe (31), és ezt a réteget olyan 0.5%
CH-t tartalmaz6 DM téptalajjal boritottuk be, amelybe nem tettiink antibiotikumot. Az igy
" tartalmazé DM téptalajra leoltottuk a S. griseus sporait, 27 °C-on termosztatban tenyésztettiik,
¢és figyeltik a torzs novekedési folyamatat. A penicillin gradiens S. griseus tenyészetének

morfoldgiai differencialédasara kifejtett hatdsat mutatja a 22. dbra. A 48 o6ras koru tenyészetrol

crer

crer

crer

differencidlodasra kifejtett hatasa. A 36 oras kort tenyészetben a penicillin G MIC alatti
koncentracioban visszaallitotta a légmicélium képzést, amit a lemez kozépsd részén huzddo
keskeny fehér szin jelez. Az errdl a teriiletrdl vett mintdban faziskontraszt mikroszkop alatt mar

sporaképzodés figyelhetd meg, 48 oraval a leoltast kovetden (23. dbra)
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22. abra: A penicillin G S. griseus NRRL B-2682 differencialodasara gyakorolt hatdsanak bemutatasa a gradiens-

lemez modszerrel.
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23. abra: A S. griseus NRRL B-2682 torzs tenyészetében a penicillin G antibiotikum hatasara képz6dott sporak

faziskontraszt mikroszkopos felvétele. A mintakat a gradiens lemez kdzéps6 részérdl nyertiik.

Irodalombdl és sajat eredményeinkbdl is ismert, hogy a S. griseus torzs differencidlodasa
kb. a 16-18. 6ras életkorig befolyasolhato, eddig az idépontig a sejtek elkotelezetté valnak a
sporuldciora. Kivancsiak voltunk, hogy a penicillin G spoérazést befolydsoloé hatdsa mutat-e ilyen
¢letkor fiiggést, igy a kovetkezd agar-diffuzios tesztet végeztik el. A S. griseus sporait 0.5 % CH
tartalmi DM agar médiumra oltottuk le, és az életciklus 5. drajaban olyan steril papirkorongokat
helyeztiink a Petri csésze feliiletére, amelyeket kiilonb6zé koncentracidji penicillin G-vel

itattunk 4t, a 24 6ras tenyészetet hasonlé modon kezeltiik penicillinnel. A tenyészeteket 27 °C-on
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termosztatban novesztettiik, és figyeltiik a torzs életciklusat. Ebben a kisérletben is jol nyomon
kovethetd a penicillin G morfologiai differencidlodast befolyasolod hatasa. A S. griseus 36 oOras
tenyészetérdl készitett felvételen lathatd, hogy a 27 illetve 34 nmdl penicillin G kivéltotta a
légmicélium képzést, ezt az antibiotikumot tartalmazé papirkorong koriil megjelend fehér szin
jelzi (24. abra). Az errdl a teriiletrél vett mintdk faziskontraszt mikroszképos analizise azt
mutatja, hogy a 48 6rds tenyészetben mar a sporaképzddés is megindult az antibiotikum hat4sara
(az errdl késziilt felvételt itt nem mutatjuk be). Nagyon fontos azonban, hogy a penicillin G csak
akkor idézett el morfologiai valtozasokat, ha leoltas utan 5 oraval helyeztiik a korongot az agar
felszinre. A 24 oras sejtekhez adott 34 nmol penicillin G azonban mar hatastalannak bizonyult,

nem valtotta ki sem a légmicélium-, sem a sporaképzddést a torzs tenyészetében.

24, abra: A penicillin G differencialodasra kifejtett életkor-fliggd hatasanak szemléltetése agar-diffuziods
teszttel, a S. griseus sporazasaban gatolt tenyészetében. A bal oldali felvételen a kontroll tenyészet lathato, jobb
oldalon az 5 6ras korban 27 nmoél (1), 34 nmol (2), és a 24 6ras korban (3) 34 nmol penicillin G-vel kezelt S. griseus

NRRL B-2682 tenyészetet mutatjuk be.

A kovetkezOkben azt vizsgaltuk, hogy egyéb, de B-laktam szerkezet(i antibiotikumok is
visszaallitjak-e a S. griseus torzs differencidloddsat, ha gatoljuk a torzs spordzasat. A torzs
spordit ismét 0.5 % CH-mal kiegészitett DM agar médiumra oltottuk le, és az agar-diffuzios
tesztet alkalmazva tanulmanyoztuk kiilon-kiilon az ampicillin, a cefaloridin és a cefamandol
hatdsat. Az antibiotikummal atitatott steril papirkorongokat, amelyeken az egyes antibiotikum

koncentracidja a MIC értéknél kisebb, a Petri csésze agar feliiletére helyeztiik a leoltast kovetd 5.
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és 24. o6rdban. Ebben a kisérletben 25 nmol ampicillin, 24 nmol cefaloridin illetve 14 nmol
cefamandol megsziintette a CH differencidlodast gatlo hatasat, a korong kozelében ismét fehér
szin jelezte a légmicélium keletkezését (25. abra). Az err6l a teriiletr6l nyert mintakat
faziskontraszt mikroszkdppal tanulmanyozva, a sporafiizérek megjelenését lathattuk a 48 oras
koru tenyészetben. Az ampicillin a cefaloridin és a cefamandol a penicillinhez hasonléan
¢letciklus fiiggd hatast mutatott, csak az 5. 6rdban adva idézett eld morfoldgiai valtozast, 24. 6ras
korban mar hatastalannak bizonyult mindharom antibiotikum (az errdl késziilt felvételt itt nem

mutatjuk be).

25. abra: Az ampicillin (1), a cefamandol (2), és a cefaloridin (3) hatasanak vizsgalata a sporazasaban gatolt S.

griseus NRRL B-2682 tenyészetében.

penicillin inaktiv prekurzoranak a hatdsat is a S. griseus novekedésére. A 0.5 % CH-mal
kiegészitett DM agar taptalajon ndvekedo, 5 és a 24 6ras koru tenyészetek felszinére olyan steril
papirkorongokat helyeztiink, amelyek 54, 108 illetve 162 nmol 6-APA-t tartalmaztak, és
kovettiik a torzs differencialodasat. A S. griseus 48 6ras tenyészetében azonban sem a korai-
exponencialis, sem a stacione- ndvekedési szakaszban adott 6-APA nem indukalta a
légmicéliumok képzddését, és a sporaképzést sem. Errdl a tenyészetrdl készitett felvételeket a

dolgozatban nem mutatjuk be.
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A peptidoglikan sejtfalat alkoto peptidek differencidalodasra gyakorolt hatdsa

Tébb mas Gram-pozitiv baktériumban is kimutattdk, hogy a sejtfalszintézis allapota
szignalként szolgal a sejt differencidlodasi folyamatanak a szabalyozéasaban (73, 132). Korabban
egy munkacsoport olyan nem sporazo, mutans B. subtilis torzset izolalt, ahol a mutacié egy
olyan, 5 génbdl allo6 operonban taldlhaté, ami a Gram-negativ baktériumok oligopeptid-
transzport rendszerével (Opp) mutat homologiat (119). Az Opp rendszerek 6 szerepe a Gram-
negativ baktériumokban a ndvekvd peptidoglikan sejtfal turn-over-e soran felszabadult
intermedierek visszaszallitasa a citoplazmaba (54). Ezen ismeretek birtokdban, €s sajat kisérleti
eredményeink tiikkrében feltételeztiik, hogy a S. griseus NRRL B-2682 torzsben is lehetséges
ilyen kapcsolat a sejtfalszintézis és a differencidlodas kozott, igy a kovetkezd kisérleteket
végeztik el. Agardiffuzios modszerrel, az eldzokkel teljesen azonos koriilmények kozott
megvizsgaltuk, hogy a sejtfalban taldlhatd peptideket, mint pl. a D-Ala-D-Ala-t, Ac,-L-Lys-D-
Ala-D-Ala-t és a szintén sejtfal komponens N-acetilmuraminsavat kiilon-kiilon adva a
tenyészethez, milyen valtozdsok kovetkeznek be a torzs differencidlodasdban. A S. griseus
torzset 0.5 % CH-mal kiegészitett DM agar médiumra oltottuk, hogy gatoljuk a torzs
légmicélium és sporaképzését. A sejtfalat alkotd peptidekbdl készitett torzsoldatokbol 0.1, 0.2,
illetve 0.4 pmollal atitatott steril papirkorongokat a Petri csésze felszinére helyeztiink a leoltast
kovetben, és a tenyészeteket 27 °C-on termosztatban novesztve kovettiik a torzs életciklusa soran
bekovetkez6 valtozasokat. 0.2 umol D-Ala-D-Ala, 0.2 umol Ac,-L-Lys-D-Ala-D-Ala és 0.4
umol N-acetilmuraminsav visszaallitottdk a torzs szabalyos differencialodasat, a 36 oOras
tenyészetben a papirkorong koriili fehér mez6 mutatta a 1égmicéliumok keletkezését. Az errdl a
teriiletrél vett mintakat megvizsgaltuk faziskontraszt mikroszkop alatt, és a 48 Oras tenyészetben
mar lathaté a sporafiizérek kialakuldsa. Kontroll kisérletekben olyan amiosavakkal (triptofan,
hisztidin, cisztein) kezeltlik a S. griseus tenyészetét, amelyek nem talalhatdak meg a sejtfalban.
A fentiekkel teljesen megegyez6 koriilmények kozott, sporazasadban 0.5 % CH-mal gatolt DM
agaron ezen vegyliletek 0.1, 0.2, és 0.4 pumodl-ja teljesen hatdstalannak bizonyultak, nem

