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1. BEVEZETES

A genetika alapvetd feladata az ¢él6lények fejlodésének, differencialddasi
folyamatanak megismerése. A differenciadlodas mar egyetlen sejten belill is
megfigyelhetd az életciklus egyes szakaszaiban a kiilonbozé funkcidkhoz rendelhetd
eltéro szerkezetek 1étrehozasa soran. Intézetiink a differencidlodas tanulmanyozasara a
Streptomyceseket ~ valasztotta. A Streptomycesek az  Actinomycetes osztaly
Actinomycetales rendjének egyik legjelentésebb, legtobbet tanulmanyozott genusat
alkotjdk. Gram pozitiv szaprofita talajbaktériumok, a talajok természetes
novekedésiik miatt soksejtii szervezetnek tekinthetdek. Eletciklusuk soran komplex
morfologiai differencialédason mennek keresztiil, mely valtozatos ¢és nagyszamu
szekunder metabolit termelésével jar egyiitt. A szekunder metabolitok kozott talalhato a
tobb mint 12000 ismert antibiotikum kozel 70 %-a. A gyogyéaszatban hasznalt bioaktiv

anyagok kb. 55 %-at a Streptomycesek termelik.

Streptomycesek életciklusa szilard taptalajon

Az ¢letciklus szilard taptalajon a spodra csirazasaval veszi kezdetét, a csiracsé
sejtfalanak csucsi része intenziv novekedésnek indul, a megsokszorozodd genetikai
allomanyt elvalasztd harantfalak azonban csak igen ritkan képzddnek. A vegetativ
micélium a taptalajban nd, stirlin behalozva azt, ezért szubsztrat micéliumnak nevezziik.
Idovel a tapanyag csokkenésének vagy mas fiziologiai stressznek, illetve a sejtsilirliség
emelkedésének hatasara a szubsztrdt micélium iddsebb részei lizdlnak. Ekkor a
szubsztrat micéliumra merdlegesen ndvekedd un. Iégmicélium képzdédik. A
hosszndvekedés befejez6désével a légmicéliumban szinkron modon sporulacios
harantfalak képzédnek, melyek egy genomot tartalmazo sejtekre tagoljak a hifat. Ez a
prespora allapotnak felel meg. A sporak érése soran sejtfaluk megvastagszik,

pigmentalodik, alakjuk kerekebb lesz.

Streptomycesek életciklusa folyékony taptalajon
Bizonyos Streptomyceseknek, igy pédaul az Aaltalunk tanulmanyozott
Streptomyces griseusnak folyékony taptalajon is spora képzéssel végzddo teljes
¢letciklusa van. A vegetativ fazist a csirdzast kdvetden a fonalak elagazdsai révén a
kvazi exponencialis novekedés jellemzi, melynek végén a fonalak lizalasara utalo jel
nem nagyon lathato. A reproduktiv ndvekedési szakaszban, 30-36 o6ras kor koriil a
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fonalak két iranyban differencidlédnak tovabb, aminek eredményeként oregedo
vegetativ fonalak és reproduktiv (Gn. sporogén) agak kiilonboztethetéek meg. Az
antibiotikum termelés és mas szekunder metabolitok termelése erre az életszakaszra
esik. A sporaképzés és autolizis szakaszaban, a légmicéliumra jellemzé harantfalak
képzodésével a sporogén hifa egy kromoszomat tartalmazo sejtekre tagolodik. Ezt a
sporafal kiépiilése és a sporak lekerckedése koveti. Az eldregedett vegetativ hifa

autolizal a szakasz végén.

Az életciklus szabalyozasa S. griseusban

Az életciklus génszintli szabalyozasaban, a légmicélium, ill. a spora képzésben
kiilonb6z6 regulacios kaszkadok miikodnek kozre, melyek indukalasaban a torzsek altal
termelt kiilonb6zé molekulak, az un. autoregulatorok jatszanak szerepet. A tobbféle
szabalyoz6 rendszer jelenléte egyfajta tlbiztositast jelent a Streptomycesek szdmara,
hisz a légmicélium ¢és sporaképzés tulélésiikhdz elengedhetetlen. Az altalunk
tanulmanyozott S. griseusban is ismertek olyan kis molekuldk, mint példaul az A faktor,
ill. fehérjék, tigymint a dolgozatomban targyalt, intézetliinkben azonositott C faktor,

melyek bizonyitottan regulaljak a morfologiai differencialodast.

