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1 BEVEZETES

A 1980-as évektdl kezdddben az ipari szteroid gyogyszerszintézisek kiinduldsi
anyagaként az olcson €s nagy mennyiségben hozzaférhetd novényi eredetli szterinek kertiltek
elotérbe. Jelenleg a szteroid gyogyszerek tobbségét sz6jabol nyert szitoszterinbdl allitjak eld
olyan mddon, hogy a szterin-oldallinc mikrobiologiai Uton torténd eltdvolitasaval nyernek
elonyds szintézis-intermediereket a szteroid gyogyszerek eldallitdsahoz.

Ahhoz, hogy a gyogyszerszintézisekhez alkalmas intermediereket kapjunk, az
oldallanc lebontasaval egyidejiileg végbemend szteranvaz bontast meg kell akadalyozni. A
vazbomlast eldidéz6 két kulcsenzim a 9a-hidroxilaz és a Al-dehidrogenaz. Ezek
valamelyikének miikodését gatolva a szteranvaz épen marad. El0szor a vastartalmi 9a-
hidroxilaz enzim muikodését sikeriilt meggatolni Nagasawa-nak €s munkatarsainak a Noda
Intézetben, Japanban ¢és Dr. Wix Gyorgynek és munkatérsainak a budapesti Gyogyszerkutato
Intézetben Fe’™ ionokkal komplexet képzd vegyiileteket adagolva az 4talakitast végzd
mikroorganizmus tenyészetéhez. A  Gyodgyszerkutatd Intézet kutatocsoportjdnak a
szitoszterin- ¢s a koleszterin-oldallanc szelektiv lebomlésat sikertilt elérni oly médon is, hogy
e szterinek hidroxil-csoportjat rovid szénlanct alkil-éter-, illetve karbamoil-véddcsoporttal
lattak el, ezzel megakadalyozva annak ketonna alakuldsat, ami a szteranvaz lebomlasanak elsd
Iépése.

Az 1970-es években olyan szterin-oldallanc lebontasi eljarasokat fejlesztettek ki, ahol
a biokonverziohoz haszndlt mikobakteriumokban mutagén kezelésekkel inaktivaltak a
vazbomlast el6idézé enzimeket. A Gyogyszerkutatd Intézetben a genetikailag mddositott
orokitd anyagu mikobaktériumokkal végzett szitoszterin-oldalldinc lebontédsi kisérletek
Szentirmai Attila professzor irdnyitasdval indultak meg. A Richter-gyari biotechnoldgiai
kutatocsoporttal éveken at kozosen végzett kutatd-fejleszté munka soran a 4-androsztén-3,17-
dion, és a 9a-hidrooxi-4-androsztén-3,17-dion szteroid gyogyszerszintézis kulcsintermedier
eloallitasara egyarant sikertilt ipari el6allitasi eljarast kifejleszteni. A 4-androsztén-3,17-diont
a Richter Gedeon RT-ben két évtizede gyartjak, és kiinduldsi anyagul hasznaljak szteroid
gyogyszertermékeik szintézis¢hez.

E kutatasi és fejlesztési munkdk soran klasszikus mutacids modszerekkel és
szferoplaszt-fuzioval kivitelezett in vivo genetikai rekombinéacios technika alkalmazasaval

eldallitott mikobaktérium torzsekkel 23 részlegesen lebontott oldalldncu terméket izolalt



kutatocsoportunk. Ezek kozil a 9a-hidroxi-23,24-dinor-4,17(20)-koladién-22-savbol
pregnanvazas kulcsintermediereket allitottunk elé j szintetikus eljardsokkal a kortikoid
gyogyszerek eldallitasahoz a Gyogyszerkutato Intézetben.

A kivant szterin-atalakitdo képességgel rendelkezé ipari tdrzsek kifejlesztésére
klasszikus mutacios szelekcids mddszereket €s in vivo genetikai rekombinacids technikat
alkalmaztunk. Ezen modszereknél szelektivebb, példaul egy enzim miikodését serkentd vagy
gatlo hatast in vitro genetikai modszerekkel érhetiink el.

A géntechnologiai modszerek mikobaktériumokndl torténé alkalmazésa az 1980-as
évek végén kezdddott. A kutatasokat az 6sztondzte, hogy a mikobaktériumok okozzék a
vildgon a két legnagyobb aranyu haldlozassal jaré bakterialis fertézést, a tuberkuldzist és a
leprat. Az elsé ingazd vektorok egyikét, a pYUBI12 Mycobactérium-E. coli vektort Jekkel
Antalné dr. allitotta eld Osztondijas tanulmdnyutjan Anglidban, a Norwich-i John Innes
Kutatasi Kézpontban, 1988-ban.

A szitoszterin oldallancanak szelektiv lebontésara kifejlesztett eljarasokat mar hosszu
ideje alkalmazzdk a gyogyszeriparban vildgszerte, igy ezek Iényeges fermentacios
technologiai tovabbfejlesztése mar nem varhatd. Elképzelhetd viszont, hogy az oldallanc
lebontési eljarasok teljesitoképessége novelhetd az oldallanc lebontasban szerepet jatszo és
féleg annak sebességét meghatirozd enzimek miikddésének fokozasdval. A szitoszterin-
oldallanc lebontas intermedierjeinek izolalasaval €s szerkezetilk meghatarozasaval sikeriilt
megismerni az oldallanc lebontdsanak mechanizmusat, de az e folyamatban résztvevd
enzimeknek ¢és génjeiknek szerkezete még nem ismert. Ezen enzimek génjeinek a
szterinlebontd mikobaktériumok genomjaban valdé megtaldldsara és ezaltal szerkezetiik
meghatarozdsara az  inszercids mutagenezis modszerének  alkalmazasat  véltiik
legcélszeribbnek. E célkitlizés megvalositasara végzett kisérleteimrél szamolok be

értekezésemben.

Kittizott célok:

1. Inszercidos mutagenezis alkalmazéasa szterinhasznositd mikobaktériumoknal a szitoszterin
lebomlési metabolizmus blokkmutansainak eldallitasa céljabol.
a) Inszercidos mutans konyvtarak eléallitdsa ipari szempontbdl jelentds szterinatalakitod
Mycobacterium torzsekben.
b) Szlrdvizsgalati (,,screening”) modszer kifejlesztése a mutans konyvtarakat alkoto

torzsek szterin-atalakitd képességének vizsgalatara.



2. Az ipari szempontbol jelentds 9o-hidroxildz enzim klénozdsa miikodésében gatolt
inszercids mutans felhasznalasaval.
a) Inszercidos mutagenezis modszerrel inaktivalt 9a-hidroxilaz enzim génjének kinyerése
a blokkmutans kromoszémalis DNS-ébol.
b) A nativ 9o-hidroxildz enzim génjének izolaldsa a sziiléi Mycobacterium torzs
genomidlis génkonyvtarabol és molekularis jellemzése.
3. A rekombinans 9a-hidroxildz enzim expresszidja.
a) Homolog fehérje expresszido a 9o-hidroxildz enzimaktivitdssal nem rendelkezd, 4-
androsztén-3,17-diont termelé Mycobacterium phlei torzsben.

b) A 9a-hidroxildz enzim expresszalasa E. coli-ban.



2 IRODALMI ELOZMENYEK

2.1 Szteroid gyogyszerszintézisek kulcsintermedierjeinek

eléallitasa szterinek oldallancanak mikrobioldgiai
lebontasaval

Az 1950-es ¢években egy Mexikoban honos dioscorea cserje (Cabeza negra)
gyokerébdl izoladlt szapogenin agliikkonja, a dioszgenin valt a szteroid gyogyszerek ipari
eldallitdsanak legfontosabb kiindulasi anyagava. Magyarorszagon és mas mérsékelt éghajlatu
orszagokban termesztett Solanum fajokbdl (Solanum laciniatum, Solanum aviculare)
izolalhatd, dioszgeninnel rokon szerkezetli szolaszodinbdl szintetizaltdk a szteroid
gyogyszereket. Az 1960-as években a szteroid gyogyszerek termelése gyorsan ndvekedett
vildgszerte, ezért a dioszgenin az 1970-es években egyre magasabb aron €s csak korlatozott
mennyiségben allt rendelkezésre. A szolaszodint bioszintetizaldo Solanum fajok nemesitésével
sem sikeriilt a szolaszodin-termelést a kivanatos mértékben fokozni. Ezért a szterinek, eldszor
az allati eredetli koleszterin, majd az olcsobb ndvényi eredetli forrdsokbol, elonydsen
sz0jaolajbdl izolalt szitoszterin alapanyagként vald hasznositasa keriilt elétérbe.

Ahhoz, hogy a szterinek a szteroid gyogyszerszintézisek kiinduldsi anyagaként
hasznosithatok legyenek, el kellett tavolitani az oldalldncukat a szteranvazrol. N. L. S6hngen
1913-ban megfigyelte, hogy mikobaktériumok képesek novekedni az egyediili szénforrasként
koleszterint tartalmazé taptalajon'. T. C. Stadtman és munkatarsai 1953-ban C'* izotéppal a 4-
es illetve a 8-as szénatomon jelzett koleszterint mikobaktériummal fermentdlva azt
tapasztaltdk, hogy az teljesen lebomlik szén-dioxidda és vizzé, az oldallanc négyszer
gyorsabban, mint a szteranvaz’. K. Schubert és munkatarsai mikobaktériumoknal’, R. M.
Dodson és R. D. Muir pszeudomonasoknal® 1961-ben meghataroztak a szteranvaz
lebomlésanak els6 1épéseit, melyek eredményeként a B-gylrt felhasad. A baktériumok a
szterinek A- és B- gylirliire jellemzd 3fB-hidroxi-5-én-szerkezetet a hidroxil-csoport
oxidalasaval és kettdskotés izomerizalasaval 3-oxo-4-én-szerkezetlivé alakitjak, majd
kettoskotést képeznek az 1-es €s 2-es szénatomok kozott, és a 9-es szénatomon o-helyzetben
hidroxil-csoportot épitenek be. Az igy 1étrejovoé 9a-hidroxi-3-oxo-1,4-dién szerkezetli termek
nem stabil ¢és spontan atrendezdédik a B-gytrli 9-es ¢€és 10-es szénatomok kozotti

felhasadasaval ¢és az A-gylrli aromatizaciojaval 3-hidroxi-9,10-szeko-1,3,5(10)-trién-9-on



szerkezetu szteroid szarmazékka. A szteranvaz felhasadasahoz vezetd atalakulasokat az 1.

abra szemlélteti.
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1. abra. A szteranvaz felhasadasa mikrobiologiai Gton

A B-gylrt felhasaddsahoz vezetd reakcidk valamelyikét kellett megakadéalyozni
ahhoz, hogy elejét vegyék a szteranvaz lebomlasanak. El0szor a 9a-hidroxildz enzim
miikodését sikeriilt meggatolni Nagasawa-nak ¢és munkatarsainak a Noda Intézetben,
Japanban® és Wix Gyorgynek és munkatarsainak a budapesti Gyogyszerkutatd Intézetben®’
Fe’* ionokkal komplexet képz6 o,o’-dipiridilt, illetve 8-hidroxi-kinolint adagolva a
szterinlebontd baktérium tenyészetéhez, és igy koleszterinb6l €s szitoszterinbdl 1,4-
androsztadién-3,17-dion képzddott, amelyet az Osztron-szintézis kulcsintermedierjeként
alkalmaznak a gydgyszeriparban®.

E munkéikkal egyidében A. Wettstein és munkatéarsai dehidroepi-androszteronbol
kiindulé 19-norszteroid szintézisét’ kovetve C. J. Sih és munkatarsai koleszterinb8l 6f,19-
oxido-4-kolesztén-3-on-t ¢és 19-hidroxi-4-kolesztén-3-on-t allitottak eld, majd e vegyiiletek
szterin-oldallancat Nocardia restrictus-szal lebontottak. A 6f3,19-oxido-4-kolesztén-3-on-bol
6f3,19-oxido-4-androsztén-3,17-dion keletkezett, mivel a 6-0s és a 19-es szénatomok kozotti
oxigénhid sztérikusan megakadélyozta a kettdskotés kialakulasat az 1-es és 2-es szénatomok
kozott, és igy a szteranvaz lebomlasat is'®. Ezzel koleszterinbél is lehetévé valt a 6(,19-
oxido-4-andosztén-3,17-dion intermedier felhasznaldsaval a 19-nor-szteroidok, igy a
noretiszteron és mas rokonszerkezetli 6sztronvazas fogamzasgatlok szintézise. A 19-hidroxi-
4-kolesztén-3-on-bol pedig Osztront allitottak eld a koleszterin-oldallanc lebontdsaval és a
szteranvaz ~ A-gylrijének  aromatizaciojaval. A Gyodgyszerkutatd  Intézetben a
mikobaktériumokkal végzett szterin-oldallanc lebontési kutatasok soran Mycobacterium phlei,

Mycobacterium smegmatis ¢s Mycobacterium lacticola torzsekkel allitottak elé 63,19-oxido-
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koleszt-4-én-3-on-bol 6f,19-oxido-androszt-4-én-3-on-t a 19-nor-szteroidok eldallitasara
iranyul6 kutatasok részeként''.

A koleszterin €s a szitoszterin oldallancanak szelektiv lebontasat a Gyogyszerkutato
Intézet kutatocsoportjanak azaltal is sikeriilt elérni, hogy a szterdnvdz lebomlasat mar
megindulasanal megakadéalyoztdk olyan modon, hogy a 3B-hidroxil-csoportot metil-, illetve
rovid szénlanc alkil-éter véddcsoporttal 1attak el, ezzel blokkolva a ketonna alakulasat, ami a
szteranvaz lebomlasanak elsé 1épése. Az oldallanc lebontasa utan az alkil-éter véddcsoportot
eltavolitva dehidroepiandroszteronhoz, az androgén hormonok, anabolitikumok ¢&s az
aldoszteron antagonista spironolakton szintézisének kiindulasi anyagahoz jutottak.'>'?
Késébb egy masik, koleszterinbdl ¢€s szitoszterinbdl kiinduld dehidroepiandroszteron
eloallitast is kidolgoztak. Abbol a tapasztalatbdl indultak ki, hogy Streptomyces tenebrarius a
tobramicint egy szarmazékanak, a 6’’-O-karbamoil-tobramicinnek a formajaban
bioszintetizalja, ¢és ebbdl ligos hidrolizissel allitjak eld az antibiotikumot. A karbamoil-
csoport kis térkitoltésii, igy varhatd volt, hogy a szterin-oldallancot lebont6 enzimek a
szterinek 3[-karbamoil-oxi-szdrmazékat szubsztratumként elfogadjdk. A koleszterin és a
szitoszterin-3-karbamat szarmazékait a Mycobacterium phlei, Mycobacterium smegmatis €s a
Mycobacterium lacticola 3p-karbamoiloxi-5-androsztén-17-on-na bontotta le, és ebbdl lugos
hidrolizissel jutottak a dehidroepiandroszteronhoz'*. A dehidroepiandroszteron el6allitasat

szterinekbOl a 2. abra szemlélteti.

