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1. BEVEZETES

A Gram-pozitiv, micélidlis novekedést Streptomycesek elméleti és
gyakorlati szempontbdl is fontos mikroorganizmusok: sporaképzéssel végz6do
komplex morfolégiai differencidlédasukkal parhuzamosan nagyszadmu
szekunder metabolitot termelnek, koztiikk az ismert antibiotikumok tobb mint
60%-at és sokféle ipari enzimet is. A komplex életciklus szabdlyozdsaban
szerepet jatszanak az extracellularis autoreguldtorok. A legismertebb
autoregulator az A-faktor (2-izokapriloil-(3R)-hidroximetil-y-butirolakton),
mely a légmicéliumképzést és a szekunder metabolit bioszintézist szabélyozza S.
griseusban.

Egy masik fontos autoregulator az extracelluléris szigndlfehérje, a C faktor,
melyet eredetileg a S. griseus 45H-ként azonositott torzs fermentlevébdl
izolaltak. A C faktort termeld tOrzset az ipari streptomycint termeld S. griseus
52-1 torzshoz kapcsolédé mutagenezis program keretében izolaltdk, melynek
soran morfolégiai illetve streptomycint nem-termeld mutdnsokat kivantak
1zolalni. A 45H torzs feltételezett eredete azonban kérdéses, mivel a két torzs
szdmos lényeges tulajdonsdgédban kiilonbozik, tovdbba Southern hibridizacidval
nem sikeriilt a gént az 52-1 torzsben kimutatni, ugyanakkor a S. griseus 45H és
egy flavofungint termeld S. flavofungini torzs, mellyel a 45H torzs izolalasakor
szintén dolgoztak a laboratériumban, restrikcids mintdzata nagymértékben
hasonlo.

A S. griseus 45H t0rzs jOl sporazik szilard és folyékony taptalajon is, mely
utobbi tulajdonsig csak kevés Streptomyces torzsre jellemzd. A 45H torzs éltal
termelt C faktor fehérje hatdssal van az 52-1 torzs differencidlodéséara és a torzs
C faktor jelenlétében képes sporaképzésre folyékony tenyészetben. A C faktor
gén expressziojat vizsgaltak kiillonbozd Streptomyces torzsekben, ugyanakkor
még nem ismerjiik pontosan a fehérje szerepét a termeld tOrzs

differencialodasaban.



Southern hibridizaciés kisérletek és adatbizisokban megtalalhat6
szekvencidk 0Osszehasonlitdsdval csak nagyon kevés Streptomyces tdrzsben
azonosithaték facC gén homolégok. Erdekes médon a gén homoldgja
megtaldlhaté a legismertebb novényi korokozoban, a S. scabiesben, mely a
burgonyagumok kdzonséges varasodasiért felelds. Burgonyavarasodasért felelos
korokozokat mas, filogenetikailag diverz  Streptomyces fajokban s
azonositottak, melyek koziil néhdny a S. albidoflavus csoportba tartozik.

A burgonyavarasodast okozo Streptomyces tOrzsekben a patogenitas
Osszefliggésben van az un. patogenitdsi sziget (PAI) jelenétével, melyen a
patogenitasért felelos gének - thaxtomin bioszintetikus gének, necl nekrdzis
faktor gén és tovabbi virulencia gének - egymds mellett helyezkednek el.
El6fordul, hogy a PAI, mint mobilis genetikai elem, 4tkeriil valamely nem-
patogén Streptomyces torzsbe és azt fertdzoképessé teszi. A burgonyagumok
kiilso védorétege azdltal valik ellendllova a kiszaraddssal és fertozésekkel
szemben, hogy a sejtfalba szuberin rakodott, ezért a fertdzésben fontos szerepet
jatszanak a kiilonb6z0 sejtfalbont6 extracellularis észterazok.