Az A faktor altal szabalyozott reguliciés kaszkad modellje

Az A faktor egy y-butyrolakton gylirit tartalmazé molekula, mely
autoregulatorként hatva S. griseusban mind a streptomycin termelést, mind a
légmicélium képzést mar 10° M koncentracidban indukalja. Az A faktor molekula a
vegetativ szakaszt jellemzé kvazi-exponencialis novekedés végéig fokozatosan
akkumulalédik. A szubsztrat micélium citoplazmajaban talalhatdo A faktor kotd ArpA
receptor fehérje A faktor hidnyaban, homodimer formdban DNS-k6t6 doménjével a
légmicélium formalodéasat regulald kaszkdd eddig még nem azonositott génjéhez
kotodik represszor tipust regulatorként hatva. Amint az A faktor koncentracidja 32-160
nM kozotti érték{l, a receptor mar nem képes génexpresszio gatlasra, mivel a
kovetkeztében az ledisszocial a DNS-rél. A 1égmicélium formalasaban a regulacios
kaszkad fontos tagja az amfR gén terméke, mely a prokaritdkra jellemzd két
komponensii valasz-regulator fehérjékkel mutat homologiat. Az AmfR foszforilalt,

aktiv formaja transzkripcios aktivatorként funkcionalhat. Promoétere A faktor szignal



hidnyaban represszalt allapotban van. A represszor szerepét a promoter régiohoz kotddo

AdpB fehérje tolti be.

A C faktor kutatas el6zményei

A C faktor fehérje azonositdsa, tisztitasa a S. griseus 45H 66-72 Orés
fermentlevébdl tortént, mely térzs mind szilard, mind folyékony tenyészetben teljes
¢életciklussal rendelkezik. Ez az elsoként leirt és tanulmanyozott fehérje természeti
autoregulator, melynek molekulatomege SDS gélelektroforézissel 34000 Daltonnak
adodott. A C faktor hatds tesztelésére hasznalt S. griseus 52-1 differencidlodasa
folyékony tenyészetben elakad, sem reproduktiv hifafonalat, sem sporat nem képez.
Amennyiben a C faktort ezen torzs 20 6rdsnal fiatalabb tenyészetéhez adjuk, mar 1 ng
ml™ koncentracioban reprodutiv tipust differencialodast valt ki. A C faktor fehérje
viszonylag rovid id6n belil eltlinik a tdpfolyadékbol, majd 48-60 oras korban ismét
megjelenik a hozzaadottnal 1ényegesen nagyobb koncentracidban. A C faktor biologiai
hatasa Zn-ionnal fokozhato, a fehérje Zn-affinitds kromatografias oszlopon tisztithato, s
ezzel a mddszerrel sikertilt a legjobb specifikus aktivitast preparatumot eldallitani. A C
faktor vagy legalabbis egy olyan fehérje, mely a C faktor ellen termeltetett
monoklonalis antitesttel keresztreagal, minden vizsgalt Streptomyces torzsben
kimutathat6 volt. Az intézetiinkben azonositott C faktor volt az els6 Streptomycesekben

azonositott differencialédasra hato fehérje természetii autoregulator.

Streptomycin termelés szabalyozasa S. griseusban

Az antibiotikum szintézis bekapcsolasaban fontos kulcsgén az adpA, melynek
atirasat vegetativ életciklusban a hozzakot6dd ArpA receptor fehérje gatolja. Amint az
A faktor koncentracidja eléri a 32 nM-os kiiszobértéket, receptorahoz kotodve
megsziinteti annak represszalo hatasat, miutan a receptor-A faktor komplex ledisszocialt
az adpA génrdl. A kaszkad kovetkezo tagja az AdpA fehérje altal stimuldlt sz7R gén,
melynek fehérje terméke a streptomycin bioszintetikus utra specifikus transzkripciods
aktivator. Az StrR a gliikozbol kiinduld streptomycin bioszintézisében résztvevo

valamennyi gén atirasat aktivalja.



2. CELKITUZESEK

A Streptomycesek Gram pozitiv, micélalis novekedésii baktériumok, melyek komplex

¢letciklussal rendelkeznek és ezzel 6sszefiiggésben értékes szekunder metabolitokat, igy

példaul a gybégyaszatban is hasznalt antibiotikumokat termelnek. Az életciklus
génszintli szabalyozasaban, a légmicélium, ill. sporaképzésben kiilonbozd regulacios

kaszkadok mitkddnek kozre. A S. griseus 45H torzsbol az intézetiinkben azonositott C

faktor az elsd fehérje természetii autoregulator, mely a S. griseus differencidlodasanak

szabalyozasaban fontos szerepet jatszik.