M. phlei
\o \0
koleszterin-3-metiléter
1. Ac,0, HCIO,
2. NaOH, EtOH
androgén hormonok
[o]
anabolitikumok
HO
KOH aldoszteron antagonistak
EtOH
[o]
M. phlei
[o] - - [o]
J\ M. smegmatis J\
HN" "0 M. lacticola HN" "0

B-szitoszterin-3-karbamat

2.4abra:  Dehidroepiandroszteron eldallitdsa  szterin-szarmazékok mikrobioldgiai oldallanc

lebontasaval



Az 1970-es ¢években a Searle és az Upjohn gyodgyszergyarak kutatdi olyan szterin-
oldallanc lebontasi eljarasokat fejlesztettek ki genetikailag modositott 6rokité anyagu
szterinhasznositd mikobaktériumokat alkalmazva, amelyekben mutagén kezeléssel, UV
besugarzassal, illetve N-metil-N -nitro-N-nitrozoguanidines kezeléssel mikodésképtelenné
tették a szterdnvaz lebontéasat kivaltd enzimeket. Eldallitottak 9oa-hidroxilezésre nem képes
Mycobacterium phlei muténstls, amellyel 1,4-androsztadién-3,17-dion és 1l-es és 2-es
szénatomok kozotti dehidrogénezésre nem képes Mycobacterium fortuitum mutans torzset'®,
amivel 9a-hidroxi-4-andosztén-3,17-dion €s e két enzimfunkci® mindegyikét elvesztett
Mycobacterium phlei kettés mutanst'’, amellyel 4-andosztén-3,17-dion allithato elé
szitoszterinbdl. Az igy kapott kulcsintermedierekbdl a szteroid hormonok és gyodgyszerek

széles valasztéka szintetizalhatd, mint azt a 3. dbra mutatja.

(o}
— > 0sztrogén hormonok
fogamzasgatiok
(o}

1,4-androsztadién-3,17-dion

[0}
androgén hormonok
> anabolikumok
(o]

HO 4-androsztén-3,17-dion

(o]
R-szitoszterin
——» kortikoszteroidok
JOC

9a-hidroxi-4-androsztén-3,17-dion

3.abra  Szitoszterinbdl nyert szteroid gyogyszerszintézis kulcsintermedierek

Az 1,4-androsztadién-3,17-diont az Osztranvazas gyogyszerek, a 4-androsztén-3,17-
diont az androsztdnvdzas gyogyszerek szintéziseinek kiinduldsi anyagdul mar korébban is
alkalmaztak. A 9a-hidroxi-4-androsztén-3,17-dion a kortikoszteroidok szintézisének nagyon
elonyds kiinduldsi anyaganak bizonyult, mert 9o-hidroxil-csoportjanak klorszulfonsavas
kihasitasaval létrejové 4,9(11)-androsztadién-3,17-dionbdl lehetdveé valt a gyogyaszatilag

értékes kortikoszteroidokra jellemzd 11B-hidroxil-csoport egyszerii, szintetikus kémiai



kialakitasa, igy a 17-es ketocsoportbdl kiindulva nagyon jo hozamu kortikoszteroid-oldallanc
szintézist fejlesztettek ki az Upjohn gyogyszergyar kutatoi'®.

A szitoszterin-oldallanc lebomlasi anyagcserettjat a koleszterin-oldallanc lebomlasi
mechanizmusanak vizsgalataban'® is meghatarozo szerepet jatszé C. J. Sih és munkatérsai
deritették fel’**!, de egyes részletek tisztazasaban kutatocsoportunk is kozremitkodott. Egyik
kollégank Szeleczky Zoltan Sih professzor laboratoriumaban a Wisconsini Egyetemen
Osztondijasként részt vett e munkaban. Az oldallanc lebomlasa a ldncvégi 26-os szénatomon
végbemend hidroxilez6déssel kezdodik, majd a 26-os hidroxilcsoport dehidrogénezésével
karbonsavvéa alakul, ami a zsirsavak metabolizmusara jellemzd [-oxidaciés mechanizmussal
bomlik le. Ahhoz, hogy az oldallanc lebomolhasson, a mikroorganizmus karboxil-csoportot
kell beépitsen az oldallinc 24-es szénatomjardl leagazd etilszubsztituensen 1évo 28-as
szénatomra. Az oldallanc lebontasa sordn a -oxidacids folyamat egymas utan négyszer megy
végbe ¢és ennek soran az elsé két ciklusban két propionil-koenzim A, a harmadik ciklusban
egy acetil-koenzim A, végiil a negyedik ciklusban ismét egy propionil-koenzim A képzddik
az oldallancbol. Ha a karboxilezés a 28-as sz€énatomon nem jatszodik le, a lanclebomlds mar
az els6 PB-oxidacios ciklusban elakad €s a 24-es szénatomon ketocsoportot tartalmazo 27-nor-
kolesztan-oldallanca termék keletkezik®>. A szitoszterin oldallincanak mikrobiologiai
lebomlési anyagcseretutjat a 4. dbra szemlélteti.

Kutatocsoportunk a szitoszterin mikobaktériumokkal végzett oldallanc-lebontasa
mellett a sztigmaszterin €s az ergoszterin oldallancdnak lebontasat is tanulmanyozta. E
munkak soran rontgendiffrakcids vizsgalatokkal megallapitottak, hogy az oldallanc lebontas
elsé lépésében az oxigénnek a 26-o0s szénatomra vald beépililésekor a szomszédos 25-0s
szénatomon R-konfigurdcioju kirdlis centrum alakul ki a szitoszterin és sztigmaszterin
esetében, mig az ergoszterin oldallaincanak lebontasakor S-konfiguracidju kiralis centrum jon
létre a 25-6s szénatomon™->*,

A Gyogyszerkutatod Intézetben a genetikailag modositott mikobaktériumokkal végzett
szitoszterin-oldallanc lebontési kisérletek Szentirmai Attila professzor vezetésével indultak
meg az 1970-es években, majd az 1980-as ¢évek masodik felétdl Jekkel Antalné dr.
kutatécsoportja folytatta ezt a munkat. Az intézeti kutatécsoport éveken at a Richter Gyar

biotechnologiai részlegével és lizemével egylittmiikddve végezte a kutato-fejlesztd munkat.
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A szitoszterin oldallancanak mikrobioldgiai lebomlasa
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Ennek soran az 1,4-andosztadién—3,17-dion25, a 9oa-hidrooxi-4-androsztén-3,17-

) r . 2 . y . ) . . o .
2027 ¢s a 4-androsztén-3,17-dion®® szteroid gydgyszerszintézis kulcsintermedierjeinek

dion
eloallitdsara egyarant sikeriilt eljarast kifejleszteni. A 4-androsztén-3,17-dion és a 9a-hidroxi-
4-androsztén-3,17-dion eldallitasi eljarasat ipari méretben is kidolgoztak. A 4-androsztén-
3,17-dion gyartasa pedig mar tobb mint két évtizede nagy volumenben folyik a Richter
Gedeon RT-ben.

E kutatasi és fejlesztési munkdk soran klasszikus mutacios modszerekkel ¢és
szferoplaszt-fuzioval kivitelezett in vivo genetikai rekombinacids technika alkalmazasaval
eldallitott mikobaktérium torzsekkel kutatocsoportunk 23 részlegesen lebontott oldallanct
terméket izolalt”. A Ezek kozil 5 bizonyult uj vegyiiletnek. E termékek részben a
szitoszterin-oldallanc lebontas intermedierjei, részben pedig ezekbdl képzédd metabolitok. E
termékek koziill a 9a-hidroxi-3-ox0-23,24-dinor-4,17(20)-koladién-22-sav latszott ipari
szempontbol hasznosithatonak. Ebbdl kiindulva kutatdécsoportunk két 0j szintetikus eljarast
fejlesztett ki kortikoszteroid hormonok ¢és gyogyszerek szintézise szdmara kiindulési
anyagként szolgédlo pregndnvazas szintézis-intermedierek, a 4,9(11),16-pregnatrién-3,20-dion,
az 1,4,9(11),16-pregnatetraén-3,20-dion®® ¢és a 17a-hidroxi-4,9(11),16-pregnadién-3,20-
31,32

dion eloallitasara.

Az in vitro genetikai rekombinans rendszerek kidolgozasa mikobaktériumoknal az 1980-as

évek végén kezdddott el’

. A kutatasokat az 6sztonozte, hogy a mikobaktériumok okozzak a
két legnagyobb halalozéssal jar6 bakteridlis fertdzést a vilagon, a tuberkulozist és a leprat,

valamint szdmos allati megbetegedést is.

2.2 Plazmidok és mozgékony genetikai elemek a
mikobaktériumok genetikai tulajdonsagainak felderitésében

A plazmidok és a transzpozonok értékes eszkozei a baktériumok genetika analizisének
¢s modositasanak. Tulajdonsagaik tanulmdnyozasa informaciot szolgaltat alapvetd biologiai
folyamatok, mint példaul a DNS-replikacid, a génatvitel, a kromoszoma atrendezddés és a
mutacié megismeréséhez.

A mikobaktériumok altal okozott megbetegedéseknek az 1980-as években tapasztalt
novekvd szdma inditotta el a molekularis genetikai eszk6zok, elsdsorban a plazmid vektorok

¢s a transzpozonok alkalmazasat a baktériumok patogén tulajdonsédgainak felderitésére.
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2.21 Mikobaktériumokban el6fordulé plazmidok

A plazmidok természetesen Iéteznek a baktériumsejtekben €s genetikai tulajdonsagaik
bonyolult kapcsolatokon keresztiil fiiggenek a gazdasejttél. Tudni szeretnénk, hogy a
plazmidok milyen hatéssal vannak a gazdaszervezetre, milyen fenotipikus tulajdonsagokkal
ruhdzzék fel azokat, illetve mi a jelentdségiik a genetikai informacié horizontalis atadasaban.
A viszonylag egyszerlien izolalhatdo plazmid DNS mikodésének tanulmanyozéasaval
megismerhetjik a gazdasejt mikodésének egyes biologiai folyamatait, mint példaul a
génexpresszio szabalyozasat.

Plazmidok a két nagy mikobakterialis human patogén, a Mycobacterium leprae és a

M. tuberculosis klinikai izoldtumaiban nem fordulnak elé, viszont elterjedtek mas
mikobaktériumokban, mind a gyorsan, mind pedig a lassan nov0 fajok korében. Bar a patogén
M. tuberculosis-ban nem taldltak plazmidot, viszont mas fajokbol szdrmazo plazmidokkal
transzformdlhatd, ami azt mutatja, hogy a torzs képes a plazmid replikacidjat tamogatni, bar a
természetes izolatumaiban nincs jelen plazmid.
Egy fakultativ patogén faj, a M. fortuitum komplex egyes torzseiben akar otféle, egymas
mellett replikalodd plazmid is lehet®®. Méretiiket illetben e plazmidok nagy valtozatossagot
mutatnak (4,8 kb-320 kb), szerkezetiik alapjan két nagy csoportra oszthatok, kovalensen zart
cirkularis, vagy lineéris molekulak.

Plazmidok eldfordulasat leginkabb a M. avium-intracellulare komplex (MAI),
illetdleg M. fortuitum komplex torzsei esetében vizsgaltdk. Az els6ként izolalt plazmidokrol
késziilt elektronmikroszkopos felvételekbdl kitiint, hogy cirkularis DNS-molekulakrol van
sz6°**°. MAI komplexben taldlhatok kisméretti (<30 kb), illetve igen nagy plazmidok (>150
kb) is. A MAI komplexbe tartozd kisméretli plazmidok két csoportja kiilonboztethetd meg
aszerint, hogy a M. avium-bol kordbban izolalt pLR7, vagy a pVT2 cirkularis plazmiddal
hibridizalnak. Jelentds méretbeli kiilonbség tapasztalhaté a pLR7 csoportba tartoz6 plazmidok
kozott (15 kb-30 kb), mig a pVT2 csoport plazmidjai jellemzOen konzervaltak és csak 12.9,
13,5, ill. 15.3 kb méretben fordulnak el8™.

Egy masik jelentds plazmid a Labidi és munkatarsai altal leirt M. fortuitum-bol
szarmazd pAL5000, ez a legkisebb és legjobban jellemzett mikobakterialis plazmid***’,
melyet kiterjedten hasznalnak klonozé vektorok kifejlesztésére.

Picardeau ¢és Vincent linedris plazmidokat azonositott 11 torzsben, melyek az
egymashoz kozelallo M. celatum, M. xenopi és M. branderi fajokba tartoznak. Mind a 11
torzs 1-2 lineéris plazmidot tartalmazott, melyek mérete 20 kb-tdl 320 kb-ig valtozott. A
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plazmidok linearis szerkezetét exonukleaz degradacioval, topoizomeraz relaxacioval és
elektroforetikus mobilitasuk alapjan allapitottdk meg. Az izolalt 14 plazmidot 6t csoportba
lehetett sorolni hibridizacios sajatsagaik alapjan. A vizsgalt torzsek kozott nem volt egyetlen
olyan sem, amely ugyanazon csoportba tartoz6 két plazmidot hordozott volna, ami
inkompatibilitasi mechanizmus jelenlétére utal*®.

Nagyon kevés fenotipusos tulajdonsdg kodolt plazmid DNS-en mikobaktériumok
korében. Ez részben annak tulajdonithatd, hogy ezen plazmidok extrém modon stabilak sajat
gazdatorzseikben. Ennek kovetkeztében a plazmidokon kddolt funkcidk nehezen valaszthatok
sz&t a kromoszoman 1évoktol. Masrészrdl pedig ez a teriilet még kevéssé tanulmanyozott.
Mindemellett néhdny tulajdonsdg Osszefliggésbe hozhatd plazmid jelenlétével, bar nem
mutattdk ki bizonyosan, hogy a vizsgalt funkciok plazmid DNS-en kédoltak. Példaul egy M.
avium-ban 1évo restrikcids modifikacios rendszerrdl leirtdk, hogy plazmid jelenlétéhez kotott.
A termelt restrikcios enzim a Xhol izoschizomerje®. M. scrofulaceum higany és réz

crer

azon leszdrmazottjai, melyek elvesztettek egy 170 kb nagysaga plazmidot, érzékenny¢ valtak

. r L 4
higannyal és rézzel szemben®”*".

2.2.2 pAL5000 plazmid replikacioja

A Mycobacterium plazmidok replikaciojardl kevés informacid all rendelkezésre.

Legismertebb a genetikai manipulaciokhoz elterjedten hasznalt a Mycobacterium fortuitum
pAL5000 plazmid replikaciojaért felelds régioja, de tanulményoztdk még a pLR7 csalad
harom plazmidjat: a pLR7-et"', a pMSC262-t*, és a pJAZ38-at™ is ebbbl a szempontbol.
A pAL5000 plazmid szamos Mycobacterium fajban, példaul M. smegmatis-ban, M.
tuberculosis komplex torzseiben, valamint M. avium-ban képes replikalodni''™*, és
sejtenkénti kopiaszama legfeljebb 6t*. A plazmid 4837 bp hosszusagl szekvenciajat Rauzier
¢és munkatarsai publikaltdk 1988-ban*®. A megallapitott DNS szekvencian 6t ORF-et, ORF-1-
ORF-5 azonositottak, illetve valoszintsitették a replikacios origd helyét.

A plazmid replikdcidos mechanizmusanak felderitésével foglalkozd els6 munkak a
replikacidhoz sziikséges minimalis régi6 megallapitasara irdnyultak. Inszerci6s mutagenezis
¢s szubklonozéas segitségével fokozatosan csokkentették a replikacidhoz sziikséges
szekvenciat, behatarolva a replikédcidoban érintett géneket €s a replikacios origd helyét. Ranes

¢s munkatarsai a pAL5000 plazmid 2.58 kb hosszisagu, Hpal-EcoRV fragmentumjat
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klonozva allitott eld egy ,.mini” E. coli-Mycobacterium ingazd vektort (pRR3)*, mely az
ORF-1, -2, -5-6t tartalmazta. Stover ¢és munkatarsai a pALS5000 plazmid kisebb
fragmentumjat felhasznalva - mely ugyancsak az ORF-1, -2-6t, de az ORF-5-nek csak egy
rész¢ét tartalmazta - hozta 1étre a pMV206 jelii plazmidot, mely szintén autondém modon
replikalodott E. coli-ban és Mycobacterium-ban egyarant (5. 4bra)*’. E tanulmanyok
ramutattak az ORF-1 és/vagy az ORF-2 replikdcioban vald szerepére. Ezen gének delécios
mutagenezissel vald inaktivaldsa pedig vildgossa tette, hogy mindkét ORF sziikséges a
pAL5000 replikaciojadhoz. Az ORF-1 altal kodolt feltételezett replikacios fehérjét repA-nak,
illetve az ORF-2 altal meghatarozottat repB-nek nevezték el.