tapasztaltuk az eredeti fenotipus visszaallasat egyik esetben sem.
A peptidoglikan sejtfal szintézisét gatlo antibiotikumok hatasanak vizsgalata
Ezen eredmények ismeretében logikusnak tiint megvizsgalnunk azt, hogy a sejtfal

szintézis kiilonbozo 1épéseinek gatldsa milyen hatassal lehet a torzs életciklusara. Kiilonbozo

antibiotikumokat hasznélva lehetséges a sejtfal bioszintézis egyes lépéseinek a gatlasa, ilyen
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vegyiiletek a vancomycin, a bacitracin, a foszfonomycin €s a cikloszerin antibiotikumok. A S.
griseus sporait 0.5 % CH-mal kiegészitett DM agar taptalajra oltottuk le, és az agar-diffuzios
modszerrel teszteltiik a sejtfalszintézist gatlé anyagok hatasat. A Petri csésze kozepére, az agar
lemezbe vajt lyukakba kiilonb6z6é koncentracidju antibiotikumot tettiink 5 oraval a leoltas utan,
és figyeltiik a tenyészetben bekdvetkezé morfoldgiai véaltozasokat. 3 x 107* pmoél vancomycin
mar visszaallitotta a spoérdzasaban gatolt S. griseus légmicélium képzését, ezt 36 Oras
tenyészetben a Petri csésze kozepén lathatd fehér szin jelzi (26. dbra). Az errdl a teriiletrdl vett
mintak faziskontraszt mikroszkopos vizsgalata sporak megjelenését mutatta mar 36 oras korban
is, a 48 oras tenyészetben mar sporafiizérek képz6dése is lathatd. Erdekes modon a
sejtfalszintézis korabbi 1épéseit gatldo antibiotikumok esetében nem tapasztaltunk hasonlo
valtozast, 3.5 x 10 pmol bacitracin, 3.6 x 10™ foszfonomycin és 4.8 x 10™* umol cikloszerin
egyaltalan nem befolyasolta a torzs differencialodasat. Nagyobb koncentracidknal az

antibiotikumnak inkabb a novekedést gatld hatasa érvényesiilt (felvételeket nem mutatjuk be).

26. abra: A morfologiai differencidlodas befolydsolasa vancomycin antibiotikummal a S. griseus NRRL B-2682

torzs tenyészetében, sporazast represszald koriilmények mellett. A felvételt a 36 oras kora tenyészetrdl készitettiik.
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Penicillin G, Ac;-L-Lys-D-Ala-D-Ala, az N-AcMur-L-Ala-D-isoglutamin (adjuvans
peptid) és a tisztitott és autolizinnel emésztett sejtfal fragmensek hatasa a S. griseus NRRL

B-2682 torzs differencialodasara folyadék tenyészetben

A Streptomyces torzsek tobbségével ellentétben a S. griseus folyadék tenyészetben is
képez sporakat, igy megvizsgaltuk a penicillin G hatasat mélytenyészetekben is. Sporulacidban
gatolt koriilmények mellett, azaz 0.5 % CH tartalmit DM folyékony médiumban ndvesztett S.
griseus sejtekhez, az inokulacidt kovetd 5. 6raban hozzdadtuk a penicillin G antibiotikumot
kiilonb6z6 koncentraciokban. Kontroll kisérletként 0.05 (27/e ébra) és 0.5 % CH-mal (27/f abra)
kiegészitett DM taptalajon is tenyésztettiik a torzset. A leoltast kovetd kiilonb6z6 idopontokban
(36, 48, 60, 72 o6ra) vett mintdkat faziskontraszt mikroszkop alatt tanulmanyoztuk, hogy
kovessiik a torzs fejlodését. A mikroszkopos felvételeken lathatdo, hogy a penicillin G
szubinhibitor 35 pgml™” koncentracioban helyreallitotta a torzs szabalyos differencialodasat, bar
a sporazas kb. 60 oras korban indult meg, 24 oraval kés6bb a normal életciklushoz képest (27/a
abra).

Ezek utan megvizsgaltuk, hogy az Ac,-L-Lys-D-Ala-D-Ala, az N-AcMur-L-Ala-D-
isoglutamin (adjuvans peptid) és a tisztitott és autolizinnel emésztett sejtfal fragmensek
befolyasoljdk-e a S. griseus torzs differencidlodasat. A S. griseus sporait 0.5 % CH-mal
kiegészitett folyékony DM taptalajban tenyésztettiik, és az 5 6ras koru sejtekhez adtuk az eldbbi
vegyiileteket kiilonb6zd koncentraciokban. A spdrazéast represszald koriilmények kozott
tenyésztett torzsben 0.2 pmol Ac,-L-Lys-D-Ala-D-Ala (27/b abra), 0.25 pumol adjuvans peptid
hatdsdra megjelentek az érett spordk is, de a sporazas csak 24 draval késobb indult meg, mint a
0.05 % CH-ot tartalmazd, kontroll tenyészetben (27/e abra). Teljesen azonos koriilmények
mellett olyan aminosavak (hisztidin, cisztein, triptofan) hatasat is megvizsgaltuk, amelyek nem
vesznek részt a peptidoglikan felépitésében. Ezen aminosavakbol azonban még 0.4 umol sem

fiiggesztette fel a CH sporazast gatld hatasat, még a 72 oras tenyészetekben sem.
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27. abra: Penicillin G (a), Ac,-L-Lys-D-Ala-D-Ala (b), N-AcMur-L-Ala-D-isoglutamin (adjuvans peptid) (c),
valamint tisztitott és autolizinnel emésztett sejtfal fragmensek (d) hatasa a S. griseus NRRL B-2682 torzs
differencialodasara folyadék tenyészetben, a sporazast felfiiggesztd koriilmények kozott. Kontroll kisérletben a S.

griseus torzset 0.05 % (e) és 0.5% CH-mal (f) kiegészitett DM taptalajban tenyésztettiik.
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A BETA-LAKTAM ANTIBIOTIKUMOK ES IONOFOROK HATASANAK
VIZSGALATA

A Gramicidin D ionofér hatasa a S. griseus NRRL B-2682 torzs

sejtfal turnover-re és membranpotencialjara

Irodalmi adatokbdl ismert, hogy a plazmamembran energia allapota fontos faktor az
talalni, hogy van-e szerepe a citoplazma membran energetikai 4allapotdban bekovetkezo
valtozasnak a sejtfal autolizisének kivaltasdban. Ennek eldontésére eldszor a S. griseus torzs
tenyészetében megvizsgaltuk a penicillin G és a gramicidin D hatasat [*H]-N-
acetilgliikozaminnal jelzett sejfalfragmentek felszabaduldsara. A S. griseus sporait DM
médiumban tenyésztettik, a 10 oOrds, korai exponencidlis-ndvekedési stadiumban levo
tenyészetet 0.1 mM [H]-N-acetilglikozaminnal (5 pCi/minta) egészitettiik ki. Harom oras
rdzatds utdn a micéliumot centrifugaltuk, atmostuk és Ujra szuszpendaltuk friss, jeloletlen DM
tapoldatba. A gramicidin D-t 2 x 10° M és 2 x 10° M, a penicillin G-t 120 pgml™ (2 x MIC)
koncentracioban az inkubécié kezdetekor adtuk a radioaktivan jelolt, korai-exponencialis
novekedési fazisban levo micéliumhoz. Az igy kezelt tenyészeteket 12 6ran keresztiil razattuk
razogépben 27 °C-on. A tenyészetekbdl mintakat vettiink az inkubécio kezdetekor, majd 0.5, 2.5,
5.0 illetve 12 o6ra elteltével és a modszertani részben leirt eljaras szerint nyert feliiliszékban
megmértliik a radioaktivitast. Mint az 28.a abran lathato, a penicillin G és a gramicidin D a
kezeletlen kultarahoz képest jelentdsen €s a gramicidin D koncentracio-fiiggden is megndvelte a
jelolt sejtfal fragmentek felszabaduladsat. A penicillin G-vel kezelt mintdkban a nedves micélium
tomegre vonatkoztatott radioaktivitds mar az inkubdcio kezdetétdl eltelt 3. orara magasabb
értéket ért el, mint amit a gramicidin D okoz a 12 6rés inkubalas alatt. Raadasul a penicillin G
hataséara felszabadult sejtfal fragmensek mennyisége mar 5 oras inkubalas utan megkdozeliti a
maximalis értéket, az ezt kovetd 7 oOraban mar csak kismértékii radioaktivitas novekedés
tapasztalhat6. Ezzel ellentétben a gramicidin D nagyobb dozisa csak kb. az 5. érdban emeli meg
a feliiluszoban a [*H]-N-acetilgliikdzaminnal jelzett sejtfal fragmentek mennyiségét, s a 12 oras
inkubacié alatt sem okoz olyan nagy mértékii lizist mint a penicillin G. A 28.a abrat értékelve
megallapithatd, hogy a penicillin G sokkal potensebb vegyiilet a sejtfal lizisének indukélaséban,
¢és az altala inditott massziv lizis hamarabb kezdddik. A penicillin G-vel illetve a gramicidin D-

vel kezelt mintdk kozti kiillonbség kiilondsen jelentds a mérés elsd 5 drajaban.
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28. a abra: A gramicidin D és a penicillin G hatasa a Streptomyces griseus micéliumanak autolitikus aktivitdsara. A
gramicidin D-t 2 x10° M (W); 2 x 10 M (®); és a penicillin G-t 2 x MIC koncentracioban (#) az inkubacio
kezdetekor adtuk a korai-exponencialis novekedési fazisban levd, radioaktivan jelzett tenyészetéhez. A kontroll
kultarat (A) nem kezeltiik sem ionofor vegyiilettel, sem antibiotikummal. Az autolitikus aktivitast a sejtfalbol
felszabadulé N-acetil-(1-"H)-gliikézamin mérésével hataroztuk meg. Az abrazolt adatok harom fiiggetlen mérés

eredményeinek atlagat reprezentaljak.