Kisérleteink soran célul tiiztiik ki:

1. A C faktor fehérjét kddold gén klonozasat, szekvenciajanak €s szabalyozo régidinak
meghatarozasat.

2. Részben Southern hibridizacié alkalmazasaval, részben adatbazisok felhasznalasaval
annak megallapitasat, hogy a C faktor vagy azzal nagyfokban homoldg gén ill.
fehérje Aaltalanosan megtalalhato-e a Streptomycesekben illetve mas baktérium
torzsekben.

3. A génexpresszio idejének meghatarozasat.

4. A C faktor gén kifejeztetését alacsony, ill. magas kopiszdmu plazmidrol sporazéd és
differencidlodasaban blokkolt S. griseusban folyékony és szilard taptalajon.

5. A C faktorral kolcsonhat6 fehérje ill. fehérjék keresését.

6. A klonozott C faktor gén hatdsanak vizsgalatat a S. griseus  streptomycin

termelésére.



3. MODSZEREK

A Streptomycesek tenyésztési kériilményei

A torzsek tenyésztése folyékony taptalajon 300 ill. 500 ml-es, acélspiralt
tartalmazo Erlenmeyer lombikokban, 30 °C-on, 250 ford/perc frekvenciaju korkoros
sikrazogépen tortént. Szilard taptalajon a kiszélesztett sporabol, kopasz mutans esetén

micéliumbdl kiinduld tenyésztéshez 30 °C-os termosztatot hasznaltunk.

NUKLEINSAV VIZSGALATI MODSZEREK

Az E. colibol torténd plazmid izolalast, a restrikcios emésztéseket, DNS ligalast,
agar6z gélelektroforézist, DNS visszaizolalast agar6z gélbol, a Southern hibridizaciot,
E. coli transzformalast standard protokolok szerint végeztik. A Streptomycesekbdl
torténd kromoszomalis DNS, alkalikus lizissel torténd plazmid izolalast, a torzsek
protokol), az RNS izolalast, S1 nukleaz térképezést egyrészt a Genetic Manipulation of
Streptomycetes, masrészt pedig a Practical Streptomyces Genetics kézikonyv alapjan

végeztik.

Minigénbank készitése, sziirése

A minigénbank készitése a S. griseus 45H torzsbdl a pBluescript II KS+ vektor
felhasznalasaval tortént. A génbankhoz a Sacll enzimmel emésztett és agardz gélen
elvalasztott kromoszomalis DNS-nek csak a C faktor gén detektdlasahoz hasznalt 39
bp-os digoxigeninnel jellt probaval hibridizald mérettartomanyba esd fragmentjeit
hasznaltuk fel. A kb. 250 klonbdl all6é konyvtar sziirését telephibridizacioval végeztiik.
Az immunologiai detektalashoz a Dig Nucleic Acid Detection KIT-et (Boehringer

Mannheim) hasznaltuk.

DNS szekvendlas és szekvencia analizis
A klonozott DNS fragmentum szekvencidjat a dideoxi terminaldson alapulo

modszerrel manualisan ill. ABI 373 automata szekvenator (Applied Biosystems)



felhasznalasaval hataroztuk meg. A szekvencia analizis PC/GENE, FramePlot, BLAST,

DAS, Tmpred szoftverek felhasznalasaval tortént.

FEHERJE VIZSGALATI MODSZEREK
Az SDS-polyakrilamid gél elektroforézist, a gél festését Coomassie brillant blue-

val, a Western blot-ot standard protokol szerint végeztiik.

His-tag jelolt C faktor fehérje termeltetése E. coli-ban

A szekrécids szignalszekvencia nélkiili C faktor gén 3'-végén a STOP kodont
PCR reakcioban hisztidint kodolé GTG bazishdrmasra cseréltiik, melyet még 6t tovabbi
GTG bazisharmas kovet. A mesterséges C faktor gént pQE70 expresszids vektorba
ligaltuk, majd a rekombinans plazmidokat £. coli M15(pREP4) torzsbe transzformaltuk.
A His-tag jelolt fuzids fehérje expresszidjat IPTG-vel indukaltuk. A termelddd fehérjét
nativ koriilmények kozott Ni-NTA affinitas oszlopon tisztitottuk (Qiagen).