A pAL5000 plazmid replikacidjadhoz sziikséges régiot tovabb sziikitette Stolt és
Stoker®® egy 1605 bp hosszusagn DNS szakaszra, amelyet a pUHS52 plazmid tartalmazott
(pUHS52: pAL5000 plazmid 4325-1093 kozotti régidja (Rauzier és munkatarsai altal publikalt
DNS szekvencian*®) a pUC18 plazmidban klonozva). Megallapitottak, hogy a repd és repB
fehérjék transz-aktivitasuk (tavolra hatd aktivitdsuk) révén akkor is képesek a replikécios
origot aktivalni, ha szintézisiik ugyanazon gazdasejtben 1év0, masik plazmidon kodolt. A
replikacidhoz elengedhetetlen, magan a plazmidon kodolt, cis-aktivitas (kozelre hatod
aktivitasu) elemek pedig egy 760 bp fragmentumon helyezkednek el. (a 3861 és 4620 pozicid
kozotti szakasz, Rauzier és munkatarsai altal publikalt DNS szekvencian®). Ez utobbi
szakaszon a szerzok definidltak egy 435 bp nagysagu tigynevezett ,,inc” szakaszt, melyen tobb
1smétlddd, azonos ¢és forditott iranyultsagti szekvencia talalhatd, €s ami tartalmazza a
replikacids origot, illetve felelds a plazmid inkompatibilitasi tulajdonsagaiért (5. abra).

A repA replikdcidban betdltott szerepe kevéssé ismert, viszont az E. coli ColE2
plazmid csalad replikacids fehérjéivel mutatott rokonsaga megerdsiti a replikdcioban betoltott
szerepét. A repB fehérje C-termindlis végén Rauzier €s munkatéarsai ,,helix-turn-helix”
szerkezetet azonositottak, ami jellemzd a DNS-hez kot6do fehérjékre, tovabba
megallapitottak, hogy az ORF-1 és az ORF-2 atfednek egy nukleotiddal €s igy valosziniileg

egy operont képeznek®.
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5. abra A pAL5000 plazmid replikacidjahoz sziikséges minimalis DNS régid azonositasa. A)

A pAL5000 plazmid linearis abrazolasa az ORF-ek ¢és a replikacids origo
feltiintetésével (A plazmid ebben a formaban keriilt klonozasra a pYUB12 vektorban).
A nyilak a replikacioban érintett ORF-ek transzkripcidjanak az iranyat jeldlik. B) A
pAL5000 plazmidbol szarmazo funkcionalis replikonok felhasznalasaval készitett
ingazo vektorok.

Stolt és Stoker® megallapitotta, hogy a két replikacios proteint kodold ORF-1 és ORE-
2 atirasakor egyetlen RNS molekula keletkezik, melyet jellemeztek ¢s meghataroztik az 5°-
végének szerkezetét. Megallapitottak, hogy a repB fehérje a replikacios origd kdrnyezetében
két helyhez kotddik: egy nagy aftfinitast (H) helyhez, mely a sajat promoter szakaszan beliil
helyezkedik el, és ezzel onmaga expressziojat szabalyozza, illetve egy kis affinitasa (L)
helyhez, téle 5’ (,,upstream”) iranyban, mely feltételezhetden maga a replikacios origd. A
termelddott fehérje eldszor a nagy affinitast helyhez, azaz sajat promoteréhez kotddik, majd
ezaltal jelentdsen lecsokken képzddése. Ekkor az alap expresszio révén termelddd 0y repB
fehérje a kis affinitasu régidohoz, azaz replikacios origohoz kotddik €s a repA fehérjével egyiitt
kivaltja a plazmid replikdcidjat. A repA szerepe a replikacids mechanizmusban még nem
tisztazott. A szintetizalodott plazmidon szabad allapotban 1€v6é nagy affinitasti promoter régio
ismét erdteljes repB fehérjeszintézist indit (5. abra). Ilyen modon egy egyensuly all be a
transzkripcio leallitdsa és a replikacid beindulasa k6zott. A repB fehérje kettds funkcidja -
miszerint autorepresszor €s inicidtor szerepet is betdlt - jellemzden eldfordul mas plazmidok

replikacidjaban érintett fehérjék esetében is™.
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2.2.3 Mozgékony genetikai elemek jellemz6 tulajdonsagai

A transzpozonok mozgékony genetikai elemek, melyek képesek athelyez8dni egyik
genomidlis helyr6l egy masikra. A transzpozon szekvencian kdodolt az ugrashoz sziikséges
funkcionalitas, amihez nem sziikséges a transzpozon ¢€s target DNS molekula homologidja.
Létezésiiket Barbara McClintock fedezte fel el8szor 1950-ben a kukoricaszemek
szinvaltozasat tanulmanyozva®’. Azonban a szinvaltozast el6idéz6 DNS  szekvencia
jelentéségét nem ismerte fel és csak passziv, vagy mas néven ,,junk” DNS-ként azonositotta.
Napjaink kutatasi eredményei viszont ravilagitottak arra, hogy a transzpozonok mobilitasuk
révén befolyasoljak egyes gének expresszios szintjét, illetve hozzédjarulnak a genom
vannak az ¢€lovilagban; éppugy megtaldlhatok a baktériumokban, mint az emldsokben,
azonban az eukariotdkban gyakrabban fordulnak eld. A huméan genom példaul nagy szdmban
(45%) tartalmaz mozgékony genetikai elemeket, azonban ezeknek csak egy része mutat
transzpozicios aktivitast.

Baktériumok esetében a transzpozonokat széles korben alkalmazzak random inszerciod
kivaltasara teljes genomanalizis, illetve egyedi gének szervezddésének vizsgalata céljabol. A
transzpozonok térnyerése a baktériumok genetikai tulajdonsagainak vizsgalatdban a
klasszikus mutagén agensekkel szemben els6sorban annak koszonhetd, hogy a genomba
torténd beépiilésiik révén nemcsak egyszerti mutacidkat okoznak, hanem genetikai markerek -
pl. antibiotikum rezisztencia bevitele révén - meg is jelolik az inaktivalt géneket, ami
megkonnyiti a mutansok tovabbi vizsgalatit. A transzpozon antibiotikum rezisztencidjara
szelektalva lehetdvé valik a mutagenizalt génszakasz izoldlasa és klonozasa tovabbi genetikai
DNS hibridizacioval felderithetd, ami informaciét ad a transzpozon altal kettészakitott gének
kromoszoman valé elhelyezkedésérol.

Mozgékony genetikai elemekre €piil szamos modern, genomanalizist segitd modszer.
»Signature-tagged mutagenesis” (STM), illetve ,,genetic footprinting” technikéat alkalmazva
sikerlilt patogén mikroorganizmusok fert6zoképességért felelds génjeit azonositani. A
»3canning linker mutagenesis” (SLM) moddszerével pedig fehérjek szerkezet-funkcid

Osszefliggéseit vizsgaljak. E modszer soran rovid peptideket épitenek a célfehérjékbe random
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médon ugy, hogy a fehérjét kddold génbe transzpozont inszertdlnak és annak pontatlan
kivagodasat idézik eld.

A baktériumokban eléforduld mozgékony genetikai elemek szerkezetiiket tekintve
lehetnek egyszerii inszercios szekvenciak (IS), amik a transzpozicidért felelds génbdl és az azt
hataroldo forditottan ismétloédd szekvenciakbol [,,inverted repeat” (IR)] allnak, illetve
Osszetettek, melyeket transzpozonoknak hivunk. A transzpozonok egy par inszercids
szekvenciat tartalmaznak, melyek kozrefognak egy tovabbi genetikai informacidért felelos
DNS szakaszt -, példdul antibiotikum rezisztenciat kddolnak. A legbonyolultabb felépitésiiek
az ugynevezett konjugativ transzpozonok, melyek a transzpozonok, a plazmidok ¢és a
bakteriofagok tulajdonsagait 6tvozik magukban.

A bakterialis IS elemek és transzpozonok athelyezddése kétféle mechanizmus szerint
torténhet. A konzervativ athelyezddés soran a mozgékony elem az eredeti helyérdl kivagodik
¢s egy Uj helyre keriil, mikozben a genomban az elemek szdma nem valtozik. A replikativ
athelyezddés sordn viszont a mozgékony elemnek egy uj példanya keletkezik az 0j inszercio
helyén, mikozben az elem az eredeti helyén is megmarad, és ezzel az elemek szdma
novekszik.

A transzpozicid sordn az IS szekvencidk altalaban megkétszerezik a cél-DNS egy rovid
szakaszat (2-14 bp) és a képzddd azonos iranyultsagu ismétlédd szakaszok [,.direct repeat”
(DR)] a transzpozon oldalaira kertilnek.

Az eukariota mozgékony genetikai elemeket transzpozicidjuk mechanizmusa szerint
csoportositva lehetnek DNS-ként athelyezddd transzpozonok, ahova az eddig targyalt mozgo
elemek is tartoznak, illetve retrotranszpozonok, melyek RNS intermedieren keresztiil kertilnek
egyik genomidlis helyr6l a masikra. A retrotranszpozonok a retrovirusokkal mutatnak
szerkezeti rokonsagot. Eukariotikban ezek a gyakoribbak.

Napjainkban a genomszekvenciak rohamosan névekvd szdmaval egyre bizonyosabba
megjelenésében. Mint alakithatd, hatékony genetikai eszk6zok, jelentdségiik fokozddott a

genetikai anyag szerkezet-funkci6 Osszefliggéseinek felderitésében.
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2.2.4 Transzpozicios elemek mikobaktériumokban

Az els6 mikobakterialis inszercios szekvenciat (IS) az 1980-as évek kdzepén fedezték
fel, amikor elkezd6dott a molekularis biologiai eszk6zok mikobaktériumokra vald
alkalmazasa®'. A repetitiv elemek utani kutatas kombinalva antibiotikum rezisztenciagénekkel
végzett hibridizacios vizsgalatokkal, tovabba teljes genomok szekvenaldsa nagyszamu IS
elem felfedezéséhez vezetett. Tobbségliket mar az izolaldsukkal egyidOben sikeriilt
azonositani mdas ismert mozgékony elemmel mutatott szekvencia-homoloégia alapjan.
Transzpozicios aktivitast csak az I1S6700, 1S6110, 1S6120, 1S900, 1S1096, 1S1110 esetében
mutattak ki. Ezen elemek nagysaga 880 bp-t61 2260 bp-ig terjed, €s kdpiaszamuk a genomban
1-20 kozott valtozik.

Az izolalt IS elemek tobbsége mind szerkezetében, mind pedig DNS-szekvencidjaban
hasonlosagot mutat mas baktériumokban talalt elemekkel. A molekularisan jellemzett
transzpozonok alapvetden harom csalddba sorolhatok: 1S3, IS7/0, 1S256. Annak ellenére,
hogy e csaladok tagjait egymastol tavoli rokonsagban allo Mycobacterium fajokbdl izolaltak,
az egyes IS elemek gazdaspecifitasa igen sziik €s gyakran csak egyetlen fajban taldlhatok. Ez
azt mutatja, hogy ezen elemek horizontalis transzfer révén ritkdn keriilnek at egyik fajrol a
masikra.

M. tuberculosis H37TRv genomszekvenciajat Cole és munkatéarsai 1998-ban kozolték™.
Ez betekintést enged a transzpozonok €s ,transzpozonszeri” elemek kromoszoman valo
elhelyezkedésére. Gordon €s munkatarsai a M. tuberculosis genomot tanulmanyozva 56
lokuszrél szamolt be, melyek 30 kiilonboz6 IS elemet tartalmaznak™. A sikeresen
befejez6dott genomprojektek révén napjainkra mar 12 Mycobacterium faj szekvencidja
késziilt el. A szekvendlt torzsek tobbsége a M. tuberculosis komplexbe tartozik, de
rendelkezésre all a M. leprae és a nem patogén M. smegmatis genomszekvencidja is. A
szekvencia adatokat tanulmanyozva példaul kideriilt, hogy a M. tuberculosis komplex
torzseiben eléforduld 1S6770  athelyez6dd  genetikai elem  kopiaszdmdban  é€s
elhelyezkedésében nagy polimorfizmust mutat, melynek révén markerként hasznalhato
epidemioldgiai vizsgéalatokban. Az [S6//0 nemcsak passziv, vagyis ,junk” DNS, hanem
transzpozicids aktivitasa olyan genotipikus variabilitast eredményez, amely torzsre jellemzo
fenotipusos valtozasokat is eldidéz. Az [S67/10 okozta variabilitas pedig hozzajarul a M.

. , egey 4
tuberculosis evolucidjahoz>*.
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2.2.4.1 1S3 csalad tagjai

Az IS3 csalad tagjai koziil els6ként 3 elemet izolaltak Mycobactérium-bol: az 1S6110-
et (mas néven 1S986, vagy 1S987), az 1S1137-et, az IS1141-et>>”**". Besorolasuk a szélsd,
forditottan ismétlddo [,,inverted repeat” (IR)] szekvencidjuk hasonlosagan, két ORF (ORF-A
¢s ORF-B) jelenlétén, és az ORF-B altal kodolt fehérjék aminosavsorrendjének hasonlosdgan

alapul. Az ORF-B homol6giat mutat a retrovirus integrazokkal is**".

2.2.4.2 IS110 csalad tagjai

Négy inszercids szekvenciat azonositottak mikobaktériumokban, melyek az 1S/70
csaladba tartoznak: az IS900-et, az 1S901-et, az 1S902-et és az ISI] 10-et%0616263 A pp
avium-bol 1zolalt 1S90/ majdnem azonos a M. paratuberculosis-bol szérmazo6 1S902-vel
(98%-ot meghaladé a DNS-szekvencidkban talalt azonossag®™). E csaladba tartozo IS elemek
1451-1472 bp hosszasaguak és transzpozaz enzimiik nagymértékben hasonlit a Streptomyces
clavuligerusbol szarmaz6 1S116-hoz, valamint csekélyebb mértékben a Streptomyces spp.-bol
szarmazo 1S110-hez ill. 1S117-hez®**. Ezeken a fehérjéken két, nagymértékben konzervalt
felelés fehérjéken Moraxella bovisban®.
Az 1S900, az 1S901, az 1IS1110, ¢és az 1S116 tulajdonsdgai a prokariota inszercios elemekre
jellemzoktdl jelentdsen eltérnek. Nem tartalmaznak szé€lsd, forditottan ismétlodé (IR)

szekvenciat €s nem kettdzik meg a cél-DNS szekvencidjat a transzpozici6 alatt.

2.2.4.3 1S256 csalad tagjai

Ebbe a csaladba tartozik a mikobakterialis inszercidos elemek tobb mint 25%-a,
melyeket a tavoli rokonsadgban allo Mycobacterium fajokbol, M. tuberculosis komplex, M.
avium, M. smegmatis, M. xenopi, M. gordonae fajokbol izolaltak. A csalddon beliil taldlhat6d
az IS6120 ¢s IS1081 alosztaly, melyek szerkezeti felépitésiikben (,,direct repeat” (DR) és
»inverted repeat” (IR) szekvencidk szama ¢€s elhelyezkedése alapjan) és transzpozaz enzimjiik

y v qes . 4
szerkezetében kiilonboznek®*%’.