A C faktor szerepet jatszik tobb, az A-faktor regulonba tartozé
extracellularis enzim szabdlyozdsdban egyrészt az A-faktor termelés
indukalasan, és/vagy az A-faktor regulonba tartoz6 gének kozvetlen
szabdlyozasan keresztiil. A szabdlyozott enzimek tobbsége cink kofaktorral
mukodik, s génjiikk elott AdpA kotohely van, melyhez az A-faktor regulon
szabdlyozasaban kulcsszerepet jatszo0 AdpA fehérje kotddik. A S. scabies
extracellularis é€szterazanak cink az aktivdtora, és génje elott egy fehérje-
kotOhely talalhatd, mely nagymért€kben azonos az AdpA konszenzus koto-
hellyel, tovabba a S. scabiesben taldlhat6 egy, az A-faktor bioszintézisében
kulcsszerepet jatszo enzim, az AfsA génjének homoldgja. EzErt lehetséges, hogy

az észteraz része egy AdpA altal szabdlyozott regulacids kaszkddnak.



Munkam soran az aldbbi kérdésekre kerestem vdlaszt:

1. A S. griseus 45H, S. griseus 52-1 és a laboratériumban izoldlt S.
flavofungini torzsek rokonsdgdnak vizsgdlata 16S rRNS génszekvencidk
0sszehasonlitdsaval, majd a 45H t6rzs taxonémiai besoroldsdnak megerdsitése
Southern hibridiz4ci6 segitségével.

2. A S. griseus 45H torzs facC null mutdnsdnak létrehozdsa annak
tanulmanyozdsara, hogy a fehérje az életciklus mely lépéseit szabalyozza a
termeld torzsben €s hogyan hat a morfologiai differencialédas folyamatéara, ha
nem termelddik C faktor.

3. Bar a C faktor fehérjét €s morfologiai differencidlodasban betoltott
szerepét részletesen tanulmanyoztdk, a fehérje pontos szerepe €s az, hogy mely
regulacids kaszkad tagja, még nem ismert. Ezért adatbazisokban C faktorral
homolédg géneket kerestiink, amelynek eredményébdl esetleg kovetkeztethetiink
a C faktor hatdsmechanizmusara.

4. Megtalalhat6-e a S. griseus 45H torzsben a PAI részét képezd necl gén,
illetve termelddik-e a patogén S. scabies torzsekre jellemzd extracelluléris
észterdz €s az enzim allhat-e a C faktor regulicioja alatt.

5. A virulencia faktorok vizsgélatat kovetoen a S. griseus 45H torzs
fert0zOképességének tesztelése burgonya mikrogumoékon Osszehasonlitva ismert

korokoz6 és nem korokozo torzsek fertdzoképességével.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. A S. griseus 45H torzs taxonomiai besorolasanak vizsgalata

A S. griseus 45H, a laboratériumban izolalt S. flavofungini és a S. griseus
52-1 torzsek rokonsagat 16S rRNS gén szekvencidk 0Osszehasonlitdsdval
vizsgéltuk, majd a 45H torzs taxondmiai besoroldsat Southern hibridizdcidval
erdsitettiilk meg. A 16S rRNS génjét PCR reakcidval amplifikdltuk mindhdrom
torzsben, a szekvencidkat direkt szekvenalas modszerével hataroztuk meg, majd
a ,,Neighbour-joining” standard mddszer valamint a Jukes és Cantor-féle
tavolsagmatrix felhasznédlasdval megszerkesztettiik a torzsek kozotti rokonsagot
bemutaté filogenetikai fat. A Southern hibridizacidhoz a facC gén 860 bp
méretll, digoxigeninnel jelolt (Dig Nucleid Acid Detection Kit, Boehringer

Mannheim) EcoRV-Sall fragmentjét hasznédltuk probaként.