Ezutan megmértiik, hogy a gramicidin D milyen hatassal van a citoplazma membran
elektrofiziologiai allapotara. Ehhez a kisérlethez a membranpotencialra (AY) szenzitiv
fluoreszcens festéket, a DiOCqg(3)-ot hasznaltuk (93). A mddszertani részben leirt eljarassal (111)
nyert protoplasztokat Osszekevertiik a karbocianin festékkel, megvartuk, mig a fluoreszcens
intenzitas beall egy megkozelitdleg allando értékre. A protoplasztok membranpotencial értékeit
mutatd abrak (28.b-31) bal szélén lathatd elsé szignal a DiOCg(3) festék alap fluoreszcens
intenzitdsa. Az igy elért fluoreszcens egyenstly ardnyos a sejtek AW értékével. (93). Mint az a
28.b abran lathatd, a csatornaképzd ionofor, a gramicidin D hozzaadasa a festék-protoplaszt
rendszerhez egy azonnali és nagyon szignifikdns fluoreszcens intenzitdsnovekedést produkalt. A
gramicidin D, mint egyértékii kationokra specifikus ionofér, szdmos ionnal (H', K', Na")
szemben is megvaltoztatja a plazmamembran permedbilitdsat (3). A gramicidin D ionoforral
torténd kezelés soran a festék fluoreszcens intenzitdsanak gyors ndvekedése a membran
depolarizaciojanak felel meg. Ezek az eredmények azt demonstraljdk, hogy a gramicidin D

varakozasainknak megfeleléen valoban depolarizalta AW-t, és a citoplazma membranon
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28. b abra: A DiOC¢(3) festék fluoreszcens intenzitasanak profilja (gerjesztés: 475 nm, emisszio: 510 nm) a
gramicidinnel kezelt S. griseus protoplasztokban. A protoplasztokat a korai-exponencialis novekedési fazisban levo

tenyészetbél preparaltuk. A vastagabb nyil a protoplasztok (W), a vékonyabb (1) a 10 M gramicidin D ad4sat

cre

oldalan levd els6 szignal a festék alap fluoreszcens intenzitasat mutatja.

A penicillin G hatasa a S. griseus NRRL B-2682 membranpotencial értékére

A penicillin G AY értékére kifejtett hatasat is tanulmanyoztuk a S. griseus torzsben. A
tobbi Streptomyces torzshoz hasonloan a S. griseus NRRL B-2682 esetén is viszonylag magas a
penicillin G minimalis inhibitor koncentracioja értéke (MIC) 64 pgml”. Ennek oka feltehetéleg a
Streptomyces torzsek penicillin-k6td fehérjéinek [-laktdm molekuldkkal szembeni csokkent
érzékenysége. Raadéasul, amint azt mar kordbban kozoltik, az altalunk vizsgalt torzs
membranhoz kotott B-laktamaz enzimmel is rendelkezik, ami viszonylag ritka a Streptomyces

fajok kozott (27).
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A S. griseus torzs sporait folyékony DM médiumban tenyésztettiik razoégépben 27 "C-on.
A korai-exponencidlis novekedési fazisban levd, kb. 10 oras koru sejtekbdl protoplasztokat
preparaltunk. Mivel a protoplasztok mar nem rendelkeznek sejtfallal, ezeket felhasznalva
lehetdvé valik a penicillin G azon hatasainak vizsgalata, melyek nem a sejtfalszintézis gatlasanak
masodlagos kovetkezményei. A DiOCq(3) festék oldatdhoz hozzaadtuk a protoplasztokat, a
fluoreszcens egyensuly bedllasa utan a penicillin G-t 2 x MIC-ban adtuk a festék-protoplaszt
rendszerhez. Mint a 29.a abran lathato, az elsé adag penicillin G csak kismértékii AY érték
valtozast eredményezett, majd kb. 1-1.5 perc mulva masodik dozis antibiotikummal kezeltiik a
protoplasztokat, ami tovabb csokkentette a membranpotencial értékét. Egy ijabb, harmadik adag
2 x MIC-ja penicillin G a fluoreszcens intenzitast fokozatosan emelte. A korai-exponencialis
novekedési fazisban levo sejtekbol preparalt protoplasztokhoz adott 2 x MIC penicillin G tehat a
dozisok szamatol fiiggd, fokozatosan novekvd, de csak részleges depolarizacidt okozott. A
penicillin G-t 2 x MIC dézisokban haromszor egymas utan adva a protoplasztokhoz, sem sikertilt
teljesen depolarizdlni a plazmamembrant, ugyanis a gramicidin D-t adva ezekhez a
protoplasztokhoz, tovabbi fluoreszcens intenzitasndvekedést tudtunk kivaltani. A 29.a és 28.b
abrakat 6sszehasonlitva az is lathato, hogy a penicillin G-vel is kezelt mintdkban a gramicidin D-
vel indukélt depolarizacid kinetikaja kiilonbozik az antibiotikummal nem kezelt kontroll

mintadkban mért depolarizécio kinetik4ajatol.
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29. a dbra: A 2 x MIC-ban adott penicillin G és a 10 M gramicidin D hatésa a korai-exponencialis novekedési
stadiumban levé micéliumokbol izolalt S. griseus protoplasztokra. A protoplasztok adasat a vastag nyil jelzi (W), a
penicillin G-t (PG) és a gramicidint (Gr) a vékony nyillal (1) jelzett id6pontokban adtuk

a festék-protoplaszt rendszerhez.

Ezutdn megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6zé koncentracioban adott penicillin G hogyan
befolyasolja a protoplasztok membranpotencial értékét. igy a kovetkezd kisérletben a penicillin
G-t 5 x MIC-ban adtuk a fiatal koru protoplasztokhoz, a 29.b abra mutatja, hogy a penicillin G
membrant depolarizald hatasa koncentraciofiiggést mutat. A penicillin G 5 x MIC
koncentracioban nagyobb csokkenést okozott a AY értékében, mint a 2 x MIC-ju penicillin G
(29.a és 29.b abra), raadasul a nagyobb koncentraci6éji antibiotikumbol adott masodik dozis
szinte teljesen depolarizalta a membrant. A két eltéré dozisu penicillin G-vel kezelt mintdkban a
depolarizacio kinetikéajat 6sszehasonlitva lathatd, hogy a masodik 5 x MIC-ju penicillin G dézis
a fluoreszcens intenzitds egyenletes, de elnyujtott, lassabb novekedését eredményezte, mint az
elsd adag antibiotikum. A masodik nagy do6zisu penicillin G adasat kovetéen adott gramicidin D
mar csak kis mértékben tudta tovabb depolarizalni a protoplasztok AW-ét, és a depolarizacio

kinetikdja is szabalytalan lefutdsu (29.b abra).
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29. b abra: A penicillin G koncentraciofliggd hatasa. A nagy dozisa, 5 x MIC-ju penicillin G (PG, 1) ismételt
adasanak hatasa a S. griseus protoplasztjaira. A szélesebb nyil (W) a korai exponencialis fazis micéliumaibol izolalt
protoplasztok festék torzsoldathoz valo adésat jelzi. Az antibiotikum adasat kovetéen (PG, 1) a 10 M gramicidin D
adasanak id6pontjat a vékony nyil jelzi (Gr, ). A AY értékeiben bekovetkezett valtozasokat a DiOCe(3) festék
molekula fluoreszcens intenzitdsanak mérésével hataroztuk meg, a fluoreszcens intenzitds novekedése a AY

depolarizaciojanak felel meg.