2.2.4.4 Egyéb IS elemek

Szamos Mycobacterium-bol izolalt transzpozon, vagy inszercios elem ismert, melyek
nem tartoznak egyik csalddba sem. Ezek koziil két inszercios elem, az IS67100 és az 1S1096
kitlintetett figyelmet kapott, mert ezeket hasznaltdk fel transzpozon mutagenezis rendszer

kifejlesztésére Mycobacterium-ban.
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Az 1S6100-at eloszor M. fortuitum FCI1 jelii torzsébdl izolaltak, egy Osszetett
transzpozonnak, a Tn6/0-nek részeként, melyben az IS6/00 két kopiaja ellentétes
iranyultsaggal kapcsolodik a szulfonamid rezisztenciagénhez®®. Az IS6100 az IS6 csalad
tagjaival mutat rokonsagot és hozzéajuk hasonldan transzpozicidja replikativ mechanizmusu €s
az inszercidnak nincs helyspecifitasa.

A masik  inszercidos elem, melyet mutaciok kialakitasdra  hasznaltak
mikobaktériumokban, a M. smegmatis mc’155-bél izolalt I1S1096. Az IS1096 szekvenciajaban
talalt két ORF, az ORF-A és az ORF-R hasonlosdgot mutat a Tn3926 transzpozaz, ill. a

Tnl000 és a Tn552 rezolvaz enzimjével®’.

2.2.5 Plazmidok és transzpozonok felhasznalasaval eléallitott molekularis
genetikai eszk6zok mikobaktériumokban.

A természetesen eléforduld plazmidoknak, mobilis genetikai elemeknek, ill.
bakteriofdgoknak szdmos, genetikailag modositott valtozatat allitottdk eld abbdl a célbol,
hogy hatékony klonozé vektorokat és mutagenezis indukalasara alkalmas rendszereket

allitsanak eld.

2.2.5.1 Extrakromoszomalis vektorok

A legtobb extrakromoszémalis klonozo vektor M. fortuitum-bdl izolalt pALS5S000
plazmidbol szarmazik, amely képes mind a gyorsan, mind pedig a lassan noévo
Mycobacterium tfajokban replikaldédni, és a citoplazmaban 3-5 kopiaban van jelen. Ingazé
vektorokat allitottak eld, melyek hordozzak a pALS5000 replikont, ill. valamely E. coli
replikont, tovabba szelekcios markereket. Ezek a vektorok kényelmes lehetdséget biztositanak
a DNS-molekulak modositasara E. coli-ban ¢és lehetdvé teszik a klonozott gének
Mycobacterium-ban valo kifejezését. Az igy eldallitott klonozd vektorokat kiterjedten
hasznaljdk homolog ¢€s heterolog gének expresszidjara, promoter aktivitas, ill. fehérje
lokalizaci6 vizsgélatara egyarant.

Az els6 ingdzo vektorok egyikét, a 6. dbran lathaté pYUBI12 Mycobactérium-E. coli
vektort kutatocsoportunkbol Jekkel Antonia allitotta eld a John Innes kutatasi kozpontban,
osztondijas tanulmanyatjan Norwich-ban, 1988-ban®®*®. E munka soran a funkcionalis
Mycobacterium replikon biztositdsa céljabél a pAL5000 plazmidba random mddon
inszertaltdk a plJ666 jeli E. coli plazmidot®, amely tartalmazta a Tn3 transzpozonbol

szarmaz6 neo gént’' és a pACY184 plazmidbol nyert P15A replikacios origot valamint a



21

kloramfenikol-acetiltranszferaz gént’>. Az eldallitott pIJ666:::pAL5000 hibrid plazmidokbol
allo. DNS-konyvtarat elektroporacios modszerrel juttattak M.  smegmatis-ba. A
transzformacios hatékonysag 1-10 kanamicin rezisztens transzformans/ug DNS konyvtar volt
hat fliggetlen kisérletben. A szelektalt transzformansok kloramfenikollal szemben is
rezisztensek voltak, ami azt mutatja, hogy a kloramfenikol-acetiltranszferdz gén is
expresszalodott.

Snapper €s munkatdrsai olyan plazmiddal hatékonyan transzformalhatdé fenotipusu
mutansokat allitottak eld6 M. smegmatis-bol, amelyek transzformacidés hatékonysaga 4-5
nagysagrenddel megndtt a vad tipusu torzshoz képest. A mutansokat M. smegmatis pY UB12-
vel kis hatékonysdggal transzformalt torzseibdl Aallitottdk eld a bejuttatott plazmid
»kikuralasaval” (spontan plazmidvesztés eldidézése antibiotikum nélkiili taptalajon vald
ndvesztéssel) .

A A bakteriofag cos szekvenciajanak a pYUBI12 plazmid vektorba vald inszertalasaval
Jacobs ¢s munkatarsai (1991) eléallitottdk a pYUBIS jelii E. coli-Mycobacterium ,,;shuttle”
kozmid vektort’*. A nagy, mintegy 35-40 kb hosszusagi DNS fragmentumok klonozéasat
lehetové tevd kozmid vektor eldnydsen hasznalhatd Mycobacterium génbankok készitésénél,

mert mar 500 fiiggetlen klon 99%-ban reprezentélja a Mycobacterium genomot.
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6. abra  pYUBI2 Mycobactérium-E. coli ingaz6 vektor restrikcios térképe
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Philipp és munkatérsai (1996) a pYUBI18 kozmidban elkészitette a M. tuberculosis H37Rv
génkonyvtarat, melyet a M. tuberculosis genom fizikai térképezésére hasznaltak’. Az
értekezés témakorében végzett kisérletes munkadnkhoz mi is a pYUBI8 kozmid vektort
hasznaltuk a M. smegmatis mc’155 torzs genomidlis génkdnyvtaranak elkészitéséhez a 3-
ketoszteroid-9a-hidroxildz enzim génjének izolalasa céljabol.

E. coli-Mycobacterium ingaz6 vektorokban jellemzden kanamicin rezisztencia gént
alkalmaznak Mycobacterium-ban torténd szelekcidhoz. Emellett elterjedt a higromicin
rezisztencia marker is, mely lehetévé teszi a kanamicinre nem €rzékeny Mycobacterium w €s
mar szelektalt torzsek tovabbi transzformaldsanal. Garbe és munkatarsai létrehoztak a
higromicin rezisztencia markert hordoz6 pl6R1 ingdzo vektort, mely hatékonyabbnak
bizonyult Mycobacterium smegmatis és Mycobacterium bovis transzformaciojaban, mint a
kanamicin rezisztencia gén’®. A plazmidot felhasznalva sikerrel expresszaltdk a
Mycobacterium tuberculozis-bol szarmazo6 szuperoxid dizmutaz gént Mycobacterium vaccae
torzsben. Gaora €és munkatéarsai a pl6R1 vektor Kpnl helyére inszertadlva a pBluescript SK
I1(+) multi-klonoz6 helyét (MCS) létrehoztak a pOLYG vektort’’, melyet mi is hasznaltunk a
kanamicinre rezisztens inszercids mutansok transzformaldsandl a komplementacids

kisérletekben (7. abra).
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7. abra Higromicin rezisztencia markert hordozo pOLYG jeld, E. coli-Mycobacterium

ingazo vektor restrikcios térképe
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Heterolog gének expressziojara alkalmas gazda-vektor rendszerek kialakitdsa
lehetdséget teremtett a mikobakteriumok patogenitdsanak, illetve alapvetd biokémiai
sajatsdgainak molekularis biol6giai megismerése felé.

A pAL5000 eredetii replikonra épiils vektorokat felhasznalva szamos virus',
parazita’’, illetve bakterialis®® patogénbél izolalt antigént klonoztak. A fehérjék
citoplazméban kivalaszt6do, szekretdlodo, vagy membranhoz kotott formaban fejezodtek ki a
tuberkulézis elleni véddoltasra hasznalt Bacillus Calmette-Guerin (BCG) torzsben, amely a
marhéakban tuberkulézist okozo M. bovis-nak gyengitett valtozata.

Guilhot és munkatarsai a pAL5000 replikon héérzékeny szarmazékait allitottak elé®'.
A hoérzékeny replikont hordozé vektorok feltételesen replikalddnak: alkalmas koriilmények
kozott (30°C) replikaciora képesek, de gyorsan elimindlodnak M. smegmatis-bol, amikor a
homérseéklet 39°C-ra emelkedik. Ezek a vektorok hasznos eszkdzoknek bizonyultak
transzpozon mutagenezis megvaldsitisaban M. smegmatis-ban®?, ellenben csak részleges
héérzékenységet mutatnak M. tuberculosis komplex torzseiben™.

Ismeretesek az irodalomban egyéb klonozd vektorok, mint a M. scrofulaceum-bodl
izolalt pSMC262%, a M. avium pLR7 plazmid"', illetve az M. fortuitum pJAZ38 plazmid®

kilonbozo szarmazékai.

2.2.5.2 Transzpozon mutagenezis rendszerek

Transzpozon mutagenezis megvalositdsara alkalmas molekularis rendszer alapvetden
két 6 komponensbdl all, melynek egyik eleme az inszercids szekvencia, a masik része pedig
az ezt szallitd vektor. Az inszercids elemnek detektalhatd (elénydsen nagy) transzpozizios
gyakorisdggal kell rendelkeznie, hidnyoznia kell a recipiens Mycobacterium torzsbol és
random moédon, a kromoszoma tetszéleges helyére kell integralodnia. A mutagenizalandd
baktérium torzstdl fliggden tobb inszercids elem is alkalmas lehet transzpozon mutagenezis
rendszer kifejlesztésére. Els6sorban harom inszercids szekvencia, az IS6100, az IS1096, és az
[S6120 alkalmas a M. tuberculosis komplexbe tartozd torzsek mutagenezisére. A M.
smegmatis inszercids mutansainak eldallitasdra az 1S6/00 és az 1S6110 hasznalhato. Az
emlitett elemek mindegyike alkalmas mutacido eldidézésére M. avium-ban és M.
paratuberculosis-ban is.

McAdam és munkatarsai Az 1S1096 transzpozon M. bovis-ba®™, illetve Martin és
munkatarsai az 1S6700°°, England és munkatérsai az IS900, és Fomokung és munkatérsai az

IS6110° M. smegmatis-ba juttatiséhoz .0Ongyilkos” plazmidokat hasznaltak, melyek a
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célorganizmust csak transzformalni képesek, de abban replikalodni nem tudnak. Azonban az
alacsony elektroporacios hatékonysag €s a ritka transzpozicids esemény miatt egy kisérletben
100-nal tobb mutanshoz nem lehetett jutni sem a M. bovis-ban, sem pedig a M. smegmatis-
ban.

Az alacsony transzformacids frekvenciabol adodo hatranyok kikiiszobodlhetdk
kondicionalisan replikdlod6d plazmidok alkalmazéasidval. Ezeket a vektorokat el8szor a
replikacidjukra alkalmas koriilmények kozott szaporitjak a mutagenizdlandd térzsben, majd a
szaporitasi koriilmények megvaltoztatasaval megakadalyozzak a vektor tovabbi replikaciojat
a gazdasejtben, ami kiilonféle integracids eseményekhez vezet a populacié egyedeinél. fgy
fiiggetleniil a transzformacios frekvenciatol az inszerciés mutansok széles valasztéka allithato
eld egyetlen transzformansbol is.

Ezt a stratégiat kovették Guilhot ¢és munkatarsai transzpozon mutagenezis
alkalmazasara M. smegmatis-ban™. Reprezentativ inszerciés mutans konyvtar készitéséhez a
Tn611 transzpozont hasznaltdk, melyet Martin €s munkatarsai allitottak el6 a Tn6/0
transzpozonon lévd szulfonamid rezisztencia génnek a Tn903-bdl izolalt kanamicin
expresszios kazettara valé kicserélésével®®. A Tn611 transzpozont hordozé pCG79 vektor a
pAL5000 replikacios origd héérzékeny szarmazékat® tartalmazta, amely 30°C-on képes volt
replikdlodni Mycobacterium-ban, viszont a szaporitasi hdmérséklet 39°C-ra vald emelése
gyors plazmidvesztést eredményezett.

Az 1S6100 szekvencia hasonlosigot mutat az IS6 csalad elemeivel®® és hozzajuk
hasonléan a Tn6// transzpozon replikativ mechanizmussal integralédik a Mycobacterium
kromoszoma kiilonb6z6 helyeire emelt h6fokon amikor egy olyan kointegratum jon Iétre,
amely tartalmazza teljes pCG79 vektort ¢€s a transzpozonon Iévé IS6/00 elemek
valamelyikének egy tovabbi kopidjat is (8. abra). A transzpozicid sordn a transzpozonon lévo
két inszercids elem valamelyike, az ,,a”, vagy a ,,b” megkett6zddik és a kointegratumban az
IS6100 harom koépidban jelenik meg. Valamelyik elem duplikacidjaval 1étrejovo két
inszerciés szekvencia azonos iranyultsdgi, mig a masik ezekkel ellentétes. Ezt a két

lehetséges valtozatot mutatja a 8. abra also részén lathaté két vonaldbra®.
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8.abra  Tn6/] transzpozon replikativ integracidja pCG79 plazmidrol
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2.3 Szterinek mikrobiologiai lebontasaban résztvevo,
molekularisan jellemzett enzimek

A gyorsan nové mikobaktériumok szterin lebontod képessége jol ismert €és hossza 1d6
ota alkalmazott a szteroid gyogyszerek szintézis-intermedierjeinek ipari eldallitasaban,
viszont a szterin katabolizmusban szerepet jatszo enzimek, illetve az 6ket kodold gének
kevéssé ismertek. A természetes szterinek mikrobioldgiai lebontasa a szterin oldalldncon és a

szteranvazon egyidejiileg folyik (9. abra).