2.2. A S. griseus 45 torzs null mutansanak eloallitasa és tanulmanyozasa

A null mutans létrehozéasahoz in vitro kisérletsorozatban terveztiik a facC
gén inzerciOs inaktivalasat, ezért egy Apr rezisztenciat biztosité aacC4 gént
épitettiink be a pSGF4 plazmidon klonozott facC génbe. Ezt kovetden
eltavolitottuk a plazmidbol a Strepromyces replikdcios origét, hogy a
transzformaciét kovetben megtorténjen a homolég rekombinacié a
kromoszomén 1év0 facC gén és az inaktivalt kopia kozott. Az igy létrejott
pSB51 plazmidot, mely az aacC4 génnel megszakitott facC gén mellett hordoz
még egy thio rezisztencia markert is, polietilén glikolos transzforméacioval
juttattuk be S. griseus 45H protoplasztokba. Azon Thio®, Apr® telepeket, melyek
a szelekciora haszndlt taptalajon kopasz (bald) fenotipust mutattak, felszedtiik és
genetikai  Osszetételiiket Southern hibridizacidval vizsgdltuk. A Southern
hibridizaciéhoz a facC gén 860 bp méretli, radioaktivan jeldlt EcoRV-Sall
fragmentjét hasznaltuk prébaként, mely az Apr rezisztencia gén eldtt 835 bp-t,

az Apr rezisztencia gén utan 25 bp-t fed le a facC génbdl.



2.3. C faktor génnel homol6g gének keresése
A facC gén homol6gok kereséséhez a GenBank adatbazist és PHI-BLAST

programot hasznéltunk.

2.4. A necl gén jelenlétének vizsgalata a S. griseus 45H torzsben és mas

Streptomyces torzsekben

A necl gén jelenlétét PCR reakcidval és Southern hibridizdcidval
vizsgaltuk az aldbbi Streptomyces torzsekben: 45H, 45H-B, 52-1, CFBP4501. A
necl gén amplifikdlasdhoz azt a primer part és reakciokoriilményeket
alkalmaztuk, mellyel kordbban a S. scabiesben azonositottdk gént. A Southern
hibridizaciohoz a CFBP4501 torzsben amplifikalt €s digoxigeninnel jelolt
(Roche DIG DNA labeling and detection kit) nec/ gént haszndltuk.

2.5. Az extracellularis észteraz aktivitas vizsgalata a S. griseus 45H

torzsben és mas Streptomyces torzsekben

A vizsgalt Streptomyces torzseket — 45H, 45H-B, 52-1, CFBP4501 -
parhuzamosan novesztettiik cinket tartalmazo és cinkmentes MM tdptalajon. Az
extracelluldris észterdz akivitast spektrofotométerrel mértiik PNB-t haszndlva
szubsztratként. A reakci6 a PNB-nek a sejttenyészetek fermentlevéhez valo
hozzdadasdval indult, majd a hidrolizist spektrofotométerrel mértiikk 420 nm-en
10 percen keresztiil, szobahOomérsé€kleten. Ezzel parhuzamosan, a hdstabil
észterdz aktivitds méréséhez, a sejttenyészetek fermentlevét a PNB hozzdadésa
elott 10 percig 60 °C-on hdkezeltiikk. Az extracellularis észterdz aktivitast 1 mg
szdraz micéliumra vonatkoztatva adtuk meg nmol min™ mg™ egységben. Harom
parhuzamos mérés alapjan szordst szamoltunk, illetve T proba alapjan

szignifikancia analizist is végeztiink.



2.6. Patogenitasi teszt burgonya mikrogumoékon

A tesztelés sordn négy Streptomyces torzs (45H, 45H-B, 52-1, CFBP4501)
sejttenyészetét €s harom burgonyafajta (Cleopatra, Desiree, Rebeka)
mikrogumoit hasznaltuk. Fajtanként 12 burgonya mikrogumot helyeztiink 20-20
ml sejtszuszpenzidba, 5 mikrogumot steril deszt. vizbe helyeziink. 10 perc utdn a
mikrogumodkat kivesszilk €s nedves papirvattaval bélelt, lefedett Petri-
csészékben 28 °C-os termosztitba helyezziikk. A tiinetek alapjan Ot
betegségfokozatot kiilonboztettiink meg: tiinetmentes (0 pont); fehér foltok,
telepek a lenticelldk koriil (1 pont); barna foltok, kezd6do varasodas a lenticellak
koriil (2 pont); kiterjedt varasodds az egész gumo feliiletén (3 pont); kiterjedt
varasodds, rothadas (4 pont). A mikrogumodkat a kezelést kovetden 10 napig

monitoroztuk €s a tiinetek alapjan betegségindexet (Bi) szamoltunk.