Jol ismert, hogy a B-laktdm antibiotikumok csak az exponencialis-ndvekedési stadiumban
levd sejtek lizisét indukaljak (135). Ezzel a megfigyeléssel dsszhangban mi is azt tapasztaltuk,
hogy a penicillin G depolarizalé hatasa korfiiggést mutat. Folyékony DM taptalajon ndvekvo,
korai-exponencialis ndvekedési stadiumban levé sejtekbdl nyert protoplasztokat tovabb
inkubaltuk gliik6zzal és kazein hidrolizatummal kiegészitett P-médiumban. A inkubalas kb. hét
oran keresztiil tartott, majd ezeken az iddsebb kort protoplasztokon is megvizsgaltuk a penicillin
G hatasat. Ahogy ez a 30.a dbran lathatd, a penicillin G-nek még 5 x MIC-ban sem volt hatasa a
valamelyest megemelte a fluoreszcens intenzitast. A 29.b és a 30.a abrakat Gsszehasonlitva
lathato, hogy a nagy dozisu antibiotikum ismételt addsa az idésebb koru protoplasztok A'Y-nek

sokkal kisebb mértékii depolarizacidjat okozta, mint a fiatal kort protoplasztok esetében.
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30. a abra: A penicillin G novekedési fazistol fiiggd hatasa a S. griseus AW értékére. A S. griseus késoi
exponencialis novekedési stadiumu sejtjeibdl preparalt protoplasztok DiOCq(3) oldatdhoz torténd adasat a vastagabb

nyil mutatja (W). Az 5 x MIC-ji penicillin G-vel egymas utan haromszor kezeltiik a mintankat (PG 1).

A penicillin G depolarizald hatdsanak csokkenése nem lehet annak a kovetkezménye,
hogy a protoplasztok a hosszabb inkubalas soran elpusztultak, hiszen a penicillin G 5 x MIC-ju,
ismételt adagolasa utdn a gramicidin D az iddsebb koru, 17 o6ras protoplasztokon is
szignifikansan csokkentette a membranpotemcial értékét (30.b dbra). A penicillin G 1d6sebb
sejtekkel szembeni csokkent hatékonysaganak egyik lehetséges magyarazata, hogy ezek a sejtek
sokkal magasabb -laktamaz enzim aktivitassal rendelkeznek, mint a fiatal sejtek (27), aminek

kovetkeztében a protoplasztokhoz adott antibiotikum jelentds részét elhidrolizaljak.
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30. b abra: A gramicidin D hatasa a penicillin G-vel kezelt idds kora protoplasztok membranpotencialjara. A
protoplasztokat kétszer egymas utdn 5 x MIC-j penicillin G-vel kezeltiik (PG 1), majd 10° M gramicidin D-t
adtunk a mintakhoz (Gr ).

Kovetkezd kisérletiinkkel megprobaltuk ellendrizni ezt a lehetdséget. A 17 oras kort
protoplasztokat a penicillin G-vel torténd kezelés eldtt a B-laktaméaz inhibitor klavuldnsavval
elékezeltiik. A 30.c abran lathato, hogy a klavuldnsav 10 M koncentraciéban 6nmaga is
kismértékli depolarizaciot okozott. Azonban a klavulansav alkalmazasa sem fokozta i1dds
sejteken a 5 x MIC-ju penicillin G AW-re kifejtett hatasat. A penicillin G-nek ez a ndvekedési
stadiumtol fliggd in vitro hatasa a S. griseus protoplaszt sejtjeire jol korrelal az antibiotikum in

vivo ndvekedési fazis fiiggd hatékonysagaval (136).
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30. ¢ abra: A klavulansav (10 M) és a penicillin G (5 x MIC) hatasa a kés6i-exponencialis névekedési fazisbol

izolalt protoplasztokra. A vékony nyil a klavulansav (ClI !) és a penicillin G (PG 1),
a vastagabb nyil a (W) protoplasztok adasat jelzi.

A B-laktamaz aktivitds mar a csirdzas utan is detektalhat6 a S. griseus membranjaban, és
mennyisége egyenletesen novekszik az életciklusa folyaman (27). Igy elvileg az is lehetséges,
hogy nem maga a penicillin G, hanem ennek elbontott, biologiailag inaktiv szdrmazéka a
penicilloesav befolyédsolja a AW értékét. Megprobaltuk megvizsgalni ezt a lehetdséget is, igy a
kovetkezd kisérletben a penicillin G elhidrolizalt szarmazékanak, a penicilloesavnak a S. griseus
protoplasztjainak membranpotencialra kifejtett hatasat teszteltilk a korabbi mérésekkel azonos
koriilmények kozott. A penicilloesav még igen nagy, 10 M koncentracioban sem depolarizalta a
S. griseus protoplasztjainak a AY értékét. Parhuzamos kisérletekben vizsgaltuk a penicillin G
biologiailag inaktiv alkotdjanak, a 6-amino-penicillinsavnak, valamint a penicillaminnak a
hatasat is. Ezek a komponensek azonban még nagy doézisban hosszabb inkubdcié utan sem
valtoztattdk meg a protoplasztok membranpotencialjat. Ezeket az eredményeket itt nem

abrazoltuk.



Eredmények 98

Az ampicillin és cefalosporin antibiotikumok hatasa a S. griseus

protoplasztjainak AW értékére

Mivel a baktériumsejtek lizisét nemcsak a penicillin G-vel lehet indukalni, hanem mas -
laktam vegyiiletekkel is, mint pl. a penicillin és cefalosporin szdrmazékok, ezért kiilon-kiilon
megvizsgaltuk az ampicillin, valamint az elsd, masodik és harmadik generacids cefalosporinok —
cephaloridin, cefamandol és cefotaxim — hatdsat is. A S. griseus torzs sporait folyékony DM
médiumban tenyésztettiik 27 °C-on, és a 10 oras kultirabol a modszertani részben leirt protokoll
szerint protoplasztokat izolaltunk, hogy a P-laktam szerkezetli vegyiiletek sejtfalszintézis
gatlastol fliggetlen hatasat vizsgalhassuk.

Els6 kisérletiinkben a penicillin szarmazék ampicillint 50 pgml” dézisban adtuk a
DiOCq(3) festék-protoplaszt rendszerhez (31.a 4bra), am ilyen koncentracioban az ampicillin
csak nagyon kismértékben depolarizalta a protoplasztok AW értékét, a masodik és harmadik
intenzitast. Az ampicillin kezelést kovetden a gramicidin D 10° M koncentracidban a

protoplasztok membranjanak azonnali, szignifikans depolarizaciojat okozta.
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31. a abra: Az ampicillin hatasa a korai-exponencialis ndvekedési stadiumi micéliumokbol preparalt protoplasztok
AW-re. Az antibitikumot 50 pg/ml koncentracioban ismételten adagoltuk a mintahoz (Am !).

A vastag nyil (W) a prototoplasztok, az utolsé vékony nyil (1) a gramicidin D adasat mutatja.

A kovetkezOkben az elsd generacids cephaloridin membranpotencialra kifejtett hatasat
teszteltiik az eldbbivel azonos koriilmények kozott. Az egyensulyi fluoreszcensintenzits
beallasat kovetden a cephaloridint négyszer egymas utan, 50 pgml™ koncentraciokban adagolva
a festéket és protoplasztokat tartalmazé mintdhoz, az antibiotikum alig csokkentette a

membranpotencial értékét (31.b 4abra). A gramicidin D a cephaloridin kezelést kovetden

jelentésen depolarizalta a protoplasztok AW-ét.
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31. b abra: A cephaloridin hatasa a fiatal S. griseus sejtekbdl izolalt protoplasztok membranpotencialjara. A 50

A vastag nyil (W) a prototoplasztok, az utolsé vékony nyil (1) a gramicidin D adasat mutatja.

Egy ujabb kisérletben a masodik generacios cefamandol hatasat is megvizsgaltuk hasonlo
fiatal protoplasztjait, az ismételten adagolt dozisok egyenletesen, de csak kismértékben novelték
a fluoreszcens intenzitast (31.c abra). A gramicidin D ebben az esetben is jelentds depolarizald
agensnek bizonyult az antibiotikum kezelést kovetden. Az el6zdkkel teljesen azonos rendszerben
teszteltiik a harmadik generacids cefalosporin, a cefotaxim hatisat is a S. griseus korai-
exponencialis novekedési fazisban levo sejtjeibdl izolalt protoplasztokra. Kisérleti eredményeink
azt mutatjak, hogy a cefalosporinok koziil a cefotaxim csokkentette leghatékonyabban a
protoplasztok AW-ét (31.d abra), bar egyik B-laktam vegyiilet sem volt olyan j6 depolarizalo

agens, mint a penicillin G.
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31. ¢ abra: Az 50 pg/ml koncentracioban, ismételten adagolt cefamandol hatasa a korai-exponencialis novekedési
stadiumban levé micéliumokbol izolalt S. griseus protoplasztokra (Cm ). A vastag nyil (W) a prototoplasztok,

az utols6 vékony nyil (1) a gramicidin D adésat mutatja.
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31. d abra: A cefotaxim hatasa a korai-exponencialis ndvekedési stadiumu S. griseus micéliumabdl preparalt
protoplasztok AW-értékére. A cefotaximot négyszer egymas utan, 50 ugm™ koncentracioban adtuk a mintdkhoz.

(Ct 1). A vastag nyil (W) a prototoplasztok, az utolsé vékony nyil (1) a gramicidin D ad4sat mutatja.