A C faktorral kolcsonhato fehérje keresése

A fehérje-fehérje kolcsonhatas tanulmanyozasahoz a S. griseus 45H, S. griseus
52-1 és a S. griseus 52-1/pSB90 feltart 24, 48 és 72 oras tenyészetébdl a citoszolt és a
membran frakciot egymastol elkiilonitve vizsgaltuk. Az els6 két torzs citoszoljahoz ill.
membran frakcidjahoz His-tag jel6lt C faktor fehérjét adtunk és 4 °C-on egy éjszakan
keresztiil egyiitt inkubaltuk. Masnap mindharom térzs mintait Ni-NTA szuszpenzidval
kevertiik dssze, 4 °C-on 2 6ran at inkubaltuk, majd oszlopba toltottiik és a His-tag jelolt

fehérjét és a valoszintlileg hozza kapcsolodott fehérjét elualtuk.

ANTIBIOTIKUM KONCENTRACIO MERESE

A kiilonbozd S. griseus torzsek altal termelt streptomycin koncentraciojanak
mérésére az agar diffizids eljarast alkalmaztam. 100 ml agaros titral6 taptalaj felszinén
Osszefliggd B. subtilis ATCC 6633 pazsitot novesztettiink fel, eldzéleg azonban a

taptalajbol 4-6 mm atmérdjii agar korongokat tavolitottunk el, melyekbe -eltérd

crer
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hozzajuk tartozé kioltasi gytiriik atmérdjét szemi logaritmus papiron abrazolva, a kapott

egyenes alapjan meghatarozhat6 az ismeretlen mintak antibiotikum koncentracioja.



4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1 A C faktor gén klonozasa

A C faktor N-termindlis végének szekvenalasaval azonositott 29 aminosav alapjan
egy 18 és 19 bazisbol allo degeneralt oligonukleotidot terveztiink, melyeket primerként
hasznalva a S. griseus 45H kromoszoémalis DNS-r6l PCR reakciéban egy 76 bp
hosszisagu fargmantet szaporitottunk fel. A felszaporitott fragmentnek a két primer
kozé es6é 39 bp nagysagt, 5'-végén digoxigeninnel jelolt részét egy kb. 250 klonbol allo
minigénbank sziirésében probaként alkalmaztuk, a kiemelt pozitiv klont pBZ3 névvel

jelbltiik.

4.2 A pBZ3 klon szekvencia meghatarozasa és szekvencia analizise

A pBZ3 klén szekvenalasat a minigénbank készitésekor hasznalt pBluescript II
KS+ vektor poliklonozé helyét kdzrefogd T3 és T7 fag promoterével komplementer
primerek felhaszndlasaval kezdtiikk, majd egymast kovetd oligonukletid primerek
szintézisével megszekvenaltuk. A Frame Plot analizissel azonositott nyitott leolvasasi
keret tipikus Streptomyces kodolo régio, a DNS G+C aranya magas (71 %), a kodonok

A gén szekvenciajanak ismeretében megerositést nyert, hogy a C faktor fehérje
szekréciora keriil. 38 aminosavbol allo szekrécios szignalszekvencidja twin-arginin
motivumot hordoz, mely a Tat szekrécios uthoz irdnyitja a fehérjét. Ennek jellemzdje,
hogy a fehérjéket harmadlagos ill. negyedleges szerkezetiik kialakulasa utan, annak
megtartasa mellett juttatja at a membranon. Ilyen formaban a fehérjék védettebbek a
proteazokkal szemben, aminek nagy jelentdsége van a mas regulator fehérjékhez
hasonléan csak kis mennyiségben termel6do C faktor esetén.

A meghatarozott teljes szekvencia ismeretében nem igazolodott az a korabbi
feltevésiink, hogy a C faktor egy cink-ujj tipusu szabalyozd fehérje. Korabbi
megfigyelésiinknek valoszinlileg az lehet az alapja, hogy cink oszlopon egyiitt tisztul
egy cink-ujj tipust fehérjével, amellyel a Tat szekréciés utvonalon keresztiil
kivalasztodo fehérjékre jellemz6 modon komlexet képez a szekréciot megelézden vagy

a C faktor a cinket, mint cofaktort koti meg.