2.7. Egyéb modszerek

Az alabbi moédszerek esetében a Genetic Manipulation of Streptomyces, a
Practial Streptomyces Genetics €s a Molecular cloning, A Laboratory Manual,
3rd ed. kézikonyvekben leirtakat kovettiik: Streptomyces torzsek tenyésztése,
Streptomycesek transzformalasa, kromoszomalis DNS izol4lasa
Streptomycesbdl, E. coli transzformdlasa, plazmid izoldlas E. colibol, agardz

gélelektroforézis, DNS izoldldsa gélbol, ligdlas.



3. UJ EREDMENYEK ES MEGBESZELES

3.1. A S. griseus 45H torzs taxonémiai besorolasanak feliilvizsgalata

Direkt szekvendlds mddszerével meghatiroztuk a S. griseus 45H, a
laboratoriumban izolélt S. flavofungini és a S. griseus 52-1 torzsek 16S rRNS
génjének szekvencidjat majd a fenti torzsek, a torzsekkel rokon Streptomycesek
€és a Streptomyces genusz reprezentativ tagjainak 16S rRNS gén szekvenciaibol
megalkottuk a torzsek kozotti rokonsdgot bemutaté filogenetikai fat. A S.
griseus 52-1 torzs 16S rRNS gén szekvencidja megegyezik a S. griseus tRNS
operonok rrmA-E szekvencidival, azaz a torzs valoban S. griseus. A S. griseus
45H és S. flavofungini torzsek 16S rRNS gén szekvenciai egymdssal teljesen
megegyeznek, de eltérnek S. griseus 52-1 torzs és a tipustorzs S. flavofungini
NRRL B-12307" és NBRC 13371 szekvenci4itdl is. Teljesen azonosak viszont a
S. albidoflavus csoport 16S rRNS gén szekvencidival.

Mivel a szekvencia-analizis alapjan egyértelmiivé valt, hogy a S. griseus
45H torzs a S. albidoflavus csoportba tartozik, Southern hibridizaciéval
vizsgéltuk a facC gén meglétét a S. albidoflavus csoport fajaiban. Négy vizsgalt
torzs koziil haromban sikeriilt a facC gént detektalni. Az a tdrzs, amelyben nem
sikeriilt a facC gént kimutatni, relative tavoli rokona a csoport tagjainak, ami
alapjan valdszinusithetd a C faktor gén specifikus eloforduldsa a S. albidoflavus
csoportban.

Eredményeink alapjan valdszinUsitjiikk, hogy a C faktort termel6 45H
torzset véletlen laboratoriumi kontamindcioként izolaltdk. A 16S rRNS gén
szekvencidk €és a Southern hibridizacié eredményei alapjan a 45H torzs és a
laboratoriumban izolalt S. flavofungini torzs megegyezik és a S. albidoflavus
csoport tagja. Ezért a C faktort termeld torzs elnevezését S. albidoflavus 45H-ra

javasoltuk megvaltoztatni.
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3.2. A S. griseus 45 torzs null mutansanak eldallitasa és tanulmanyozasa

A C faktor morfologiai differencialodasban betoltott szerepének
vizsgalatdhoz létrehoztuk a torzs C faktort nem termeld mutdnsit az aldbbiak
szerint: a facC gén in vitro inzerciOs inaktivdlasa, majd a kromoszomadlis
génképia lecserélése az inaktivalt fucC génre kettés crossing overrel. A Thio’,
Apr" telepek, melyekrdl feltételeztiik, hogy tartalmazzdk a megszakitott gént,
varakozdsunknak megfeleloen kopasz fenotipusuak voltak. Tobb, egymastol
fliggetleniil felszedett kopasz telepet vizsgaltunk Southern hibridizacidval, de
egyikben sem tudtuk a megszakitott facC gént detektalni. Ebbdl arra
kovetkeztetiink, hogy nem az éltalunk tervezett homoldg rekombinacio tortént,
hanem a teljes gén vagy annak egy jelent0s része delécidra keriilt, azzal a
régioval egylitt, ami a prébaval homolog részt (az Apr rezisztencia gén ,,elotti”
szakasz) tartalmazza. Ezt kovetoen plazmidon klénozva transzforméltuk a facC
gént a bald mutinsba aminek eredményeképpen mind a légmicéliumképzés,
mind a sporul4ci6 helyreallt. Ez azt mutatja, hogy a kopasz fenotipus a facC gén

delécioja kovetkeztében alakult ki.