A penicillin G litikus hatasanak potencirozasa ionofor vegyiiletekkel

Mint korabban leirtuk, a gramicidin D megndvelte a S. griseus sejtfalabol a radioaktivan
jelzett sejtfal fragmentumok felszabaduldsat. Ennek az eredménynek az alapjan azt
feltételezhetjiik, hogy az ionofor indukalja a sejtfal autolizisét. Amikor a penicillin G-t és a
gramicidin D-t egylitt adtuk a S. griseus korai-exponencialis novekedési fazisban levd
kultirajahoz, a gramicidin D nem fokozta a penicillin G lizist okoz6 hatasat. Mivel mind a két
vegylilet reprodukalhatéan depolarizalta a protoplasztok membranjat, a lizist erdsitd
kolcsonhatasuk hidnyat azzal magyarazhatjuk, hogy a gramicidin D és a penicillin G ugyanazon

a mechanizmuson keresztiil indukaljak a lizist.
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KISERLETI EREDMENYEK MEGBESZELESE

A B-laktamaz enzim vizsgalata a S. griseus NRRL B-2682 torzsben

és a spol” nem sporaz6é mutansban

A f-laktamaz enzim termelés alakuldsa az életciklus soran

A B-laktamaz enzim termelddését tanulmanyozva kimutattuk, hogy a S. griseus NRRL B-
2682 vad tipusu torzsben a B-laktamaz enzim membranhoz kotott és szekretalt formaja egyarant
megtalalhato, mig a nem sporazo, spontdn mutans spol” torzsében csak a membranba lokalizalt
enzimaktivitds mérhet6. A B-laktaméaz enzim termelését Gsszehasonlitva a két torzs életciklusa
folyaman, a kovetkezd érdekes megfigyelést tettiik. A vad és a mutans torzs esetében is eldszor a
membranhoz kotott formaban jelenik meg az enzim, mér az 5 oras sejtekben, a csiracsdovek
kialakuldsa utan mérheté a [-laktamaz aktivitds. A membrdnhoz kotott enzim specifikus
aktivitdsa az 5 oras sejtekben kb. 0.0085 egység / mg protein, és kb. 6-7-szeresére nd a stacioner
novekedési szakaszra. Kovetve a membranhoz kotott enzim aktivitasdnak idObeli valtozasat
lathatjuk, hogy a membranba lokalizalt enzim specifikus aktivitasa is koriilbeliil azonos a két
torzsben. Az extracellularis enzimaktivitds csak a sporazéd torzsben, és csak késobb, a késoi-
exponencialis novekedési szakaszban levd tenyészetben jelenik meg. Az extracellularis enzim
specifikus aktivitdsa kezdetben nagyon alacsony, megkozelitéleg 0.0006 egység/mg protein, €s
kb. nyolcszorosara emelkedik a stacioner novekedési fazis végére. Ezzel szemben a nem
sporulald torzs egyaltalan nem valasztja ki a B-laktamaz enzimet az extracellularis térbe, a torzs
egész ¢életciklusa folyaman csak a membranban taldlhatd enzimaktivitas. Bar a 40 6ras spol
tenyészetének fermentlevében megjelenik egy alacsony P-laktaméz aktivitas, (0.001 egység /
mg protein), de szerintlink ez mar a sejtek lizisének a kdovetkezménye.

A Streptomyces torzsekbol eddig izolalt B-laktamdz enzimek mind Kkonstitutivan
szintetizalt, extracellularis enzimek, tudomasunk szerint ez az els6 membranhoz Kkotott

enzimforma, amit Streptomyces fajokban kimutattak.

A [-laktamaz enzim szekrécio valtozasa a differencialodas befolydsolasaval
tapasztaltuk. A DM folyékony téptalajban tenyésztett spol” térzsben az 5 6ras sejtekhez adott 80
pgml' AF visszaallitotta a normal differencialodast, raadasul a spoérak megjelenésével

parhuzamosan az enzim kivalasztodott az extracellularis térbe, s ezzel parhuzamosan csokkent a
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membranhoz kotott enzim mennyisége, mikozben a tenyészetben a teljes B-laktaméz aktivitas
valtozatlan maradt. A mutans torzs altal szekretdlt enzim specifikus aktivitdsa kb. fele, az
ugyanilyen kora vad tipusu torzs tenyé€szetében meghatarozott specifikus aktivitdsnak. Teljesen
azonos eredményeket kaptunk két mdsik, nem spordz6 spontdn mutins a spo2” és spo3” torzs
esetében is. Ezen eredményeink alapjan feltételezziik, hogy S. griseus-ban a B-laktamaz enzim
extracellularis térbe torténd kivalasztasa szorosan kapcsolt a differencidlodasi folyamattal.

El6z6 feltételezéslink aldtdmasztdsara megvizsgaltuk, valtozik-e a B-laktamaz enzim
termelése és lokalizacidja, ha gatoljuk a vad tipust torzsben a sporazast. A DM taptalaj 0.5 %
CH-mal torténd kiegészitése meggatolta a S. griseus sporaképzését, és elmaradt a B-laktamaz
enzim fermentlébe torténd szekrécidja is. Ezekben a tenyészetekben csak a membranhoz kotott
enzimaktivitast tudtuk kimutatni. Teljesen azonos eredményeket kaptunk, ha egy masik
gatloszert hasznaltunk. 15 uM m-APBA (a NAD™ glikohidrolaz és az ADP-riboziltranszferdz
enzimek gatloszere) szintén represszalja a torzs differenciadlodasat, és az igy gatolt tenyészet
extracellularis terében sem volt mérhetd az enzimaktivitds, csak a membranba lokalizalt
enzimforma volt kimutathatd. Osszefoglalva tapasztalatainkat lathatd, hogy olyan tenyésztési
koriilmények kozott, ahol gatoltuk a spoérazast, a B-laktamdz enzim nem szekretdlodott. Ha
viszont a nem sporazé6 mutans torzset AF-ral sporulacidra birtuk, a spordk megjelenésével
parhuzamosan a torzs kivalasztotta a fermentlébe az enzimet. Ezek az eredmények aldtdmasztjak
kiindulasi hipotézisiinket, hogy a S. griseus torzsben a B-laktamaz enzim extracellularis térbe

torténé szekrécidja szorosan kapcsolt a differencialodasi folyamattal.

A globomycin hatdasa a S. griseus torzs f-laktamdz enzim produkciojara
A globomycinnek, mint a membranhoz kotott lipoproteinek ,,processzingjét” katalizalo

szignal-peptidaz II enzim specifikus gatloszerének, a vad ¢és a mutans torzsek [-laktamaz

crer
crer

crer

Raadasul globomycinnel kezelt tenyészetében a kontrollhoz (vad tipusu torzs globomycinnel
nem kezelt tenyészete) képest hamarabb, mar 30 éras korban lathatéak a sporak. Erdekes modon
ez egyezik azzal az idOponttal, amikor megemelkedik az enzimaktivitds is az extracellularis
térben. Ezek a megfigyelések megegyeznek a Nielsen és mtsai altal B. licheniformis-ban, és B.
cereus-ban kozolt eredményekkel (101, 102). Hasonléan a spoérdzd torzsben kapott

eredményekhez, a globomycin a nem sporazé mutdns torzsben is kivaltotta az enzim
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crcr

kotott enzim mennyiségét.

Ennek a jelenségnek a kovetkezd magyardzatat adhatjuk. A szignal-peptidaz II enzim
gatlasa miatt elmarad az N-termindlis szignal peptid megfeleld ,,processzingje”, s ennek
kovetkeztében nem képzddik az N-termindlison szabad amino-csoporttal rendelkezd cisztein.
Mivel az enzimet a membranhoz rdgzitd zsirsav a diacil-glicerinnel modositott cisztein amino-
csoportjahoz kotddne, elérhetd akceptor hely hidnydban ez a lipid mdédosulds nem torténik meg,
ennek eredményeképpen a modositatlan B-laktamdz enzim kikeriil az extracellularis térbe.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a S. griseus torzsben a B-laktamaz enzim prelipoproteinként
szintetizalédik, és az enzim poszttranszlacidosan modositott alakja kotddik a membranhoz, és az

¢letciklus késébbi szakaszaban keriil ki az extracellularis térbe.