A C faktor aminosav szekvencidjat kiilonb6zé komputer programokkal analizalva
- Tmpred, DAS - arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az érett fehérje rendelkezik
transzmembran régioval, mely domén a 69. és a 90. aminosav kozotti szakaszon
talalhato. A fermentlébe kivalasztodo fehérje feltehetdleg ezen transzmembran domén
segitségével a differencialodas korai stddiumaban 1évé sejtek membranjaba épiil ugy,
hogy N-terminalis vége a sejt belso tere felé¢, mig C-terminalis vége az extracellularis

tér felé mutat.

4.3 TranszKkripcids start pont azonositasa S1 nukleaz térképezéssel

Az S1 nukleaz térképezéshez probaként a gén PCR reakcioban felszaporitott, *2P-
vel végjeldlt azon 547 nt hossziusagl szakaszat hasznaltuk, ahol a promoter régiot €s a
transzkripcids start pontot sejtettik. A S. griseus 45H TSBS komplett taptalajrol
NMMP minimdl taptalajra val6 atoltasa utan 0, 30, 60, 120, 240 és 420 perccel vett
mintabol RNS-t izolaltunk. Az elsé gyenge 244-245 nt hosszusagu szignalokat, melyek
a transzkripciés start pontoknak megfeleld 74.(A), ill. 75. (T) nukleotidot jelolik, az
atoltast kovetden 1 oraval detektaltuk. A legerdsebb jelet az atoltas utan 4 oraval, a
sporulacid kezdeti stadiuméban 1évd tenyészetbdl izolalt RNS minta esetén kaptuk,
tehat a gén kifejezodése fiigg a ndvekedési fazistol. A transzkripcids start pont alapjan
megallapitott -35-0s régi6 szekvencidja nagyfoku, mig a -10-es promoter régioé
alacsony homologidt mutat a o™ faktor altal felismert Streptomyces promoter
szekvenciakkal. A konszenzus szekvenciatdl vald eltérés foka ardnyos a promoter
aktivitas csokkenésének a mértékével. A C faktor gén valdban alacsony szinten keriil
expressziora és mas autoregulator fehérjékhez hasonloan igen alacsony koncentraciéban
fejti ki bioldgiai hatasat. A folyékony tapkozegben nem sporazo S. griseus 52-1

fermentlevéhez adva mér 0.5 ng ml™' koncentracioban preconidium képzést indukal.

4.4 A C faktor in vivo promoéter préba analizise S. coelicolorban

A S. coelicolorban végzett in vivo promoter proba analizis keretében a C faktor
vektorban 1évo promoter nélkiili redD gén elé ligaltuk. A redD gén terméke, a vOrds
szinli undecilprodigiosin szintézisét irdnyitd kaszkad utolsé tagja. Abban az esetben, ha
a redD gén expresszidja vegetativ promoterrdl torténik, a képzodd vords pigment
szilard taptalajon a szubsztrat micéliumban halmozodik fel. A C faktor promoterérdl

atirddo redD gén irdnyitasaval képz6dd undecilprodigiosin viszont a légmicéliumban



koncentréalodik, azaz a promoter a légmicéliumképzéssel kapcsoltan aktivalodik. Ez az
eredmény aldtamasztja azt a feltételezésiinket, hogy a ¢™®® faktor nemcsak vegetativ
tipusu promoter régiok felismerésében jatszik szerepet. A vorods szinili antibiotikum csak
alacsony szinten termelddott, a 1égmicéliumok szine nem olyan intenziv. A rézsaszin
arnyalat arra utal, hogy a redD gén a C faktor promoterérdl csak alacsony szinten
expresszalodik. Az S1 nukleaz térképezés €s a promoéter proba analizis eredményét
Osszehasonlitva lathatd, hogy a C faktor promoterrdl torténd transzkripcido mind

folyékony, mind szilard taptalajon a sporulaciot megel6z6 stadiumban torténik.

4.5 A C faktorral homolég fehérje keresése

A C faktor fehérje aminosavsorrendjét adatbankokban hozzaférhetd fehérjék
aminosavsorrendjével 0sszehasonlitva, a B. subtilis torzs altal termelt SOS regulonhoz
tartozo DinC fehérjével taldltunk alacsony foku homoldgiat (29 % aminosav azonossag
6 megszakitassal). A dinC transzkripcidjat a DinR fehérje szabdlyozza a gén promoter
viszont nem taldlhaté meg a DinR box Gram pozitiv baktériumokban meghatarozott
konszenzus szekvencidja, ami kétségessé teszi, hogy funkciondlis szempontbol

Osszefiiggés lenne a két fehérje kozott.