3.3. C faktor génnel homol6g gének keresése

Adatbazisokban homoldg géneket keresve csak néhany Strepromyces
torzsben - pl. Streptomyces albus, S. scabies 87.22, S. ambofaciens - taldltunk a
C faktor génhez nagymértékben hasonlé géneket. Nem taldlhatd facC homolog
a S. coelicolor A3(2), a S. avermitilis MA-4680 és a S. griseus IFO 13350
torzsben sem. A S. scabiesben illetve S. ambofaciensben taldlt facC homolog
gének a kromoszoma termindlis régidjaban helyezkednek el, ahol gyakran
fordulnak eld kiilonbozo strukturdlis valtozasok (delécid, rekombinacid, stb.),
mely kapcsolatban lehet a Streptomycesek evoliucidjaval és a horizontalis
géntranszferrel.

Taléaltunk még C faktor homoldgokat alacsony G+C tartalmu Gram-pozitiv

baktériumokban, foleg Staphylococcus €s Lactobacillus fajokban és ezek
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fagjaiban, néhiny Actinomycetesben, valamint tobb fonalas gombdban is,

melyek tobbsége patogén tulajdonsagokkal rendelkezik.

3.4. A necl gén jelenlétének vizsgalata a S. griseus 45H torzsben és mas

Streptomyces torzsekben

A necl gén nagymért€kben konzervalt és dltalaban a PAI-n helyezkedik el
mads virulencia génekkel (pl. thaxtomin csaldd tagjai) egyiitt. A necl gént (és
vele egyiitt a PAI-t) PCR reakciéval csak a CFBP4501 torzsben sikeriilt
kimutatnunk. Feltételeztiik, hogy a filogenetikailag tdvolabbi 45H torzsben a
necl szekvencia divergencidja lehet a negativ eredmény magyarizata, ezért a
gén jelenlétét megvizsgaltuk Southern hibridizacioval is, melyben a CFBP4501
torzsben kapott PCR fragmentumot hasznéltuk prébaként. Ezzel a mddszerrel
sikeriilt a necl gén jelenlétét kimutatni a CFBP4501 torzs mellett a 45H és 45H-
B torzsekben is, de az 52-1 torzsben nem. Ez alapjan azt feltételezziik, hogy a
PAI, de legalabbis annak egy része, megtaldlhat6 a S. griseus 45H torzsben,

ugyanakkor a C faktor gén delécidja a 45H-B torzsben ezt a régiét nem érintette.

3.5. Az extracellularis észteraz aktivitas vizsgalata a S. griseus 45H

torzsben és mas Streptomyces torzsekben

Az extracellularis észterdz aktivitast cinkkel kiegészitett és cinkmentes MM
taptalajon novesztett sejttenyészetek fermentlevében mértiik. Az enzimaktivitast
parhuzamosan mértilk hdkezelt €s nem hokezelt mintdkban. Az észterdz
aktivitds a CFBP4501 és 45H torzsekben magas, illetve kozepes mértékill volt és
mindkét torzsben hdstabilnak bizonyult illetve cinkkel indukalhaté volt. A S.
griseus 45H-B és a S. griseus 52-1 torzsek esetében alacsony, hore inaktivalédo
és cinkkel nem indukdlhat6 enzimaktivitdst mértiink. A mért kiilonbségek
minden méréspar esetében szignifikdnsak voltak (p=0,05 vagy kisebb). Az
eredményekbdl arra kovetkeztetiink, hogy az extracelluldris észterdz valamilyen

modon a C faktor regulacidja alatt 4ll.
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3.6. Patogenitasi teszt burgonya mikrogumoékon