A B-laktamaz enzim N-terminalis szekvencidjanak a meghatarozasa

Kidolgozva azokat a tenyésztési koriilményeket, amelyek mellett a legmagasabb
extracellularis enzimprodukcio érhetd el, és amelyek kedvezdek a tisztitds szempontjabdl is, a 3-
laktamaz tisztitdsdhoz az E9 taptalajban gliikdz szénforras mellett ndvesztett tenyészet bizonyult
a legalkalmasabbnak. Az extracellularis enzimet a 48 oras tenyészet fermentlevébdl izolaltuk,
mig a membranhoz kotott format a GC médiumban tenyésztett, 24 oras kultarakbol tisztitottuk
meg. Az izolalas soran a megfelelden eldkészitett enzimpreparatumot az elsd 1épésben FPLC
MonoP H 5/25 kromatofokuszalo oszlopon tisztitottuk. A vad tipust tdrzs membranjabdl és az
extracellularis terébdl, illetve a mutins torzs membranjabdl izoldlt B-laktamdz enzim IEP-ja
egyarant pH 7.2-nek adodott. Kovetkezo 1épésben Waters SW 200 gélsziir6 oszlopon tisztitottuk
tovabb a fehérjéket, az oszlop molsuly-standardekkel valo kalibracidja alapjan valamennyi
enzimforma kb. 31 kDa molekula tomegiinek bizonyult. A [B-laktamaz aktivitast mutatd
frakciokat bekoncentraltuk, és a kozel homogén mintakat az ultrasziirést kovetéen megfutattuk
13 %-o0os SDS-PAGE-n, amely szintén 31 kDa tomeglinek mutatta az altalunk izolalt, de
eredetileg eltérd lokalizacidju B-laktaméaz enzimeket. Az SDS gélbdl a fehérjéinket atblottoltuk
ProBlott™ membranra, a Comassie-brilliant-blue-val festett blottrol a kovetkez6 aminosavakat
mutattuk ki az extracellularis enzim N-terminalisain: AAADIPIANVNA. Ezt a szekvenciat
hasonlitottuk BLAST Search Swiss-Prot / TrEMBL adatbéazisokban levo fehérjék aminosav
szekvencidival, s ez alapjan az altalunk meghatarozott szekvencia egy masik S. griseus t6rzsbol
izolalt D-aminopeptiddz enzim N-termindlis szekvencidjaval (APDIPLANVKA) mutat
nagyfoku, 81.8 %-os homologiat (us.expasy.org/cgi-bin/blas.pl?sequence). Ez a D-
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aminopeptidaz enzim az = M28  peptiddiz  csalad B alcsaladjdba  tartozik
(meropslinks.iapc.bbsrc.ac.uk). Tovabbi, de kisebb szekvencia hasonlosagot taldltunk még mas
Streptomyces fajok (S. coelicolor, S. avermitilis) feltételezett D-aminopeptiddz enzimével is. A
B-laktamaz enzim D-aminopeptiddzzal mutatott hasonlésdga nem meglepd, hiszen Asano és
munkatarsai Ochrobactrum anthropi-bdl olyan D-aminopeptiddzt izolaltak, amelynek primer
szekvencidja [-laktamaz enzimhez hasonlit, miikodése [-laktdm szerkezetli vegyiiletekkel
gatolhato, de maga az enzim nem mutat 3-laktamdz aktivitast. (6). Ugyanez a munkacsoport B.
cereus-ban olyan D-sztereospecifikus endopeptidaz enzimet mutatott ki, ami penicillin G-vel és
ampicillinnel szemben [-laktamdz aktivitdst mutat, nincs D-aminopeptidaz aktivitasa, ¢és
els6dleges szerkezete S. lactamdurans és B. cereus PBP-jéhez, és egyes C-osztalyl [-
laktamazokhoz hasonlit. Tulajdonképpen a B-laktamaz enzimet, a D-aminopeptiddz enzimet és a
PBP-ket ezen hasonld tulajdonsagaik, és az altaluk katalizalt reakciok hasonlosaga alapjan
penicillin felismerd enzimek szupercsaladjaba soroljak (7). Az éltalunk izolalt B-laktaméz enzim
azonban nem mutat D-aminopeptiddz aktivitast.

A membranhoz kotott enzimek esetében nem sikeriilt azonositani az N-terminalis

aminosavakat, feltehetéen ez a régid blokkolt volt a szekvenalashoz.

A S. griseus NRRL B-2682 és a spol” torzs B-laktamaz enzimének jellemzése

A Samuni-féle spektrofotometrids moddszerrel vizsgdlva a kiilonb6zé P-laktam
antibiotikumok bontasat, a benzilpenicillin bizonyult a legjobb szubsztratnak mindegyik
enzimforma esetében, igy ehhez viszonyitottuk a tobbi szubsztrat bontasanak a sebességét.
Azonos reakci6 1d6 és azonos koriilmények mellett az ampicillinnek kb. 90 %-at bontotta el az
enzim, a cefalosporinok koziil a masodik generacids cefamandolt hidrolizalta legjobban a [3-
laktaméz, &m ennek is csak kb. a 18 %-at, mig a 3. generacids cefalosporinokat egyaltalan nem
bontotta el. Ezen eredmény alapjan feltételezziik, hogy a S. griseus térzsbol penicillinaz tipust
enzimet izolaltunk. Osszehasonlitva ezeket az eredményeket a torzsben ezekre a P-laktdm
vegyiiletekre korabban meghatarozott MIC értékekkel, nagyon jo egyezést talaltunk, hiszen a
benzilpenicillin MIC értéke a legmagasabb, 64 pgml’', az ampicilliné ennek a fele, a
cefamandolé 8 pgml™, mig a cefotaximé 4 pgml™.

A kiilonbozd lokalizacioji enzimek ismert B-laktaméaz gatlo vegyliletekkel szembeni
érzékenységét tanulmanyozva az 1 mM m-APBA mutatta a legerdsebb inhibitor hatast, a NC

bontas sebességét kb. a felére csokkentette. A p-CMB-vel szemben szintén érzékenynek
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mutatkozott valamennyi enzimforma, a p-CMP gatlo hatasat ekvimolaris mennyiségli cisztein
megsziintette. Az EDTA egyaltalin nem befolyédsolta az enzimmiikodést, tehat nem
metalloenzimet izolaltunk. Mivel a cloxacillin sem gétolta a 3-laktamaz miikddését, az enzimnek
nem szubsztratja az oxacillin. Osszességében ezek az eredmények arra utalnak, hogy az izolalt B-
laktamaz enzimek aktiv centrumaban szerin aminosav talalhato, és katalitikusan fontos a cisztein
aminosav jelenléte. Az irodalmi adatok alapjan az ismert 3-laktaméz enzimeknek kozel a felében
szerin taldlhat6 az aktiv centrumban, ide tartoznak az A, C és a D osztalyl enzimek (25).

Dixon mddszerrel mérve, a jol ismert [-laktamaz gétld vegyiiletek kiilonb6zd
enzimformakra vonatkozd K értékét, a klavulansav K értéke bizonyult a legkisebbnek (4 umol),
a szulbaktam is erds gatlohatast mutatott (K; kb. 10 umol). A cloxacillin €és az aztreonam, ami
elsdsorban a cefalosporinaz tipusti enzimek jo gatloszere, kevésbé volt hatassal a B-laktamaz
enzim mitkddésére. Mindez aldtdmasztja azt a feltételezésiinket, hogy a S. griseus torzs B-
laktamdz enzime penicillinaz tipust.

Osszefoglalva eddigi eredményeinket lathatd, hogy a vad tipusa S. griseus torzs
tenyészetének fermentlevébdl, illetve a membranbol nyert B-laktaméaz enzime, és a spol” torzs
membranhoz kotott enzime a benzilpenicillint bontotta a legnagyobb mértékben, és a tobbi -
laktam szerkezetli vegyiiletet hasonld mértékben hidrolizaltak az enzimek. Kisérleteink szerint
valamennyi enzimforma m-APBA-val ¢s p-CMB-tal volt jelentdsen gatolhato, a kiilonbozé B-
laktamaz gatld vegyiiletekkel szemben megallapitott K; értékek is megkozelitdleg azonosnak
bizonyultak a kiilonb6zd enzimformak esetében. Mivel az eltéréen lokalizalt enzimeknek
valamennyi kisérletesen megallapitott jellemzdje (szubsztrat profil, enzimgatlas, Kj, IEP,
molekula tomeg) azonosnak bizonyult, feltételezziik, hogy a S. griseus NRRL B-2682 torzs
membranhoz kotott illetve az extracellularis térbdl izoldlt B-laktamaz enzime ugyanannak a
fehérjének eltérden processzalt formaja.

Az altalunk megvizsgalt enzimmiikddésre jellemzd paramétereket figyelembe véve a S.
griseus NRRL B-2682 torzs és a spol” mutans [-laktaméz enzime a klasszikus besorolas szerint
az A osztalyu B-laktamaz enzimek csoportjaba sorolhato (25), a legujabb rendszerezést kovetve

pedig a B-laktamdz enzimek 2. csoportjaba, ezen beliil is a 2.a alcsoportba tartoznak (18).
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A B-laktamaz enzim szekrécidjanak vizsgalata a S griseus NRRL B-2682 torzsben

A baktériumoknak érzékelnitik kell a kornyezetiikben végbemend valtozasokat, és ennek
megfelelden modositani a génexpresszidjukat. A baktériumok rendelkeznek olyan
homeosztatikus mechanizmussal is, ami a sejthatar integritasat ellenérzi. Ennek egy jol ismert
példaja a Gram-negativ baktériumok tobbségében megtalalhatd6 AmpC B-laktaméz indukcioja,
amit a muropeptidek intracellularis koncentracidja szabalyoz (64, 114). Ezen ismeretek
birtokdban tanulmanyoztuk a [-laktamaz enzim termelése ¢és a sejtfal bioszintézis /
metabolizmus kozott fennalld lehetséges kapcsolatot a S. griseus tOrzsben. A tisztitott és
autolizinnel emésztett sejtfalfragmentek, a sejtfal-analog tripeptid Ac,-L-Lys-D-Ala-D-Ala, és a
penicillin G hatasat vizsgalva a S. griseus B-laktamaz produkciodjara, igazan érdekes eredményt
kaptunk. A sporazast represszald koriilmények mellett (0.5 % CH-mal kiegészitett taptalaj)
tenyésztett vad tipusu S. griseus torzs tenyészetéhez, MIC-nél kisebb koncentracidoban adott
hogy a [-laktamdz enzim termelése nem indukdlodott ilyen feltételek mellett ndvesztett
tenyészetekben sem. Teljesen azonos, tehat sporazast gatlo feltételek mellett tesztelve a tisztitott
¢s autolizinnel emésztett sejtfalfragmentek, és a sejtfal-analdg tripeptid az Ac,-L-Lys-D-Ala-D-
Ala B-laktamdz enzimprodukcidra gyakorolt hatasat, az elézével megegyezd megfigyelést
tettiink. A spdrazasban gatolt, de a felsorolt vegyliletekkel nem kezelt kontroll tenyészetekkel
ellentétben ezekben a tenyészetekben is megjelent az enzimaktivitds az extracellularis térben. A
tisztitott és autolizinnel emésztett sejtfalfragmentek, az Ac,-L-Lys-D-Ala-D-Ala valamint a
penicillin G hatasat 6sszehasonlitva lathatjuk, hogy az enzimszekrécidoban az Ac,-L-Lys-D-Ala-
D-Ala hatdsara kovetkezett be a legnagyobb novekedés, de jelentds mértékben emelkedett az
extracellularis térben mérhetd penicillindz aktivitas a sejtfalfragmentek, és a penicillin G hatasara
is. Bar ezeket a vegytileteket eltérd koncentracidban adtuk a tenyészethez, lehetségesnek tartjuk,
hogy fizioldgias jelentdsége van a tripeptid hatasanak.