I

% 1,2-dehidrogénezés 9a-hidroxilezés

29

22

A4-3-keto szerkezet
kialakulasa

17 % B-szitoszterin

Teljes oldallanc lebontas Részleges oldallanc lebontas

9. abra A B-szitoszterin transzformacidja gyorsan névé mikobaktériumokban

Két enzim, a 3-ketoszteroid A'-dehidrogenaz (KsdD) és a 3-ketoszteroid 9a-hidroxilaz

miikodése sziikséges a szteranvaz lebomlasanak elinditasahoz.
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A 3-ketoszteroid A'-dehidrogendz enzim a 3-keto-4-én-szerkezetii szteroidok C;-C,

helyzetli dehidrogénezését katalizalja. A 3-ketoszteroid A'-dehidrogendz enzim génjét tbb
mikroorganizmusbol, tgymint Arthrobacter simplex™ Nocardia corallina®, Rhodococcus
rhodochrous™ is izolaltak és molekularisan jellemezték. Geize és munkatarsai Rhodococcus
erythropolis-ban két kiilonalld, 3-ketoszteroid A'-dehidrogendz aktivitist mutatd enzimet
izolaltak, ahol mindegyik enzim inaktivaldsa sziikséges volt a 4-androsztén-3,17-dion
lebomlasi folyamatéanak blokkolisdhoz’'. Knol és munkatarsai tovabb vizsgaltdk a C;-C,
dehidrogénezés mechanizmusat Rhodococcus erythropolis SQl-ben ¢€s izolaltak ¢és
molekuldrisan jellemezték a 3-keto-Sa-szteroid A'-dehidrogendz enzimet, amely az A-
gyliriben telitett szteroidokon, pl. Sa-androsztan-3,17-dion szubsztratumon a legaktivabb®?.
Mycobacterium smegmatis-ban Brzostek és munkatarsai azonositottdk a 3-ketoszteroid A'-
dehidrogenaz (KsdD-1) enzimet, amelynek inaktivalasa koleszterin szubsztratumon 4-
androsztén-3,17-dion, illetve 9o-hidroxi-4-androsztén-3,17-dion lebomlasi intermedierek
felhalmozodasat eredményezte”™. A Mycobacterium smegmatis genom a KsdD-1 enzimen
kiviil 6t masik, feltételezett KsdD enzimet tartalmaz. Ezek kozill a KsdD-2 inaktivalasa
okozott gyenge perturbaciot a koleszterin katabolizmusban, illetve a tobbi feltételezett KsdD
homolog egyediili szénforrasként koleszterint tartalmazé minimal taptalajon folytatott
novesztéssel volt csak indukdlhato. A szerzok valosziniisitették, hogy a KsdD homologok
eltérd szubsztratum specifitdsa az oka gyenge aktivitdsuknak.
A szteranvaz lebontdsaban szerepet jatszo enzimek szerkezetérdl a legtobb informacio
Comamonas testosteroni szterin katabolizmusanak tanulmanyozasabol ered. Horinouchi és
munkatarsai 1) bakteridlis szteroid lebontd génklasztert azonositott Comamonas testosteroni
TA441 jelii torzsében, amelyben a 3-ketoszteroid A'-dehidrogenaz enzim mellett az aromas
szeko-szteroidok lebontdsaért felelds gének, valamint a vazlebomlas utolso lépéseit katalizalo
enzimek génjei talalhatok™.

Geize és munkatarsai 2002-ben jellemezték a szteranvaz mikrobiologiai lebomlasahoz
sziikséges masik kulcsenzimet, a 3-ketoszteroid 9a-hidroxilazt Rhodococcus erythropolis
SQI1-ben. Megallapitottdk, hogy az enzim kétkomponensli vas-kén tartalmi monooxigenaz,
amely terminalis oxigendz komponensbdl (KshAl) és oxigenaz-reduktaz komponensbdl
(KshB) all”°. A KshA1 gén kihasitasaval kapott RG2 mutans torzs elvesztette a 4-androsztén-
3,17-dion szubsztratumon val6 névekedd képességét. Ugyanezen szerzOk 2008-ban k6zolték a
KshAl egy homoldgjanak, a KshA2-nek az izolalasat a Rhodococcus erythropolis SQ1 jelii

t6rzsb61”°. A homolégok aminosav dsszetétele 60%-ban azonos volt. A KshA2 gén magas
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expresszidjat kivaltva a RG2 torzsben, helyreallt a mutans 4-androsztén-3,17-dion, illetve 1,4-
androsztadién-3,17-dion szubsztratumon valdé ndvekedd képessége, ami azt mutatja, hogy a
KshA2 enzim szintén rendelkezik 9a-hidroxilaz aktivitassal. Viszont az RG2 mutans térzsben
a KshA2 nem képes atvenni a KshAl funkciojat, mert a KshA2 expresszidjat nem indukalja
kell6 mértékben a 4-androsztén-3,17-dion, vagy az 1,4-androsztadién-3,17-dion. A szerzdk
promoter indukcios vizsgalatai ramutattak, hogy a 9a-hidroxi-4-androsztén-3,17-dion, vagy
annak metabolitjai a KshA2 enzim tulajdonképpeni induktorai.

A szitoszterin-oldallanc lebontas 16 egymast kovetd 1épésben, 9 enzim katalizisével

torténik. Az e folyamatban résztvevd enzimek szerkezete még felderitetlen.
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3 EREDMENYEK

3.1 Szterin lebomlasi anyagcsereut gatlasa transzpozon
mutagenezis alkalmazasaval

Kutatocsoportunk megkisérelt transzpozon mutagenezist kivaltani szterinatalakitod
Mycobacterium torzsekben a Pasteur Intézetbdl kapott pCG79 jelii plazmiddal.
Célunk az volt, hogy a transzpozont hordoz6 vektor szterinatalakité Mycobacterium térzsekbe
juttatasaval szterin-atalakitd képességben blokkolt inszercids mutansokat allitsunk eld. Ilyen
mutansok birtokaban ugyanis lehetdség nyilik a szterinatalakitds génszintli vizsgalatara. A
pCG79 jeli plazmid DNS-t elektroporacios moddszer alkalmazisaval szterindtalakitd
Mycobacterium torzsekbe transzformaltuk, majd a tenyésztési homérsekletet 30°C-rol 39°C-

Ilyen modon inszercids mutdns konyvtarakat hoztunk 1étre Mycobacterium smegmatis
mc’155 és Mycobacterium phlei M51-Ept torzsekben. Mindkét torzs képes a szitoszterint
metabolizalni; a M. smegmatis mc*155 intermedier képzédés nélkiil teljesen lebontja a
szitoszterint, mig a M. phlei MS51-Ept 4-androsztén-3,17-diont képez fétermékként. A
kromoszomalis integracid tényének, illetve Guilhot és munkatdrsai 4ltal leirt random
jellegének™ bizonyitasara mindkét konyvtarbol 12 fiiggetlen mutanst analizaltunk Southern-
blot hibridizaciéval (10. abra).

Az autoradiogramrol késziilt fényképfelvételen jol lathatd, hogy mindegyik analizalt
inszercids mutans kromoszémalis DNS-ében radioaktiv pCG79 proba DNS-sel kimutathat6 a
vektorra jellemzd mintazat és ezen felill egy valtozd méretli tovabbi DNS-sdv is, ami
egyértelmiien jelzi, hogy a vektor véletlenszerlien integralodott a kromoszoémaba. Mindez
elofeltétele annak, hogy kellden nagyszami mutans levizsgalasa utan szterinatalakito
képességben blokkolt mutansokat izolaljunk.

A szterindtalakitd képességért felelds gének valamelyikében mutans torzsek
kivalasztasahoz nagy-ateresztoképességli szlirdvizsgalati modszert fejlesztettiink ki 96-lyuku
mikrotiter lemezeken. Ennek soran nagyszamu inszerciés muténst szaporitottunk szitoszterin
jelenlétében a mikrotiter lemezek lyukaiban és szterinatalakito képességiiket a fermentlé

vékonyrétegkromatografias analizisével vizsgaltuk.
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A 12 fiiggetlen transzpozon inszerci6 M. smegmatis mc’155-ben 1. siv, Tn61/ transzpozont
hordozé pCG79 plazmid DNS Pstl-el emésztve; 2-13. savok, 12 fiiggetlen, 39°C-on ndvekvo,
km" inszerciés mutansbol izolalt kromoszoémalis DNS Pstl-gyel emésztve; 14. sav, M. smegmatis
mc’155-bl izolalt kromoszoémélis DNS Pstl-gyel emésztve (negativ kontrol).
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B 12 fiiggetlen transzpozon inszercio M. phlei M51-Ept-ben. 1-12. savok, 12 fiiggetlen, 39°C-on
n6vekvs, km'™ inszerciés mutansbol izolalt kromoszomélis DNS Pstl-gyel emésztve; 13. sav, M.
phlei M51-Ept-bdl izolalt kromoszomalis DNS Pstl-el emésztve (negativ kontrol); 14. sav, Tn611
transzpozont hordozd pCG79 plazmid DNS Pstl-gyel emésztve.

10. abra. Southern-blot hibridizaciés analizise a M. smegmatis mc’155 (A) és M. phlei M51-Ept (B)
inszercios mutansoknak. 39°C-on ndvekvd, km™ torzsekbdl kromoszémalis DNS-t izolaltunk,
majd Pstl-gyel végzett emésztés utan a fragmentumokat agar6z gélelektroforézissel valasztottuk
el. Hibridizacioés probaként **P izotoppal jelzett plazmid DNS-t hasznaltunk.

" km'": kanamicinre rezisztens
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Mpycobacterium torzsek Szitoszterin lebontasi
Inszercios termékek
Sziiloi torzsek ,
mutansok
M. smegmatis m02155 Kontrol Nincs termékképzddés

10A12 4-androsztén-3,17-dion (II)
1,4-androsztadién-3,17-dion (I11)

M. phlei. M51-Ept Kontrol 4-androsztén-3,17-dion (1)
3B7 22-hidroxi-23,24-dinor-4-kolén-3-on (VI)
3-0x0-23,24-dinor-4,17(20)-koladién-22-sav-
metilészter (VII)

3-0x0-23,24-dinor-4-kolén-22-sav-metilészter

(VIID)

5G4, 10G9 | 17B-hidroxi-4-androsztén-3-on (V)
4-androsztén-3,17-dion (I1)

1. tablazat Mycobacterium inszercios mutansokkal eldallitott szitoszterin-oldallanc lebontasi
termékek

A miniatiirizalt méretli fermentacioval 10-10 ezer torzset vizsgaltunk le mindegyik
inszerciés mutdns konyvtarbol. Osszesen 4 torzset talaltunk, amelyek szterinlebonto
enzimaktivitdsai kiillonboztek a sziildi torzsekétol. A képzddott termékek szerkezetét -
izolalast és tisztitast kovetéen - spektroszkopiai modszerekkel hataroztuk meg (1. tablazat)’’.
A megvaltozott szterin-atalakitd képességli mutans torzsekkel nyert transzformacids termékek
szerkezetét az 1. tablazatban ¢és a 11. valamint a 12. dbran mutatjuk be.

A Mycobacterium smegmatis mc’155-ben minden szterinlebonté enzim aktiv, és igy a
szitoszterint intermedier-képzés nélkiil, teljesen lebontja. A 10A12 jeli inszercids mutansa

viszont gatolt a 9a-hidroxildz mitkodésében és ennek kovetkeztében a szteranvaz épen marad.
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nem képzddik lebomlasi termék

M. smegmatis mc?155

M. smegmatis 10A12

R-szitoszterin

11. dbra A szteranvaz lebomlasanak gatlasa Mycobacterium smegmatis mc*155 jeli torzs 10A12
mutansban a 3-ketoszteroid-9o.-hidroxilaz enzimet kodolé DNS régi6 inaktivalasa révén

A 4-androsztén-3,17-diont termeldé Mycobacterium phlei M51-Ept sziil61 torzsbol
képzett mutdnsokndl az inszerci® az oldallanc lebontoképességet befolyasolta. A
Mycobacterium phlei 3B7 jeli torzs a szitoszterin-oldallancot csak részlegesen bontja le és
23,24-dinorkolanvazas vegyiileteket képez, mert a lancbontas utolsé enzimatikus 1épésére a
pCG79 plazmid inszercidja miatt mar nem keriil sor. A Mycobacterium phlei 5G4 és 10G9

azonos intermediereket, fotermékként tesztoszteront képez.

M phlei M51-Ept

R-szitoszterin

M phlei 3B7

Y

12. abra A szitoszterin-oldallinc lebontd képesség megvaltoztatasa Mycobacterium phlei-ben
transzpozon mutagenezis alkalmazasaval



33

3.2 A 3-ketoszteroid-9a-hidroxilaz gén klobnozasa az enzim
miik6désében gatolt Mycobacterium smegmatis 10A12 jelii
blokkmutans felhasznalasaval.

Kromoszémalis DNS-t izolaltunk és tisztitottunk a Mycobacterium smegmatis 10A12
jelli mutansbol, majd Notl restrikcios endonukledzzal emésztettiik (15. dbra). Célunk az volt,
hogy a Mpycobacterium DNS-bOl olyan nagyméretii fragmentumokat (30-40 kilobazis)
allitsunk eld, amelyek tartalmazzdk a kromoszomadba inszertalodott pCG79 vektort. A Notl
restrikcids endonukledz enzim a vektort nem hasitja, ezért a képzddott fragmentumok kozott
talalhatdo olyan DNS szakasz, amely a teljes vektort és annak két oldalan a kromoszdémalis
miikodésképtelenné a 9a-hidroxilaz gént, ezért a vektor két oldalan, annak integracids
kornyezetében talalhaté a keresett Mycobacterium gén (15. 4bra). Ha az igy, Notl-gyel
eldallitott DNS fragmentumot gylriivé zarjuk, akkor olyan rekombindns plazmidhoz jutunk,
amely magaban foglalja a pCG79 vektort valamint a keresett 9o-hidroxilezésért felelos
Mycobacterium kromoszoma szakaszt, €s Mycobacterium-ban ¢€és E. coli-ban egyarant
replikalodik.

A Notl restrikcidos endonukledzzal emésztett kromoszomalis DNS-t cukorgradiens
centrifugalassal frakcionaltuk, mellyel feldusitottuk a nagy molekulaméreti (30-40 kilobazis)
DNS fragmentumokat. Ezutdn Southern-blot analizist végeztiink annak meghatarozasara,
hogy melyik DNS frakci6 tartalmazza legnagyobb mennyiségben a kromoszémaba
integralédott pCG79 vektort. **P izotoppal jelzett pCG79 plazmid DNS-sel végzett
hibridizaci6 alapjan az intenziven jel616dd, legnagyobb méretii elsé négy frakciot valasztottuk
ki a késoébbi kisérletek céljara (13. abra). A négy DNS frakciot egyesitettiik, a lineéris
molekuldkat T4 ligaz enzimmel cirkularizaltuk, majd E. coli XL1 Blue elektrokompetens
tenyészetbe transzformaltuk elektroporacios modszerrel. 20 pg/ml sztreptomicin jelenlétében
transzformansokat szelektaltunk, melyekbdl plazmid DNS-t izolaltunk. A rekombinans
plazmidokat €s a pCG79 vektort Pstl restrikcios enzimmel hasitottuk és a keletkezett DNS
fragmentumokat agar6z gélelektroforézissel elvalasztottuk. A transzformansokbdl izolalt
rekombinans plazmidok Pstl restrikcidos mintdzata megegyezett, illetve jol kivehetéek voltak a
pCG79 plazmidbol szarmazdé DNS fragmentumok. A rekombinans plazmidot pFJ92-nek

neveztiik el, melynek az emésztési fragmentumokbol szamitott mérete kb. 26-27 kilobéazisnak
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(kb) adodott. Feltételezésiink szerint a pFJ92 plazmidban a fenti moédszerrel sikeriilt
klénoznunk a 9a-hidroxilazt kodolé kromoszomalis DNS szakaszt™.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

=23 kb

-9,4 kb
-6,6 kb

-4,4 kb

13. abra Nofl restrikcios enzimmel emésztett Mycobacterium kromoszomalis DNS-ének Southern-
blot analizise cukorgradiensen torténé elvalasztds utan. A DNS hibridizacio sordn a *°P
izotoppal jelzett pCG79 plazmid DNS préobat hasznaltuk. A sorszamok a cukorgradiensrél
letermelt frakcidkat mutatjak. Molekulaméret standard Hindlll restrikcios enzimmel
emésztett lambda fag DNS volt.

A kovetkezd feladat a pFJ92 plazmid restrikcios térképének elkészitése volt, mely
komoly nehézséget jelentett egyrészt nagy mérete miatt, tovabba azért, mert a pCG79 plazmid
restrikcidos  térképe hidnyosan, nukleotidszekvencidja pedig egyaltalin nem allt
rendelkezésiinkre. El8szor a pCG79 plazmidot kellett térképezniink, ezutdn foghattunk hozza
a pFJ92 rekombinans plazmid vizsgélatdhoz. A restrikcidés térképezés céljara nagy
mennyiségli (kb. 1000 pg) plazmid DNS-t izolaltunk és cézium-klorid ethidium-bromid
egyensulyi gradiens ultracentrifugéalassal tisztitottuk.