4.6 A C faktor gén azonositasa Kiilonb6zo Streptomyces torzsekben

A C faktor vagy azzal homolog gén jelenlétét a S. griseus 45H torzson kiviil,
melynek fermentlevébdl a fehérje tisztitasa tortént, 11 kiilonbozd Streptomyces tdrzsben
Southern hibridizacioval teszteltiik. Probaként a gén 860 bp hosszisagh (930-1790 nt),
radioaktiv foszforral jelolt fragmentjét hasznaltuk, mely a kodolo régio 80 %-at lefedi. A
C faktorral legalabb 87 %-0s homologidt mutatdé gént tartalmazo S. albus 391, S.
Sflavofungini, S. albus R-55 a tobbi teszt torzzsel ellentétben folyékony tapkdzegben jol
sporazik, ami alapjan feltételezhetd, hogy a C faktornak folyékony kultirdban szerepe
van a sporaképzés inicialasaban. Ezen eredményeink ellentétben allnak a korabbi
megfigyelésekkel, miszerint a C faktor ellen termeltetett monoklonalis antitesttel
minden vizsgalt Streptomyces torzsben, beleértve néhany altalunk ismét vizsgalt és
most C faktor negativnak bizonyult torzset, kimutathatdo volt C faktor szerli antigén

jelenléte.

4.7 A C faktor expressziojanak hatasa S. griseus 52-1 torzsben



A C faktor gént S. griseus 52-1 teszt torzslinkben alacsonyabb (10 plazmid/genom)
és magasabb (100 plazmid/genom) kopiaszamban is kifejeztettilk. A morfologiai
differencialodas szempontjabodl az extracellularisan adott C faktorral megegyezd hatast
csak a gént alacsonyabb kopiaszdmban tartalmazd transzformansok folyékony
tenyészetében kaptunk. A hifafonalak elagazodak, a C tipust 4gak végén preconidiumok
jelennek meg. Ez az eredmény 6sszhangban van az elobbi feltételezésiinkkel, miszerint
a C faktor folyékony kultiraban kozremiikodik a sporaképzés indukaldsaban. A gént
magasabb kopiaszamban tartalmazo transzforméansok citomorfologiai képe a S. griseus
52-1 torzs jellemz6 jegyeit mutatja. A hifafonalak egyenes lefutasuak, elagazasokat nem
tartalmaznak. A C faktor gént még nagyobb mértékben, az igen erdsen kifejez6dod

erythromycin promoterrdl termeltetve pedig letalisnak bizonyult.

4.8 A C faktor expresszidjanak hatasa S. griseus NRRL B-2682 bald mutansaiban

A C faktor gén hatasat a tovabbiakban a S. griseus NRRL B-2682 kopasz (bald), A
faktort nem termeld S. griseus NRRL B-2682 BAFN mutansan vizsgaltuk, mely torzs
szilard taptalajon nem képez légmicéliumot viszont spérazik, a sporak azonban
éretlenek. A gént alacsony és magas kopiaszdmban tartalmazd transzformansok
differencialtsagi foka megegyezik a vad tipusu torzsével, 1égmicéliumot és érett,
gombolyli spordkat képeznek. A S. griseus NRRL B-2682 jol spordzik folyékony
tapkozegben, ennek ellenére genomialis DNS-ében a C faktorral homolég gént nem
tudtunk detektalni. A fehérje tehat ugy képes helyreallitani a bald mutaciot, hogy génje
sem a bald mutans torzsben, sem annak vad tipusdban nem taldlhaté meg. A C faktor
génjét alacsony illetve magas kopiaszamban egy A faktort termeld, 1égmicéliumot és
sporat nem képzd kopasz mutansba S. griseus NRRL B-2682 BAFP is transzformaltuk,
ebben az esetben csak kis kopiaszam esetén megy végig a transzformans a
sporaképzéssel végzodo teljes életcikluson, magas kopiszamban a transzformans
morfologidja megegyezik az A faktort termelé bald mutinséval. A C faktor tehat
alacsony kopiaszamban mind az A faktort termeld, mind pedig az A faktort nem termeld
bald mutans transzformansaban légmicélium képzést indukal, ezen talmenden pedig az
elsé esetben helyreallitja a spora érési, a masodik esetben pedig a sporulacio teljes
folyamatat.