Négy Streptomyces torzs - 45H, 45H-B, 52-1, CFBP4501 -
fert0zOképességét vizsgaltuk. A vizsgalt torzsekre jellemzd betegségindexet (Bi)
a mikrogumokon megjelent tiinetek alapjan szamoltuk ki, amely alapjan a
vizsgélt torzseket az aldbbi csoportokba soroltuk: nem fert6zOképes (Bi<l1),
mérsékelten fertozOképes (1<Bi<2), nagymértékben fertdzoképes (Bi>2). Ez
alapjén a legfertdzoképesebb, virulens torzs a CFBP4501 volt, a 45H és a 45H-B
mérsékelten volt fertézOképes, mig a S. griseus 52-1 nem volt fertdzoképes. A
45H torzs fertozoképessége némileg meglepd volt, de tekintettel az Uj
taxondmiai besoroldsara (S. albidoflavus 45H), ez 6sszhangban van azokkal az
eredményekkel, melyek szerint néhany burgonyavarasodésért felelos torzs a S.

albidoflavus csoportba tartozik.
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4. OSSZEFOGLALAS

Eredményeink alapjan valdszinlsitjik, hogy a S. griseus 45H torzset az
ugyanabban a laboratériumban vizsgalt S. flavofungini torzs kontaminacidjaként
izolaltak. A 16S rRNS gén szekvencidk Osszehasonlitisa és a Southern
hibridizaci6 eredménye alapjan a S. griseus 45H és S. flavofungini torzsek
teljesen megegyeznek és a S. albidoflavus csoportba tartoznak. Ezért a S. griseus
45H torzs elnevezést S. albidoflavus 45H-ra valtoztattuk meg.

A 45H torzs facC null mutdnsanak létrehozdsahoz megterveztiik a facC gén
in vitro inaktivalasat, €s azt vartuk, hogy az inaktivilt gén homolog
rekombinécidval a kromoszoman 1évo facC gén helyére keriil. A feltételezett
,rekombindciés” mutansok véarakozdsunknak megfeleloen kopasz fenotipust
mutattak, ugyanakkor a Southern hibridizaciét kovetOen kideriilt, hogy a
homolég rekombinécidval  Osszefiiggésben  valdszinlileg  kromoszéma
atrendez0dés tortént, ami a facC gén delécidjat eredményezte. A delécié nem
ritka az instabil linedris kromoszoma termindlis régidjaban, igy a facC gén
hasonl6 kromoszomadlis lokalizacidja magyardzat lehet a bekovetkezett
deléciora. A 1étrejott kopasz fenotipus, melyet a klonozott €s plazmidon
bejuttatott facC gén helyredllitott, megerdsiti, hogy a C faktor kulcsszerepet
jatszik a differencialddas szabdlyozasaban.

A necl gént hasznaltuk a PAI jelenlétének vizsgélatdra, mely felel0s a
kiilonbozd Streptomces torzsek patogenitasaért. PCR reakcioval illetve Southern
hibridizaciéval kimutattuk a necl gént a S. europaeiscabiei CFBP4501, S.
griseus 45H és 45H-B torzsekben, de nem volt jelen a S. griseus 52-1 torzsben.
Valoszin(, hogy a null mutansban a facC génnel egyiitt tovabbi DNS szakaszok
1s deléciora keriiltek, ugyanakkor a PAI-hoz tartozo DNS egy része, melyen a
necl gén is taldlhatd, megmaradt.

Szoros Osszefiiggést talaltunk a cinkkel indukélhatd, hostabil extracellularis

észterdz termelése €s a torzsek fertdzoképessége kozott. A facC null mutansban
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csokkent a cinkkel indukalhaté észterdz szintje, ami alapjan feltételezziik, hogy
az extracelluléris észterdz termelés szabdlyozdsaban a C faktor szerepet jatszik.
Mivel a null mutinsban nem sziint meg az észterdz aktivitds, arra
kovetkeztetiink, hogy a facC gén delécioja az é€szteraz gént nem érintette.
Figyelembe véve a C faktor lehetséges szerepét az A-faktor regulonba tartozo
extracelluldaris enzimek szabdlyozdsiaban ¢és a szabdlyozott extracellularis
enzimek jellemzoit valamint azt, hogy az extracelluldris észterdz génje elott
1évo fehérje kotohely nagyon hasonlit az AdpA konszenzus kotOhelyhez,
feltételezziikk, hogy a C faktor a morfolégiai differencidlodas mellett

extracelluldris hidroldzok termelését is szabalyozza.
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