A DNS térképezésben hagyomanyosan alkalmazott eljards az egyszeres, egy-egy
restrikcios enzimmel (pl. EcoRlI, Pstl, EcoRV, Notl, Xbal stb.) végzett emésztés, melyet kettd
vagy harom enzimmel végzett egyiittes hasitasok kovetnek,” nem vezettek egyértelmil
eredményre. Ezért Southern-blot analizist végeztiink, amelyben a pFJ92 plazmidbol tobbfele
restrikcios enzimmel eldallitott, agar6z gélelektroforézissel elvalasztott restrikcids mintazatot
2P izotoppal jelzett pCG79 plazmid DNS-sel hibridizaltuk. Ez a technika a rekombinans
vektor restrikcios térképét alapvetden vilagossa tette (15. abra), azonban a finomszerkezet
tisztazasahoz ¢s a késObbi gén-komplementacios kisérletekhez elkeriilhetetlen volt a pFJ92

szubklonozasa.
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A rekombindns plazmidot EcoRI és Notl restrikcidos enzimekkel egyidejiileg hasitottuk,
melynek eredményeként négy DNS fragmentum jott 1étre, melyek mérete: 1,2; 2,9; 10,7; 12
kb (14. abra). A fragmentumokat pBluescript SK II(+) klénoz6 vektorban kiilon-kiilon
megklonoztuk. A pFJ92 plazmid szubkldnjait az alabbiak szerint jeloltiik:

(1) pFJ92A (az inszert mérete: 1,2 kb) és A* (a pFJ92A orientacids izomere),
(2) pFJ92B (az inszert mérete: 2,9 kb),

(3) pFJ92C (az inszert mérete: 10,7 kb),

(4) pFJ92D (az inszert mérete: 12 kb) és D* (a pFJ92D orientacids izomere).

EcoRI |Ec:oRV Pstl EcoRl
|
A (1200 bps) / /
Mycob. kromoszdma inszert
Pstl
Notl lPstI Hpal Pstl ’ EcoRl
I | I I
B (2900 bps) r v A 4 A
Mycob. kromoszdma inszert
Xbal Pstl
EcoRI  EcoRV l Pstl ‘ Ecorv  Notl
) | |
C (10700 bps) Lﬂl/ ]
Mycob. ori  E.c. ori —) 1S6100 Mycob. kr. inszert
Sm/Sp R
EcoRlI
Pstl Hpal
Pstl Pstl Pstl  Pstl EcoRlI
D (12000 bps) | | E}| | ﬂ
kr. 186100 1S6100 Mycob. ori
——)
km R

14. abra A pFJ92 rekombinans plazmidbol EcoRI és Nofl restrikcios enzimekkel eléallitott négy
DNS fragmentum restrikcios és funkcionalis térképe. A bemutatott kvalitativ abran
feltiintettik a DNS fragmentumok jelzését és méretét. A vonalkazott boxok a
Mycobacterium kromoszomabol megklonozott DNS szakaszt reprezentaljak.

A fenti szubklonokat restrikciés enzimekkel tovabb térképeztiik, amely tisztdzta a
kromoszomajabol szarmazo inszert pontos restrikcios térképét. Rendelkeziink tehat a szterin
lebontasaban szerepet jatszo 9a-hidroxilaz enzimet kodoldé DNS szakasszal, amely nagy
valoszinliséggel a kromoszoémalis inszert és a pCG79 vektorhoz tartozd DNS régidk
talalkozasanal kétfelol helyezkedik el. Egyértelmii volt ugyanis, hogy a pCG79 vektorban
megklonozott Tn6// transzpozon replikativ integracidja okozta a 9o-hidroxilaz gén
inaktivaciojat a Mycobacterium smegmatis 10A12 jelii mutdnsban. A 9a-hidroxildz gén

pontos lokalizacidjara komplementécios €s nukleotidszekvenalasi kisérleteket terveztiink.
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Pst]
Xbal p Pst1

IS6100a

pCG79
17.9 kb

E. coli ori

EcoRV”™ " pst]
M. fortuitum ori " PstI
HpaI:
A 1 B
X . X
Mycobacterium chromosomal DNA
A Pst1 Pst1 Hpal Xbal B
Notl i Pstl Pst1 i Pstl i EcoRl EcoRV Pst1 Not1
X o—(t777—)— X
km M. fortuitum ori E.coli ori /!
1S6100a 186100b Jortuitum ori E.co SM/SP. 156100a
J' Notl digestion and self-ligation
B Not1

chromosomal insert

sm/sp pF J92
26.8 kb

E. coli ori
EcoRV M. fortuitum ori

EcoRI"
HpaI'

15. abra. Tn61! transzpozon replikativ integracioja és a 9a-hidroxilazt hordozo pFJ92 plazmid
visszanyerése M. smegmatis 10A12 kromoszoémalis DNS-ébol
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A kovetkez6 lépésben a vektor inszerciot nem tartalmazo, és igy a 9a-hidroxilaz gént
épen hordozd intakt No#l kromoszoémalis fragmentum izolalasa céljabol a sziiloi
Mycobacterium smegmatis-bol genomialis génkonyvtarat készitettiink pYUBI8 kozmid
vektorban. A génbankbol a széban forgd Notl fragmentumot hordozé klont telephibridizacios
modszerrel valasztottuk ki. Hibridizacios probaként a pFJ92 vektor kromoszémalis régidjanak
végeinél levo Pst-Pstl és EcoRI-EcoRI hasitohelyekkel hatarolt DNS-t hasznaltuk. A 960
megvizsgalt telep koziil két rekombinans kozmid adott pozitiv hibridizacids szignalt. Az
izolalt NotI-fragmentumot higromicin rezisztenciat hordozé pOLYG'’ jelii Mycobacterium-E.
coli ingadzd vektorba inszertaltuk €s az igy nyert rekombinans plazmidot pAA23-nak neveztiik
el (17. abra).

A 9a-hidroxildz gén lokalizalasa céljabol komplementacios kisérleteket végeztiink €s
meghataroztuk a Notl kromoszomalis szegmens DNS szekvencigjat. A komplementacids
kisérletek soran eldszor a pAA23 jelii plazmiddal transzformaltuk a 9o-hidroxildz enzim
mitkodésében gatolt 10Al12-es jelli inszercids mutanst, amelyben komplementalodott a
génben 1évé mutacid €s a szitoszterint ismét intermedier képzddés nélkiil teljesen lebontotta

(16. abra).

Gazdatorzs Plazmid DNS Szubsztratum ‘t;:iﬁl;::lzl
- AD, ADD
. pOLYG/Notl (pAA23) . . . ,
M. smegmatis 10A12 pOLYG/EcoRI-EcoRV szitoszterin nincs termék
pOLYG/EcoRI-BamHI AD, ADD
pOLYG/Notl (pAA23) O
M. phiei M51-Ept pOLYG/EcoRI-EcoRV AD 9a-OH-AD
pOLYG/EcoRI-BamHI AD

AD: 4-androsztén-3,17-dion; ADD: 1,4-androsztadién-3,17-dion; 9a-OH-AD: 9a-hidroxi-4-androsztén-3,17-dion

16. abra 9a-hidroxilaz enzim lokalizacioja gén komplementacidval

Egy masik kisérletben a pAA23-vektort 9a-hidroxilaz aktivitassal eredetileg nem
rendelkez0 Mycobacterium phlei MS51-Ept torzsbe juttattuk ¢és higromicin rezisztens

transzformdnsokat izolaltunk, amelyek a 4-androsztén-3,17-diont 9a-hidroxi-4-androsztén-
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3,17-dionnd alakitottak, azaz képessé valtak a szteranvaz 9a-helyzeti hidroxilezésére (17.
abra). Amikor 1,4-androsztadién-3,17-diont adtunk szubsztratumként, 3-hidroxi-9,10-szeko-
1,3,5(10)-androsztatrién-9,17-dion keletkezett az instabil 9a-hidroxi-1,4-androsztadién-3,17-

. , . r S A . 1
dion 4tmeneti termék spontan atrendezédése miatt'”

Mycobacterium smegmatis mc*155 \

Tn611 transzpozon kromoszémalis
\integréciéja pCG79 plazmidrol.
9a-hidroxilaz enzimmuakodésben gatolt

M. smegmatis 10A12 inszercios mutans.

Genomialis génkonyvtar A pCG79 plazmid, oldalain a
pYUB18 kozmid vektorban. 9a-hidroxilazt kodolo géennel,

visszanyerése M.s.10A12-bal.
pstl Notl EcoRI
Pst| -/ N ECoRI

960 klon telephibridizacidja a pFJ92 plazmld P izotdppal jelzett
Pstl-Pstl és EcoRI-EcoRI fragmentumaval.

Két, pozitiv hibridizacids jelet ado
rekombinans kozmid szelekcioja.

Notl Notl

Nofl 8.9 kb nagysagu Nofl kromoszdémalis

fragmentum izolalasa, amelyen a

\ﬁ 9a-hidroxilazt kodold gén talalhato.
Notl

9a-hidroxilaz génexpresszio
Notl

17. abra Szteroid-9a-hidroxilaz gént kdodoldé Nofl kromoszomalis DNS szakasz izolalasa
Mycobacterium smegmatis mc*155-bél




39

A tovabbi komplementacios kisérleteknél fokozatosan csokkentettiik a vektorban 1évo
kromoszomalis inszert méretét restrikcidos enzimekkel mindaddig, amig az adott vektort
hordoz6 transzformansok funkcionalis 9a-hidroxilaz aktivitdst mutattak. Ilyen modon az
EcoRI-EcoRV restrikcios enzimekkel hatarolt DNS régidra tudtuk sziikiteni a 9oa-hidroxilaz
enzim génjét, tovabbi kihasitas az enzimaktivitas elvesztését eredményezte. A 18. abra az
EcoRI-EcoRV fragmentum szekvenaldsdval nyert fontosabb restrikcids helyeket és a
lehetséges fehérjéket kodolo ,,open reading frame”-ket tiinteti fel. Amikor a BamHI-EcoRI
fragmentum felhasznalasaval kiséreltiink meg komplementaciot elérni, a transzformansok mar
nem mutattak 9oa-hidroxilaz aktivitast (16. abra). Az emlitett BamHI restrikcios hely az ORF-

1 5° végéhez kozel esik.

I 9a-hidroxilezés

I - nincs 9a-hidroxilezés
Sacl BamHI

EcoRI . BamHI . EcoRV

ORF-5 ORF-3

ORF-4 ORF-1 ORF-2

0 1000 2000 3000
| . I : | : |

EcoRI-EcoRV (3053 bp)

18. abra. A M. smegmatis mc’155 3-ketoszteroid-9o-hidroxilaz terminalis oxigendz komponensét
hordoz6 EcoRI-EcoRV fragmentum ORF analizise
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Komplementacios kisérleteink alapjan azt feltételeztiik, hogy az ORF-1 kodolja a 9a-
hidroxilaz enzimet. A feltételezés bizonyitdsara meghataroztuk a pCG79-vektor genomidlis
integraciojanak pontos helyét, a pFJ92-vektort felhasznalva a 9a-hidroxildz gént érintd egyik
oldalon. A pFJ92-vektorbol szubklonokat készitettiink pBluscript SK II(+) vektorba, majd a
feltételezett integracios helyet magaba foglald Sacl-Hindlll fragmentumot hordozé klont a
Sacl vég feldl szekvenalva a 19. abran lathaté szekvenciahoz jutottunk. Homologia
vizsgalatokbodl egyértelmiien kideriilt, hogy a vizsgalt szekvencia tartalmazza az integracios
helyet és a transzpozon szekvenciajat is, ez a vastagon szedett kromoszoémalis régiotdl dolt
betlivel elkiilonitve lathaté az abran. A szekvenciaanalizissel tehat pontosan meghataroztuk az
integracios helyet, ami a feltételezett 9a-hidroxilaz gén 5' végén talalhatd a transzlacios

starthelytdl 62 bazispanyira 5°-3” (downstream) iranyban.

GAGCTCGCCCTTGGAGTCCGCGAACACCACGAGCTTGGTGCCGAAGATGTT
GACGCTGTGCGGCTTGCCGTCCGAGAAGTTCTTCACCGGTCCAAGGCAGTG
CCAGCCTCGCGGGCTCTGTTGCAAAGATTGGCGGCAGTCAGAGGTAGGCTGTCGCT
CTGCGCCGATCAGGCGGCTGCTGCGAAATGGTGGITGAGCATGCCCATGGCCTCCGT
CAGCGCCGAGGGCCCAATGCCAAAAGCTCTCTCCACAAGGCGCACCTCGCCCCTGAT
GCCGGGCTGCAGGCACCAGGGGCGAGCCTGTCCTITGCGCAGGGCTCGCATGACTTC
GAATCCCTTGATCGTGGCATAGGCCGTGGGGATCGATTTGAAACCGCGCACCGGCITG
ATCAGTATCTTGAGCTTTCCGTGATCGGCCTCGATCACGTTATTGAGATACTTCACCTGC
CGGTGGGCCGTCTCCCGGTCCAGC

19. abra. A Hindlll/Sacl fragmentum DNS szekvenciajanak a Sacl hely fel6li része (a vastagon
szedett betlk a genomialis régidt, a dolt betiik a Mycobacterium fortuitum Tn610
transzpozon IS6700 elemének egy régiojat mutatjak)

A 383 aminosavat kodolo ORF-1 teljes szekvencidjat a 20. abrdn mutatjuk be. A
meghatarozott DNS szekvenciat letétbe helyeztik a DDBJ/EMBL/GeneBank adatbazisaban
(hozzaférési szam: DQ357196) '/,
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1 atggctaccgagactgtcgggatccgcgaaatcgacaccggcgcg
M A T E T v G I R E I D T G A
46 ctgccggatcggtacgcgcgaggctggcactgccttggaccggtg
L P D R Y A R G W H C L G P v
91 aagaacttctcggacggcaagccgcacagcgtcaacatcttcggce
K N F S D G K P H S v N I F G
136 accaagctcgtggtgttcgcggactccaagggcgagctcaacgtec
T K L v v F A D S K G E L N v
181 ctcgacgcgtactgccgccacatgggcggtgacctgtcgaagggec
L D A Y C R H M G G D L S K G
226 accgtcaagggcgacaaggtcgcgtgcccgttccacgactggcgc
T v K G D K v A C P F H D W R
271 tggggcggtgacggcaagtgcaagctcgtgccgtacgccaagcgc
W G G D G K C K L v P Y A K R
316 accccccgcctggcccgcacccggtcctggcacaccgacgtgcgece
T P R L A R T R S W H T D v R
361 ggcggcctgctgttcgtgtggcacgaccacgagggcaacccgccg
G G L L F v W H D H E G N P P
406 cagcccgaggtgcgcatccccgagatcccggagtggcacagcggt
Q P E v R I P E I P E W H S G
451 gagtggaccgactggaagtggaactcgatgttgatcgagggcagc
E W T D W K W N S M L I E G S
496 aactgccgcgagatcatcgacaacgtcaccgacatggcccacttec
N C R E I I D N v T D M A H F
541 ttctacatccacttcgggctgccgacgtacttcaagaacgtcttec
F Y I H F G L P T Y F K N v F
586 gagggccacatcgccagccagtacctgcacaacgtgggccggccc
E G H I A S Q Y L H N v G R P
631 gatgtcaacgacctcggcacggcctacggcgaggccaagctggac
D v N D L G T A Y G E A K L D
676 tccgaggcgtcgtacttcggcccgtcgttcatgatcaactggctg
S E A S Y F G P S F M I N W L
721 cacaacacctacggcgagttcaaggccgagtcgatcctgatcaac
H N T Y G E F K A E S I L I N
766 tgccactaccccgtgacgcaggattcgttcgtgctgcagtggggt
C H Y P v T Q D S F v L Q W G
811 gtgatcgtcgagaagcccaaggggctggacgacgcgaccaccgag
v I v E K P K G L D D A T T E
856 aagctcgccgacgccttcaccgagggtctcagcaagggcttcctg
K L A D A F T E G L S K G F L
901 caggacgtcgagatctggaagcacaaaacccgcatcgacaatccg
Q D v E I W K H K T R I D N P
946 ctgctggtcgaggaggacggcgcggtgtaccagatgcggcgctgg
L L v E E D G A v Y Q M R R W
991 taccagcagttctacgtcgacgtcgccgacatcacgccggacatg
Y Q Q F Y v D v A D I T P D M
1036 accgaccggttcgagatggaggtcgacaccacggccgcggtcgag
T D R F E M E v D T T A A v E
1081 aagtggaacatcgaggttcaggagaacctgaaggcccaggccgaa
K W N I E v Q E N L K A Q A E
1126 gccgagaaggcggagcagtcgagctga 1152
A E K A E Q S S *