Annak bizonyitasara, hogy az extracellularis térben megemelkedett B-laktamaz aktivitas
nem a sejtek lizisének a kovetkezménye, megmértiik a szigortian intracellularis elhelyezkedésii
GS aktivitast is a S. griseus tenyészetek fermentlevében, s itt a GS aktivitas egyik esetben sem
volt kimutathato.

Ezek az eredmények megerdsitik korabbi feltételezésilinket, miszerint a S. griseus NRRL
B-2682 torzs P-laktaméaz enzime konstitutivan szintetizalt fehérje. Ezen tények alapjan gy

gondoljuk, hogy a sejtfal fragmentek/prekurzorok mennyiségének megemelkedése, ha nem is
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kozvetleniil erre a folyamatra hatva, de kozvetett szignalként fontos faktora a B-laktamaz enzim

lokalizacidjanak meghatarozéasaban.

A S griseus NRRL B-2682 torzs morfologiai differencialodasanak befolyasolasa

A sejtfalfragmantek / prekurzorok és a PB-laktam vegyiiletek p-laktamédz szekréciora
gyakorolt hatasat vizsgalva érdekes ¢és meglepd jelenséget figyelhettiink meg. Ezen vegyiiletek
hatasara ugyanis jelentds morfologiai valtozas kovetkezett a S. griseus vad tipust torzsének
penicillin G hatasara megjelentek a légmicéliumok, majd ennek csticsan a spérdk is a
sporazasaban gatolt feltételek mellett levo szilard felszinii tenyészetben. A 6-APA-nak, mint a
penicillin inaktiv prekurzoranak a hasonlo feltételek mellett novesztett tenyészetben egyaltalan
nem volt hatasa a differencialédasra.

Szilard felszinli kultardkban mas B-laktam antibiotikumok (ampicillin, cefaloridin)
hatdsat vizsgalva agar diffuziés moddszerrel hasonld eredményeket kaptunk, ezek az
antibiotikumok MIC alatti koncentracioban szintén kivaltottdk a légmicéliumok és a sporak
képzddését. Folyékony taptalajban, 0.5 % CH mellett, tehat sporazast gatld feltételek kozott
novo tenyészetekkel végzett kisérleteink teljes mértékben azonos eredményeket szolgaltattak.
Figyelemreméltd, hogy ezek a vegyliletek csak a fiatal, korai-exponencialis ndvekedési
szakaszban levO sejtekhez adva befolyasoltak a torzs differencidlodast, idésebb tenyészetekre
hatastalannak bizonyultak.

A sejtfal prekurzor D-Ala-D-Ala, az Acy-L-Lys-D-Ala-D-Ala és a NAM vegyiiletekkel
agardiffuziés modszerrel, illetve az adjuvans peptiddel és a tisztitott és autolizinnel emésztett
sejtfalfragmentekkel mélytenyészetben kapott eredmények megerdsitik azt a hipotézisiinket,
hogy a sejtfal prekurzorok koncentracid valtozasa szignalként szolgalhat a differencialodas
szabalyozasaban. Ezeknek a vegylileteknek a tesztelése ugyanis az el6zdkkel azonos eredményt
hozott, valamennyi vegyliletfelfiiggesztette a CH gatld hatasat, és visszadllitotta a sejtek
sporatermeld képességét szilard és mélytenyészetekben egyarant. Hasonloan a [-laktam
szerkezetli vegyliletekhez, a sejtfal prekurzorok morfologiat megvaltoztatd hatdsa szintén
¢letciklus fliggést mutatott, csak korai-exponencialis novekedési fazisban levd tenyészetekhez
adva bizonyultak hatasosnak.

Valamennyi eredményiink Osszhangban van legutobb megjelent irodalmi adatokkal is,
amelyek szerint a korabbi feltételezésektdl eltérden a B-laktamdz enzimnek szerepe lehet a

sejtfalszintézisben és a morfoldgia kialakitasdban. Nocardia lactamdurans torzsben a 3-laktamdz
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gén megszakitdsa ugyanis azt mutatja, hogy a B-laktamaz gén nem esszencialis a cephamycin

crer

crer

AmpC B-laktamdz és az ehhez hasonl6 AmpH fehérjében mutans sejtekben megnd a morfologiai

aberraciok gyakorisaga, megvaltozik a sejtek alakja és atmérdje (132). E. coli-ban nemrégiben

crer

crer

Eredményeink alapjan 0gy tlinik, hogy a S. griseus esetében is befolyasolhatja a
differenciadlodas folyamatat a sejtfal prekurzor molekuldk extra/intracellularis szintje,
feltételezhetden a sporuldciés folyamat inicidldsdnak szignaljaként szolgalhat. A normal
differencidlodési folyamat ,,visszaallitdsa” pedig kivaltja a B-laktamaz enzim extracelluldris térbe
torténd szekrécigjat is. Valdszinill, hogy a baktérium sejtek a peptidoglikan turnover-t, mint egy
altalanos jelzérendszert hasznaljdk arra, hogy informdéciot kapjanak a peptidoglikan aktudlis
allapotarol.

Erdekes eredményt hozott azoknak a sejtfal bioszintézisét gatld anyagoknak a vizsgalata,
amelyek a peptidoglikdn bioszintézis korabbi 1épéseit gatoljak. Az agar-diffuziés modszerrel
vizsgalt antibiotikumok -vancomycin, bacitracin, cikloszerin, foszfonomycin- koziil csak a
vancomycin allitotta vissza kor-, és koncentracio-fiiggé moédon a légmicélium és sporaképzést. A
vancomycin ugyanis a még nem keresztkotott peptidoglikan D-Ala-D-Ala végzddéséhez kotddve
megakadalyozza az 01j sejtfal prekurzor egységek beépiilését a sejtfalba. Ennek kovetkeztében

megemeli a sejtfal prekurzorok szintjét a sejtben (116).

A gramicidin D ionofor és a penicillin G hatasa a peptidoglikan sejtfal turnover-re

a 8. griseus torzsben

Kisérleteink masodik részében a peptidoglikan sejtfal B-laktam vegyiiletekkel kivaltott
autolizisét tanulmanyoztuk S. griseus torzsben. A korai-exponencialis novekedési fazisban levd
sejtek murein rétegét [*H]-N-acetilgliikozaminnal jeldltik. A jeldlt sejtek tenyészetét gramicidin
D ionofor illetve parhuzamos kisérletekben penicillin G jelenlétében inkubalva, a jelolt sejtfal
fragmentek felszabadulasdnak megemelkedését tapasztaltuk, ami a sejtfal lizis megndvekedését
jelzi. A gramicidin D-vel kezelt mintdkban szignifikdnsan magasabb volt a felszabaditott sejtfal

fragmensek mennyisége, mint a kontroll mintakban, a sejtfal lizisének indukalasdban azonban a
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penicillin G bizonyult a hatékonyabb agensnek. A penicillin G-vel illetve a gramicidin D-vel
kezelt mintak kozti kiilonbség kiilondsen jelentds a mérés elsd 5 6rdjaban, a penicillin G hatasara
mar az inkubdlds 5. 6rdjara maximalis a lizis, mig a gramicidin D 12 6rés inkubdlas alatt sem
eredményezett ekkora radioaktiv fragment felszabadulast.

A kovetkezokben azt tanulmanyoztuk, hogy a gramicidin D-vel torténd kezelés milyen
hatassal van a S. griseus sejtek elektrokémiai potencial gradiensének egyik komponensére, a
membranpotencidl értékére. Vizsgalatainkhoz egy érzékeny fluoreszcens mérési modszert
valasztottunk, a S. griseus torzs sejtek membranpotencidljaban bekdvetkezd valtozas mérésére
egy AV szenzitiv fluoreszcens festék molekulat, a DiOCg(3)-ot hasznaltuk fel (93, 148). A
varakozasainknak megfeleléen a gramicidin D azonnal és erésen depolarizalta a protoplasztok
membranpotencialjat. Mivel a gramicidin D-vel torténd kezelés jelentésen megndvelte a kezelt
tenyészetben a sejtfalbol felszabaduld peptidoglikdan fragmensek mennyiségét is, feltételezziik,
hogy a AW értékében bekovetkezd csokkenésnek szerepe van a sejtfal lizisének eldidézésében.