A C faktor, egyik lehetséges magyarazat szerint valdszinilileg olyan mutans
fehérjéket helyettesithet, mellyekkel szekvencia szintjén nem homolég, viszont
funkcionalisan hasonlé szerepet tolt be. Ennél azonban valoszinilibb, hogy a C faktor a
sporulaciot érintd defektusok szupresszoraként mikodik, példaul azaltal, hogy eddig ki
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nem fejez0dott sporulacidos géneket indukal. Mindkét hipotézis viszont azon alapul,
hogy a sporulacié regulacidja tobb, egymassal kapcsolddod alternativ tton torténhet,

melyek Osszetett szabalyozasi halozatot alkotnak.

4.9 C-terminalisan His-tag jelolt C faktor expresszidja Streptomyces torzsekben

A C-termindlisan His-tag jelolt fehérjét a C faktort nem tartalmaz6 S. lividansban
ill. S. griseus 52-1 torzsekben, a gént nagy kopiaszamu plazmidrol kifejeztetve
probaltuk taltermeltetni. Detektalhatd mennyiségii fehérjét azonban tSbbszori
probalkozas ellenére a fermentlébdl egyaltalan nem, a feltart sejttenyészetbdl is alig
tudtunk kimutatni. A C faktor gén expresszidja Streptomycesben tehat olyan erdsen
kontrollalt, hogy nem lehet benne a fehérjét nagyobb koncentracioban eléallitani, magas
szintli expresszidjat a sejt valoszintileg nem is tolerdlja. Ezt tAmasztja ald az a kisérleti
tapasztalatunk is, hogy a termeld S. griseus 45H torzs nem transzformalhatd nagy
kopiaszamu, C faktort hordoz6 plazmiddal. Kis koépiaszam esetén is a kapott telepek
atméroje kicsi, életképességiik csokkent, sporaképzés nem torténik. A citoszolbol tehat
valosziniileg azért nem sikeriilt a szekréciora keriild fehérje kimutatdsa, mert az

alacsony szintii elvalaszt6das miatt kihigul a fermentlében.

4.10 C-terminalisan His-tag jelolt C faktor expresszidja E. coliban

E. coli expresszios rendszerben viszont a szekrécios szignalszekvencia nélkiili His-
tag jelolt C faktor fehérjét 5-10 pg ml™ koncentricidban sikeriilt termeltetni. Az ily
modon eldallitott fehérje biologiailag aktivnak bizonyult, S. griseus 52-1 folyékony
kultardban nem sporazo, csak vegetativ hifikat képz6 teszt torzsinkhéz 1 ng ml™
koncentracioban a tenyészet elinditasakor adva annak reproduktiv tipusu
differencialodasat indukalja. A hifafonalak végi része preconidiumot képezve

megvastagszik.

4. 11 A C faktorral kolcsonhaté fehérje ill. fehérjék keresése

Az E. colibdl izolalt His-tag jelolt C faktort kolcsonhatd fehérje illetve fehérjék
keresésében felhasznalva harom kiilonb6zd torzset teszteltiink. Jelentds mértéki fehérje
dusulast csak a His-tag jelolt C faktor fehérjével kezelt S. griseus 52-1 torzs feltart
fehérje tisztult egyiitt a vizsgalt fehérjénkkel a Ni-NTA oszlopon. A masodik vizsgalt

torzs, a S. griseus 45H esetén, melybdl a C faktor fehérje tisztitasa tortént, valdszintileg
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azért nem kaptunk a His-tag jelolt fehérjével nem kezelt kontrolltol eltéréd mintazatot,
mert itt jelen van a nem His-tag jelolt C faktor fehérje is, és a fehérje-fehérje
kolesonhatés soran a jelolt és a természetes C faktor kozott kompeticid van. A harmadik
esetben, a S. griseus 52-1/pSB90 transzforménsnal a negativ eredménynek pedig az
lehet az oka, hogy a torzsbe bevitt fehérje expresszidja jol szabalyozott, és alacsony

szintll, igy a vele kolcsonhat6 fehérje sem mutathato ki.