20. abra. A 9a-hidroxilaz enzimet kodold ORF-1 szekvenciaja

(DDBJ/EMBL/GeneBank hozzaférési szam: DQ357196)

A kutatas e fazisaban a munkaban egy kis kényszersziinet kovetkezett be. Ez id6 alatt
holland kutatok, R. van der Geize és munkatarsai Rhodococcus erythropolis-ban vizsgaltak a

90-hidroxilezés mechanizmusat”™, melynek molekularis alapjait mi raktuk le a
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Mycobacterium genus esetében. A szerzok UV-besugarzassal két, egymastdl kiilonbozo
enzimben mutans torzset allitottak eld, melyek mindegyike a 9a-hidroxildz enzim miikodését
érintette. Ezen mutansokat felhasznalva mindkét enzim génjét klonoztak, €s szekvenaltak. A
DNS-szekvenciabol  leforditott ~ fehérjeszekvencidk ~ homologiavizsgalatai  alapjan
megallapitottdk, hogy a Rhodococcus hidroxilaza IA osztalyba sorolhaté monooxigenazok
koz¢ tartozik, melyek definicid szerint két komponensbdl allnak. A Rhodococcus erythropolis
hidroxilazat terminalis oxigendznak (KshA) és oxigenaz ferredoxin-reduktaznak (KshB)

nevezték el. A 21. dbran ezen két enzimbdl és NADH-bo1 4116 elektrontranszportlanc lathato.

NADH KshB,, tX KshA, .4 AD+O,
X; KshA,, 90-OH-AD + H,0

NAD * KshB,

ed hidroxi-sztenon
S (26- vagy 9a- ?)
KshBo sztenon

X

NADH

21. abra. 3-ketoszteroid-9a-hidroxilaz enzim elektrontranszport-lanca Rhodococcus erythropolis
SQ1-ben.

Most nézziikk meg, hogy ezen enzimmiikodések révén milyen szteroid metabolitok
képzddnek. A 3-ketoszteroid-9o-hidroxilaznak szubsztritumja mind az 4-androsztén-3,17-
dion (AD), mind pedig az 1,4-androsztadién-3,17-dion (ADD). Az AD esetében a
kortikoszteroidok szintézis alapanyagdul szolgdlé 9o-hidroxi-4-androsztén-3,17-dionhoz (9a-
OH-AD) jutnak. Viszont az 1,4-androsztadién-3,17-dion hidroxilezése a szteranvaz
felbomlasat eredményezi. A KshA, vagy KshB enzim génjében mutans torzseknél a
metabolizmus blokkolt, hidroxilezés nincs. A KshB enzim génjében mutans térzzsel végezve
a szterinatalakitdsokat, azt tapasztaltdk, hogy szitoszterint adva szubsztratumul, a lebontés
megall a szitosztenonnal, azaz a koleszterin-oxidaz révén csak a 3-oxo-4-én-szerkezet alakul
ki és az oldallanc érintetlen marad. Mindebbdl pedig az kovetkezik, hogy a KshB enzim
érintett a 26-os helyzetii, lancvégi hidroxilezésben is, ami a lebomlas bevezetd €s valosziniileg
sebességmeghatarozo Iépése.

Ezek utan térjiink vissza a Mycobacterium Ksh rendszeréhez. Rendelkeziink egy
funkciondlisan aktiv 9a-hidroxilazzal, mely képes blokkmutaciot komplementalni M.

smegmatis 10A12-ben.
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A 9a-hidroxildzunk a DNS szekvenciajabdl leforditott fehérjehomologia vizsgélata alapjan
kozeli rokonsagot mutat M. tuberculosis Rv 3526-o0s gén altal kddolt hipotetikus proteinnel,
ill. a fentebb targyalt Rhodococcus erythropolisbdl izolalt kétkomponensi 3-ketoszteroid-9a-
hidroxilazzal. A fehérjeszekvencian azonosithato az IA osztidlyba tartozo termindlis
oxigenazokban jellemzden konzervalt Rieske [2Fe-2S]r domén és egy nem hem Fe(1I) domén
(22. 4dbra)'®.

Az elmondottak alapjan a 9o-hidroxildzunkat is az [A osztalyu termindlis oxigenazok kozé

sorolhatjuk.
Rieske[2Fe-2S]domén Nem-hem Fe (II) domén
CH cC H D/E D H H
M.s.9a-hidroxilazA 63 AYCRHMGGDLSKGTVKGDKVACPFHDWRWGGDG 95 171 I D NVTDMAHFFYIH 184
Rv 3526 65 GYCRHMGGDLSEGTVKGDEVACPFHDWRWGGDG 97 173 I D NVTDMAHFFYIH 186
KshA 78 AYCRHMGGNLAHGTVKGDSIACPFHDWRWGGNG 110 186 V D NVVDMAHFFYVH 199

22. abra.  Rieske [2Fe-2S] domén és egy nem-hem Fe(II) domén azonositasa 3-ketoszteroid-

9a-hidroxilazok terminalis oxigenazédban
(DDBJ/EMBL/GeneBank hozzaférési szam zarojelben): M.s.9a-hidroxilazA (DQ357196), 3-
ketoszteroid-9a-hidroxilaz terminalis oxigendz komponense M. smegmatis mc*155-ben; Rv 3526
(CABO05051), feltételezett 3-ketoszteroid-9a-hidroxilaz termindlis oxigenaz komponense M.
tuberculosis H37Rv-ben; KshA (AY083508) 3-ketoszteroid-9a-hidroxildz terminalis oxigenaz
komponense Rhodococcus erythropolis SQ1-ben.

3.3  3-ketoszteroid-9a-hidroxilaz enzim terminalis oxigenaz
komponensének expresszidja E. coli-ban

A pET-rendszer az eddigi leghatékonyabb klonozo és expresszids rendszer, amelyet
rekombinans fehérjék E. coli-ban torténd eldallitasara kifejlesztettek. A pET-plazmidokban
klonozott gének a T7 bakteriofdg erds transzkripcids és (adott esetben transzlacios)
szignaljanak ellendrzése ald keriilnek. A kivant gén transzkripcidjdhoz sziikséges T7 RNS-
polimeraz csak indukci6 Utjan termeltethetd. A T7 RNS-polimeraz annyira szelektiv és aktiv,
hogy indukalt allapotaban a sejt csaknem valamennyi forrdsat a célgén expressziojara forditja,
s a képzddott termék néhany oraval az indukciot kovetden az Gsszes sejtfehérje tobb, mint

50%-a.
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Xho 1(158)
Not I(166)
Eag I{166)
Hind ill(173)
sal I179)
Sac l[190)
EcoR I{192)
BamH I{198)
Bpu1102 Is0) ”22 :{ggg
Dra llli5127) Nco 1(295)
e _Xba I(335)
7 Bgl Il401)
V?"/ 4903-5358) <<Sgr/-\ 1(442)
‘Q}“K Sph 11598
o —=ph 1(598)
™
Puu 4426} v
Sgf l4428) P%) \
M, hY
Sma l /) / & AN
g Y,’/’@ i\ Ml iz
Cla I4117) | ";-"; xg & “I"‘-\""‘ \ .
Nru |(4083)\J‘ "‘ f‘__-:j i | BStE 11{1204)
© \
L‘J pET-28a(+) & “ \Apa I(1334)
a (5369bp) &1
\ A
\ = [F/BssH 1524
Ecob7 1(3772) A / J'EcoR V(1573)
b / /“Hpa Ij1829)
/
AlwN 113640} -)\\ / /
o
ff?%)
BssS I(2297) | <6y PshA I{1968)
BspLU11 [(3259) / ™ )
Sap li2108) /™, "\ “Fsp I(2208)
Bst1107 Ii2095) / [ _—— \Psp5 11(2230)
Tth111 I;29689) /
23. abra A pET-28a(+) expresszids vektor restrikcios és funkcionalis térképe

A 3-ketoszteroid-9o-hidroxilaz termindlis oxigendz génjét PCR reakcioval
sokszoroztuk a pAA23 vektort hasznalva templat DNS-ként. A primereket ugy terveztiik,
hogy az ORF-1-t a pET-28a(+) expresszidos vektor Ncol/Hindlll helyére tudjuk klonozni
(23. abra). Az eldremend lancinditoé szekvenvidja 5’-CCATGGCTACCGAGACTGTCG-3’ a
hatramend lancindit6é pedig 5’-AAGCTTCAGCTCGACTGCTCC-3 volt. A DNS
fragmentumot PCR reakcioval sokszoroztuk, majd klonoztuk pBluescript SK II(+) vektorba
¢s szekvenaldssal ellendriztik. Egy rekombindns plazmidot, amely a korrekt inszertet
hordozta, Ncol és Hindlll restrikcids endonukledazokkal emésztettik €s az ugyanezen
enzimekkel linearizalt pET-28a(+) vektorba ligaltuk. A DNS ligadtummal E. coli BL21-ADE3
torzset transzformaltuk. Egy klont szelektaltunk és pOX17-nek neveztiik el.

Az E. coli BL21/pOX17 torzset LB taptalajon 25 pg/ml kanamicin jelenlétében
novesztettiik 37°C-on. Amikor a tenyészet optikai denzitisa 600 nm-en elérte a 0,5-1,0
értéket, 100 pg/ml 1,4-androsztén-3,17-dion szubsztratumot adagoltunk és a lac promotert 0,4
mM izopropil-B-D-tiogalaktozid (IPTG) hozzdadasaval indukaltuk. Az indukcid utan egy
nappal a szubsztratumként adott 4-androsztén-3,17-dion 9a-hidroxilezését tudtuk kimutatni a

fermentlében kromatografids modszerekkel.
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A fehérjeexpressziot SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel (PAGE) vizsgaltuk (24.
abra). A tenyészet egy aliquotjabol szarmazd sejteket szonikéaltuk, majd az oldhatatlan test
formajaban képzodott fehérjéket centrifugalassal kiiilepitettiik. A feliiliszo tartalmazta az
oldhat6 forméaban képz0dott fehérjéket. Az IPTG-vel indukalt, 9a-hidroxilezésre képes E. coli
BL21/pOX17 tenyészeteibdl nyert fehérje-extraktumok SDS-PAGE analizise nagy
mennyiségli rekombindns terminalis oxigenaz termelést mutatott. A rekombinans fehérje
foként oldhatatlan test formajaban képzddott és csak kisebb hanyadban volt jelen oldhato
allapotban (24. abra). Mivel az E. coli BL21/pOX17 képes in vivo szteroid transzformaciora a
hidroxilaz enzim mikobakterialis reduktdz komponensének hidnya ellenére is, valdsziniileg
ezt az E. coli egyik reduktaz enzime potolja' %%,

A 3-ketoszteroid-9a-hidroxilaz terminalis oxigendz komponensének heterolog
rendszerben, aktiv formaban vald expresszidja tovabbi bizonyitékul szolgél az izolalt DNS

szerepére.

’ KDa

250
ﬁ* . 150

: 100
- 7

e
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24. abra. E. coli BL21/pOX17-ben expresszalt M. smegmatis mc*155-bSl szdrmazod 3-ketoszteroid-
9a-hidroxilaz enzim terminalis oxigendz komponensének SDS-PAGE analizise

Sav 1: nem indukalt sejtek lizatumanak oldhatoé frakcioja; sav 2: 0,4 mM IPTG-vel indukalt
sejtek lizatumanak oldhato frakcidja; sav 3: nem indukalt sejtek lizatumanak oldhatatlan
test frakcidja; sav 4: 0,4 mM IPTG-vel indukalt sejtek lizaitumanak oldhatatlan test
frakcidja; sav 5: Precision Plus Protein Standard (Bio-Rad), 250 kDa, 150 kDa, 100 kDa,
75 kDa, 50 kDa, 37 kDa
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Uj tudomanyos eredmények

A Tné6l11 transzpozont hordozd pCG79 jeli héérzékeny shuttle plazmid DNS
alkalmazasaval inszercidos mutans konyvtarakat hoztunk 1étre ipari szempontbdl is

jelentds szterinatalakitd Mycobacterium torzsekbol.

Nagy-ateresztoképességli modszert fejlesztettlink ki  mikrotiter lemezre a

szterinatalakito képességben megvaltozott mutans torzsek kivalasztasahoz.

Négy torzset talaltunk, melyek szterinlebontd enzimaktivitdsai kiilonboztek a

sziilo1 torzsekétol:

A szitoszterint intermedier képzOdés nélkiil teljesen lebontd Mycobacterium
smegmatis mc155 inszercids mutans konyvtarabol izolaltuk az 1,4-androsztadién-
3,17-diont termeld 10A12 jell inszercids mutanst, mely a 9a-hidroxilaz
miitkodésében gatolt.

A 4-androsztén-3,17-dion termelé Mycobacterium phlei M51-Ept sziilo1
torzsbol nyert Mycobacterium phlei 3B7 jelti mutans dinorkolanvazas vegyiileteket
képez. Az altala termelt 3-ox0-23,24-dinor-4,17(20)-koladién-22-sav-metilészter
elonyds kiinduldsi anyaga a 17a-hidroxi-4-pregnén-3,20-dion intézetiinkben
kidolgozott  0j  szintézisének. A 17a-hidroxi-4-pregnén-3,20-dionbdl
kortikoszteroidok allithatok elé ismert modon.

A Mycobacterium phlei 5G4 és a 10G9 fétermékként tesztoszteront képez.

A Mycobacterium smegmatis 3-ketoszteroid-9a-hidroxilaz enzimjének terminalis

oxigenaz komponensét elsdként izolaltuk és molekularisan jellemeztiik.

A 3-ketoszteroid-9a-hidroxildz enzim termindlis oxigenaz komponensét homoldg

és heterolog rendszerben, E. coli-ban funkcionalisan aktiv formaban expresszaltuk.
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3.5 Kovetkeztetések és javaslatok

A szteroid gyogyszerszintézisek kulcsintermedierjeit novényi szterinek, elsésorban a
sz0jaolajbol kivont szitoszterin szelektiv, mikrobiologiai oldallanc lebontéasaval allitjak eld.
Az ipari fermentacios eljardsokban a biokonverzidra tobbnyire a szterineket szénforrasként

hasznositd mikobaktériumokat hasznaljak.

A szterinek mikrobiologiai lebontasa a szteranvazon és az oldallancon parhuzamosan
halad.

1. A szterin-oldallanc lehasadéasa lancvégi oxidéacioval kezdddik és a kialakuld szteroid-
karbonsav a zsirsavakra jellemzdé B-oxidacids mechanizmussal bomlik le. A szitoszterin
oldallancénak lebomlasa 9 enzim részvételével 16 Iépésben torténik.