Annak eldontésére, hogy a [-laktdm antibiotikumok hatasmechanizmusédban vajon
szerepe van-¢ a membran depolarizaciojanak, a penicillin G AW-re kifejtett hatasat
tanulmanyoztuk. Nagyon fontos kihangsulyozni, hogy valamennyi fluorimetrias mérést
protoplasztokkal végeztilk, ezek nem rendelkeznek mar sejtfallal, igy a tesztelt B-laktam
szerkezetli vegyiiletek hatdsa nem a sejtfalszintézis géatladsanak eredménye. Az elézOkben leirt
fluoreszcens modszert alkalmazva azt talaltuk, hogy a penicillin G 2 x MIC és 5 x MIC kozti
tartomdnyban jelentsen lecsokkentette a korai-exponencidlis fazisban levé micéliumbol izolalt
S. griseus protoplasztok AW értékét, és a plazmamembrant depolarizalé hatasa
koncentraciofiiggést is mutatott. A penicillin G antibiotikumnak a fluoreszcens intenzitast
csOkkentd hatasa fligg a protoplasztok életkoratdl is. A penicillin G ugyanis csak a korai-
exponencialis novekedési stadiumban levo sejtekbdl nyert protoplasztok AW értékére hatott, a
késoi-exponencialis fazisban levd sejtekbdl izolalt protoplasztok membranjat még nagyon
magas, 5 x MIC-ban sem depolarizalta. Ennek nem lehet az a magyarazata, hogy elpusztultak a
protoplasztok, ugyanis gramicidin D adasdval jelentdés depolarizaciot tudtunk kivaltani a
penicillinnel kezelt idds protoplasztokon. Az idésebb protoplasztok penicillin G-vel szembeni
rezisztenciaja nem lehet annak sem a kdvetkezménye, hogy ezen protoplasztok membranjaban
magasabb a B-laktaméz enzim aktivitasa (27). Hiszen amikor ezeket a 17 6ras protoplasztokat
eldzetesen klavulansavval, -laktamaz enzim gatloval kezeltiik, a penicillin G hatékonysaga nem
valtozott. Alatdmasztja ezt a megallapitasunkat az a tény is, hogy a penicillin G biologiailag

inaktiv bomlasterméke, a penicilloesav nem depolarizalta a S. griseus protoplasztjainak AY
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értékét. A penicillin G membréanpotencialra kifejtett, ¢letkortdl fliggd in vitro hatasa 6sszhangban
van tehat az in vivo mutatott, novekedési stadiumtol fiiggd bakteriolitikus hatasaval (136).

Ezt a tényt erdsiti meg egyéb B-laktdm szerkezetli antibiotikumok, mint pl. a penicillin
szarmaz¢k ampicillin és cefalosporinok hatdsdnak azonos mddszerrel torténd mérése.
Virakozasunknak megfelelden hasonldé eredményeket kaptunk. Valamennyi tesztelt p-laktam
antibiotikum depolarizalta a protoplasztok membranjat a S. griseus torzsben, az altaluk kivaltott
fluoreszcens intenzitas novekedés azonban sokkal kisebb mértékii, mint a penicillin G esetében.

Eredményeink aldtdmasztjdk kiinduldsi hipotézisiinket, miszerint a sejtmembran
antibiotikumok depolarizaljak a S. griseus sejtjeit, és a AY értékében bekovetkezd valtozas
szignalként szolgalhat az autolizis el6idézésében. De mint azt a gramicidin D hatékonysaga is
mutatja, Onmagdban a membrdn depolarizicidja nem elegendd a massziv autolizis
indukalasahoz. A peptidoglikan sejtfal bioszintézisének a gatldsa szintén nagyon fontos
tényezdje a B-laktdm antibiotikumok litikus hatasanak. Feltehetden a kombinalt hatas, azaz a AY
depolarizacioja és a sejtfalszintézis gatlasa egyiittesen teszi ezeket a vegyiileteket ilyen hatasos
antibiotikumma. Szeretnénk kihangstlyozni, hogy a B-laktdm molekuldk depolarizdlo hatésa
nem a murein sejtfal bioszintézis gatlasanak a kovetkezménye, hanem egy direkt hatés, hiszen a
protoplasztok nem rendelkeznek sejtfallal. A [-laktdm antibiotikumok altal kivaltott
depolarizacié molekuldris mechanizmusanak részleteit azonban sajnos nem ismerjiik, nem
tudjuk, hogy a penicillin-k6td fehérjék illetve egyéb lehetséges target molekulak, mint pl.
holinok és mas szabalyozd fehérjék szerepet jatszanak-e ebben vagy sem. Az sem tisztazott,
hogy a membranpotencial értékében bekovetkezd csokkenés hogyan vezet a sejtfal lizisének
indukalasahoz. Egy nemrégiben megjelent kozleményben leirtdk, hogy a A-faggal fertézott E.
coli sejtekben a membranpotencial depolarizacidgja a AS holin proteinek Osszeszerelddését
eredményezi a membranban. Az ily modon miikod6képessé valt holin fehérjék a murein sejtfal
lizisét idézik el6 (41, 44). A holinokkal homolog fehérjéket baktériumokban is leirtak (12). igy
egy érdekes hipotézis lehet az, hogy a holin-homoldg fehérjéknek a penicillin altal indukalt
depolarizacio révén torténd aktivalodasa, €és a sejtfal bioszintézisének gatldsa teszi lehetdvé a
baktériumok sejtfalanak massziv lizisét. Kisérleti eredményeink azokkal a mostanaban publikalt
flow-citometrids mérésekkel is 0sszhangban vannak, amelyek azt mutatjak, hogy Staphylococcus
aureus, S. luteus ¢és Micrococcus luteus sejtek ampicillinnel torténd kezelése a AV

depolarizacidjat eredményezte (99, 104, 142), de ezek a mérések mas id6skalan torténtek.
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Fenti eredményeink alapjan azt feltételezziik, hogy a S. griseus sejtek P-laktam
antibiotikumokkal eléidézett depolarizacioja fontos szerepet jatszik a sejtfal autolizisének

kivaltasaban, ami a B-laktdmokkal torténd kezelés jol ismert kovetkezménye.



Osszefoglalds 114

OSSZEFOGLALAS

Uj lokalizaci6jii B-laktamaz enzimet izolaltunk a Streptomyces griseus NRRL B-2682
torzsbol, az enzimnek membranhoz kotott és extracellularis formajat is kimutattuk. A két
kiilonb6zé enzimforma, biokémiai sajatsdgai alapjan, feltehetden ugyanannak a fehérjének
eltéréen ,,processzalt” formaja. Az extracellularis B-laktamédz N-terminalis szekvencidja egy
masik S. griseus torzs D-aminopeptidaz enzimével mutat nagyfoku hasonldsagot.

A PB-laktamaz enzim extracellularis térbe torténd szekrécidja fligg a torzs
differencidlodési folyamatanak stddiumatol, hiszen a nem spoérdzo, spontan mutans torzsekben
(spol’, spo2’, spo3’) csak a membranhoz kotott enzimforma mutathato ki. Ezzel 6sszhangban, ha
a vad tipust S. griseus sporazasat meggatoljuk, a torzs nem valasztja ki a B-laktamdz enzimet az
extracellularis térbe. A nem sporazd térzsben globomycin hatdsara felszabadul a membranbdl a
B-laktamaz enzim, igy feltételezziik, hogy a II. tipust szigndl-peptiddz enzim vesz részt az enzim
,processzingjében ,,.

A sporazasban gatolt koriilmények kozott novo vad tipust S. griseus tenyészetében a
peptidoglikan sejtfal fragmentek és sejtfal analogok, a sejtfal szintézisét gatld antibiotikumok
(penicillin, ampicillin, cefalosporinok ¢és a vancomycin) kivaltottdk a p-laktaméz enzim
egyarant.

A peptidoglikan sejtfal bioszintézisét gatld, és a sejtfal autolizisét indukald B-laktam
antibiotikumok hatdsat tanulmanyoztuk a plazmamembran elektrofiziologiai allapotara a
Streptomyces  griseus NRRL B-2682 torzsben. Egy fluoreszcens esszét alkalmazva
a AY szenzitiv DiOCqg(3)-tal vizsgaltuk a S. griseus protoplasztjainak membranpotencialjat.

Kimutattuk, hogy a B-laktam antibiotikumok — penicillin G, ampicillin, cephaloridin,
cefamandol ¢és cefotaxim — koncentraci6 és életkorfiiggd modon AW csokkenést, depolarizaciot
okoznak ebben a torzsben. A [-laktdm vegyliletek inaktiv komponenseinek, mint példaul
penicillamin, 6-aminopenicillin-sav és a biologiailag inaktiv hidrolizalt szarmazéknak, a
penicilloesavnak nincs depolarizald hatasa a protoplasztok membranpotencialjara.

Bizonyitottuk, hogy a nem specifikus, kation-csatornaképzd ionofér, a gramicidin D
nemcsak a plazmamembrant depolarizalta, hanem a sejtfal lizisét is indukdlta. Megfigyeléseink
alapjan feltételezziik, hogy a transzmembran potencial értékének megvaltozasa fontos 1épés lehet

a sejtfal autolizisénak triggerelésében a Streptomyces griseus torzsben.
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