4.12 Antibiotikum termelés valtozasa alacsony és magas kopiaszami C faktor gén
hatasara S. griseus torzsekben

A morfologiai differencialodassal 0sszefliggd antibiotikum termelésre a kisérletek
eredményeit 0sszegezve a C faktor a kovetkez moddon hat: Abban az esetben, ha a
transzformalando torzs (S. griseus NRRL B-2682 BAFN, S. griseus NRRL B-2682
BAFP) nem termel streptomycint, alacsony kopiaszamban ndveli az antibiotikum
koncentraciot, mig magas kopiaszdmban a hatdsa mar nem ilyen egyértelmii. A S.
griseus NRRL B-2682 torzs A faktort nem termeld bald mutans S. griseus NRRL B-
2682 BAFN/SGFS5 transzformansaban jelentdsen megemelkedett, mig az A faktort
termeld bald mutans S. griseus NRRL B-2682 BAFP/SGFS5 transzformansa esetén nem
valtozott az antibiotikum termelés a légmicéliumot nem képz6 mutins torzs
produkcidjahoz viszonyitva. A kiilonbség valosziniileg nem az A faktor meglétére vagy
hianyara vezethetd vissza, hiszen az A faktort szintén tartalmazo S. griseus 52-1 torzs C
faktort alacsony ill. magas kopiaszamban tartalmazé transzformansaiban egyik esetben
sem novekedett, a termelés mértéke. A C faktor tehat befolyasolja az antibiotikum
szintézis mértékét, de ennek hatasmechanizmusara a fenti adatok birtokdban nem lehet

egyértelmil valaszt adni.

5. OSSZEFOGLALAS

Azonositottuk a C faktor fehérje génjét, meghataroztuk szekvencidjat és a
szekvenciabol levezethetd aminosav sorrendet. Az aminosav sorrend alapjdn nem
igazolodott az a korabbi feltevés, hogy a C faktor cink-ujj tipusu szabalyoz6 fehérje. A
C faktor fehérje kivalasztasra keriil a sejtbdl, a 38 aminosavbol allo szekrécios
szignalszekvenciajaban talalhaté twin-arginin motivum a Sec fliggetlen Tat
transzlokacios utvonalhoz iranyitja, mely a fehérjéket harmadlagos illetve negyedleges
szerkezetiik kialakuldsa utan és annak megtartasa mellett valasztja ki a sejtb6ol. Az érett
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fehérje valoszintileg rendelkezik egy transzmembréan régioval, amin keresztiil képes a
differencialodas eltérd, korai stddiumaban 1évé hifak membranjaba integralodni. A C
faktor fehérje egyetlen eddig ismert és adatbankokban hozzaférhetd fehérjével sem
mutat szignifikans homologiat. El6forduldsa a Streptomyceseken beliil nem altalanos,
génjét illetve a vele nagyfokban homolog gént csak folyékony tapkdzegben jol sporazod
torzsekben sikeriilt kimutatni. A fehérje elvalasztasa ¢életciklus fiiggd, az mRNS szintje
a sporuldciot megel6zd stadiumban emelkedik meg. Meghataroztuk a transzkripcios
start pontot, ami alapjan megallapitott -10-es és -35-0s promoter régio szekvencia
homolégiaja szerint, a gén atirasaban a ™" faktor jatszik szerepet.

A C faktor morfologiai differencialodas szabalyozasaban betoltott szerepére
vonatkozolag megéllapithatd, hogy szilard taptalajon C faktort nem termeld S. griseus
NRRL B-2682 kopasz mutansaiban, kiillonb6z6 génekben tortént defektus esetén is,
légmicélium képzést indukal, illetve befolyasolja a sporulacio folyamatat. Folyékony
tapkozegben pedig, az ilyen koriilmények kozott nem sporazo, C faktor génjét szintén
nem tartalmazo S. griseus 52-1 teszt torzslinkben preconidium képzésben jatszik
szerepet. A C faktor nagy valosziniiséggel a légmicélium illetve spora képzést érintd
zavarok szupresszoraként miikodik kozre, de még nem tudott, hogy mely regulacios
kaszkad tagjaként. Annak érdekében, hogy a vele kolcsonhatd fehérjét, illetve
fehérjéket azonositani tudjuk Iétrehoztuk a C faktor C-terminalisan His-farkazott
valtozatat, melyet nagyobb mennyiségben csak E. coli expresszios rendszerben tudtunk
termeltetni. A S. griseus 52-1 torzsbol egy 55 és egy 110 kD molekulatomegii a C
faktorral kolcsonhat6 fehérjét sikeriilt azonositani.

Az antibiotikum szintézisre gyakorolt hatasat illetden megéllapithatd, hogy a C
faktor az A faktortdl fliggetlen szabalyozasi utvonalon keresztiil befolyasolja a
streptomycin termelés, de ennek hatdsmechanizmusara az eddigi adatok birtokdban nem

lehet egyértelmi valaszt adni.
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