2. A szterinek vazdnak 3B-hidroxi-5,6-dehidro-szerkezete eldszor 3-keto-4-én-struktirdjava
alakul, ezt kovetden a baktérium hidroxil-csoportot ¢épit be 9a-helyzetbe, ¢és
dehidrogénezéssel 1,2-helyzetli kettdskotést képez. A kialakuld 9a-hidroxi-3-keto-1,4-dién-
struktra instabil, és spontan atrendezddik a B-gylriiben felhasadt 3-hidroxi-9,10-szeko-
1,3,5(10)-trién-9-on-szerkezetiivé, ami mar ugyancsak felderitett Uton tovabb bomlik
széndioxidda és vizze.

Bar a szitoszterin-oldallanc lebomlas biokémiai folyamata ismert, azonban az egyes
Iépéseket katalizaldo enzimek szerkezete és az Oket kodold gének kromoszoman valo
elhelyezkedése még felderitetlen. Az iparban hosszu ideje alkalmazasban 1év0 szitoszterin-
oldallanc lebontasi eljarasok jelentds fermentacios technologiai tovabbfejlesztése mar nem
varhat6. Az eljarasok gazdasagossadganak fokozésa az atalakitas soran alkalmazott szitoszterin
szubsztratum-koncentracido tovabbi novelésével €s a konverzid fokozasaval, elsdésorban az
oldallanc lebontas sebességmeghatarozd 1épéseiben érintett enzimek mikodésének

fokozasaval érheto el.

A DNS szekvenalasi technika fejlddésével egyre tobb genomszekvenaldsi projekt
valoésul meg prokariotdk €s eukaridtak korében egyardnt. A Mycobacterium genusbdl a M.
tuberculosis  szekvenciajat 1998-ban publikédltak Cole ¢és munkatarsai. Jelenleg a
Mycobacterium smegmatis genomialis DNS-ének ,,négybetiis szovegkodja” is rendelkezésre
all. A szekvencia adatok azonban csak a genomot alkotd gének szerkezetére adnak

informaciot, de a hozzajuk tartozo funkcié tobbnyire még felderitetlen.
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A Tn6l1 transzpozont hordoz6 pCG79 plazmid DNS-el megvaldsitott inszercios
mutagenezis, tovabba a mutansok miniatiirizalt tenyészeteiben képzddd szitoszterin lebontasi
termékek nagy-ateresztoképességli sziirOvizsgalata egy hatékony modszer a szitoszterin
lebontasaban szerepet jatszdé gének azonositdsara €s a genomban vald lokalizécidjara. A
transzpozon altal kettészakitott gének izolalhatok ¢és felhasznalhatok tovabbi DNS
munkdkhoz. Példaul a szitoszterin-oldallanc lebontas sebességmeghataroz6 enzimjeinek
expresszidjat novelve fokozhatd az ipari torzsek oldallanc lebontd képessége. Ugy véljiik,
hogy nem a -oxidacioban érintett enzimek, hanem a 26-hidroxilaz, illetve a 28-as szénatomra
karboxil-csoportot beépitd enzim lehet a sebességmeghatarozo.

A 9a-hidroxilaz aktivitasban blokkolt M. smegmatis 10A12 inszercids mutanst
felhasznalva klonoztuk ¢és molekuldrisan jellemeztiik a szterdnvaz lebontdsdnak egyik
kulcsenzimét, a 3-ketoszteroid-9a-hidroxilaz terminalis oxigenazat.

Ugy véljiik, hogy az oldallanc lebontisban sebességmeghatarozé enzimek génjei is
megismerhetok lesznek ¢€s géntechnologiai uton javithatdo lesz a szitoszterin oldallanc

mikrobioldgiai lebontasanak hozama.
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4 ANYAG ES MODSZER

4.1 Baktériumtorzsek, plazmidok és kozmid vektorok

Transzpozon mutagenezisre hasznalt szterinatalakitd torzs a Mycobacterium
smegmatis mc>1557, illetve a Mycobacterium phlei M51-Ept, mely a Mycobacterium phlei
M51 plazmiddal hatékonyan transzformalhaté fenotipus torzse volt (GYKI
Tozsgylijtemény). A szterinlebomldsi metabolizmus blokkmutansai, a Mycobacterium
smegmatis 10A12 ¢és a Mycobacterium phlei 3B7, 5G4 ¢és 10G9 mindegyike a GYKI
Tozsgylijteményében lett letétbe helyezve. Az Escherichia coli XL1-Blue, LE 392 ¢és
BL21(DE) gazdatorzseket a Stratagene (La Jolla, Kalifornia) és Novagene Inc. (Egyesiilt
Allamok) vallalatoktol véasaroltuk. A Mycobacterium torzseket Middlebrook 7H9 folyadék
taptalajon kiegészitve azt albumin-dextroz-katalazzal és 0.05% Tween-80-nal (M-ADC-TW)
37 °C-on razatéassal szaporitottuk, illetve 7H11 agar taptalajon oleinsav-albumin-dextroz-
katalaz és 0.05% glicerin (M-OADC-G) kiegészitéssel szaporitottuk a gyarté ajanlasaiban
foglaltak szerint (Difco). A pYUBI8 jelii kozmid vektort W. R. Jacobs Jr. (Albert Einstein
College of Medicine, Bronx, New York)’* biztositotta szamunkra. A Tn6// transzpozont
hordozé pCG79 vektor B. Gicquel (Unité¢ de Génétique Mycobacterienne, Institute Pasteur,
Périzs, Franciaorszag)® kiildte el munkankhoz. A higromicin rezisztencia markert hordozo
pOLYG jelu E. coli-Mycobacterium ingédzo vektor P. O’Gaora (Imperial College School of
Medicine at. St.Mary’s, London, Anglia)’’ ajandéka volt. Rekombinans fehérjék E. coli-ban
val6 klonozasara és expressziojara kifejlesztett pET-28a(+) vektort a Novagen Incorporation-
t3] (Egyesiilt Allamok) vasaroltuk. A fehérjeexpressziot a gyartd cég altal javasolt modszer
szerint végeztilk. A fent leirt baktérium torzsek €s plazmidok jellemzé tulajdonsagait a 2.

tablazatban foglaltuk ossze.



2. tablazat Baktérium torzsek és plazmidok

Baktérim torzsek / Plazmidok Eredet Taptalajok / Jellemzdk

Mycobacterium smegmatis mc2155 W. R. Jacobs Jr. ajandéka

Mpycobacterium phlei M51 M-ADC-TW
Mycobacterium smegmatis 10A12 M-OADC-G
Mycobacterium phlei 3B7 GYKI Toérzsgytijtemény

Mycobacterium phlei 5G4

Mycobacterium phlei 10G9

Escherichia coli XL1-Blue

Escherichia coli LE 392 Novagen Incorporation LB
Escherichia coli BL21(DE)

pYUBIS W. R. Jacobs Jr. ajandéka  E. coli-Mycobacterium kozmid vektor
(km")

pCG79 B. Gicquel ajandéka Tné611-et hordozo E. coli-
Mycobacterium plazmid vektor (km")

pOLYG P. O’Gaora ajandéka E. coli-Mycobacterium plazmid
vektor (hig")

pET-28a(+) Novagen Incorporation E. coli expresszios vektor (km")

M-ADC-TW: Middlebrook 7H9 folyadék taptalaj kiegészitve 10% albumin-dextrdz-katalazzal és 0.05% Tween-
80-nal (Difco); M-OADC-G: Middlebrook 7H11 agar taptalaj kiegészitve 10% oleinsav-albumin-dextr6z-
katalazzal és 0.05% glicerin (Difco); Km": kanamicin szelekcios marker; hig": higromicin rezisztencia marker.

4.2 Kromoszomalis DNS izolalasa Mycobacterium smegmatis-
bél

Kromoszomalis DNS-t Mycobacterium smegmatis mc*155-b31 és  10A12 jeli
mutansabol izolaltunk az aldbbiak szerint:

A baktériumsejteket 10 ml, 24 O6ran at szaporitott tenyészetbdl centrifugalassal
kiiilepitettiik és 550 pul, 10 mg/ml lizozim tartalmi Tris-EDTA pufferben szuszpendaltuk.
37°C-on 1 6ran keresztiil végzett inkubalast kovetéen 70 pl, 10%-os natrium-dodecil-szulfat
¢s 6 pul, 10 mg/ml toménységli proteinaz K oldatot adtunk hozza, a sejteket forgatassal
homogenizaltuk, majd 65°C-on 10 percig inkubaltuk. Ezt kovetéen 100 pl, 5 M NaCl-t
kevertiink a reakcidelegyhez, majd 80 pl hexadecil-trimetil-ammonium-bromidot (CTAB-
NaCl) adagoltunk, alaposan Osszekevertiik, majd 65°C-on 10 percig inkubaltuk. (A CTAB-
NaCl-t a kovetkezOk szerint készitettiik: 4,1 g NaCl-t oldottunk 80 ml desztillalt vizben
keveréssel, majd 10 g CTAB-t adagoltunk hozza, az oldatot 65°C-ra melegitettiik, majd a
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térfogatot 100 ml-re egészitettilk ki desztillalt vizzel.) Kloroform-izoamil-alkohol 24:1
eleggyel végzett extrakcid utdn a DNS-t 0,6 térfogatrész izopropanollal csaptuk ki, majd
centrifugalassal 0Osszegyljtottiik, 70%-os alkohollal mostuk, végiil 12 pl Tris-EDTA

pufferben szuszpendaltuk.

4.3  Mycobacterium inszercios mutans kényvtarak elballitasa

A szterinlebontd Mycobacterium torzsek inszercids mutans konyvtarainak eléallitasa
céljabol a Tn611 transzpozont hordozd pCG79 jelt plazmidot juttattuk a baktériumtérzsekbe
elektroporacios modszerrel a 3.4 pontban leirtak szerint. A transzpozon mutagenezis
kivaltasdhoz a transzformansokat Middlebrook M-ADC-TW (Difco) folyadék taptalajon 10
pg/ml kanamicin jelenlétében 30°C-on, 48 oOraig szaporitottuk, majd a kapott tenyészet egy
aliquotjat 100-szorosara higitottuk antibiotikum nélkiili taptalajjal €s a szaporitast 39°C-on, 24
oraig folytattuk tovabb. Emelt héfokon, antibiotikum szelekcid nélkiil a Mycobacterium
sejtekben jelenlevéd pCG79 jelii plazmid DNS a kromoszémdaba integralédik. Ezutan a
tenyészeteket 20 pg/ml kanamicinnel kiegészitett, illetve antibiotikum nélkiili M-OADC-G
(Difco) agar taptalajra szélesztettiik higitasi sorban, majd 39°C-on, 5-7 napig inkubaltuk.

Szelektiv taptalajon 10*-10°/ml, kanamicin nélkiili taptalajon 10’-10%/ml telep névekedett.

4.4 Nagy-ateresztéképességli sziirbmodszer

Nagy-ateresztoképességli  sziirdmddszert fejlesztettiink ki a mutans konyvtarak
levizsgalasara mikrotiter lemezeken, hogy a szterin lebontdsi Utban gatolt mutansokat
izolaljunk. Ez B-szitoszterin jelenlétében végzett fermentacion alapult, amelynek legfontosabb
Iépése a vizben nem o0ldodd szterin szubsztratum taptalajban torténd diszpergaldsa volt. A
biokonverzidhoz a 0.05% Tween-80 tartalmit M-ADC-TW téptalaj hasznaltuk, amelyhez 200
pg/ml végkoncentracidban adagoltunk B-szitoszterint az alabbiak szerint.

20 miligramm f-szitoszterint oldottunk 1 ml etanolban forralassal, amit 100 ml, 70-
75°C-ra melegitett M-ADC-TW taptalajhoz adagoltuk intenziv keverés kozben, majd
szobahOmérsékletre hiitottiikk. Az igy nyert taptalaj a B-szitoszterint nagyon finom szemecséjii
szuszpenzid formajaban tartalmazta, amely alig iilepedett. A szuszpenzié 200 pl térfogata

aliquotjait 96-lyukt mikrotiter lemezekbe (Greiner gyartanyd, sik alju, 250 pl térfogath)
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osztottuk szét tobbcsatornas pipetta segitségével. A konyvtarakbol szarmazo egyedi inszercids
mutansok telepeit, amelyek M-OADC-G agar lemezeken ndttek 20 pg/ml kanamicin
jelenlétében, steril fogvajoval atvittilk a lyukakba. Ezutan a beoltott mikrotiter lemezeket
lefedtiik, majd milanyag folidba csomagoltuk a beparlodasuk megakadalyozasa végett. A
szitoszterin transzformdacioja a mutansok novekedése kozben, 250 rpm rdzatas mellett, 5 nap
alatt ment végbe a ,,minifermentorok”-ban 32°C-on, amely a szitoszterin atalakitds optimalis
homérséklete. A torzsek szitoszterin atalakitd képességét a fermentlevekben felhalmozodott

atalakitasi termékek vékonyrétegkromatografias analizisével hatdroztuk meg.

4.5 Elektroporacié

A Mycobacterium  smegmatis €  Mycobacterium phlei torzsek hatékony
transzformaldsara elektroporacids modszert alkalmaztunk, amelyet a kovetkezdk szerint

végeztiink el.

1) A transzformalni kivant torzs ferde agar tenyészetérdl desztillalt vizzel lemosott
sejtszuszpenzidjaval 1 liter M-ADC-TW (Difco) folyékony taptalajt oltottunk. A
beoltott taptalajt 37°C-on, 48 oOran keresztiil, rdzatads mellett szaporitottuk, amig a
tenyészet optikai denzitdsa 600 nm-en (Aggo) elérte a 0,5-1,0 értéket.

2) A tenyészetet 250 ml-es centrifugacsovekben 10 percen keresztiil 15000g rcf
centrifugalis erdtérben iilepitettiik 4°C-on. A feliiluszot elontottiik.

3) Az iiledéket 10 ml 10%-os hideg glicerinben szuszpendaltuk, egyesitettik a
szuszpenzidkat, majd ujabb 10 percen keresztiil 1500g rcf alkalmazasaval
centrifugaltuk 4°C-on. A glicerinnel torténd mosast még egyszer megismételtiik.

4) Az iiledéket végiill 1 ml 10%-os glicerinben szuszpendaltuk. Ezutan a sejteket
Eppendorf csében 200 pl-es adagokra osztottuk, és -20°C-on fagyasztva taroltuk,
illetve a frissen késziilt sejtekkel végeztiik az elektroporaciot.

5) A sejtszuszpenzid 200 pl-éhez maximalisan 5 pl térfogatban 5 pg - 5 pg koncentra-
cibban adtuk a transzformalashoz alkalmazni kivant DNS-t, pipettazassal
osszekevertlik, majd 1 percre jeges vizbe helyeztiik a csdveket.

6) Az elektroporacios késziiléket (Bio-Rad, Richmond, Kalifornia) a kovetkezo
paraméterekkel allitottuk be: 2500 V, 25 pF, 1000 ohm. A DNS-t és a sejteket

tartalmazo6 szuszpenziot 0,2 cm elektroda tavolsagu elektroporacids kiivettakba (Bio-
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Rad) vittiik at, a kiivettakbol a buborékokat eltavolitottuk, €s a sejteket a kiivetta aljaba
gyljtottiik a kiivettat dvatosan az asztallaphoz titdgetve.

7) A kiivettat az elektroporacios késziilékbe helyeztiik, és egy impulzust alkalmaztunk.
Az id6allando 15-25 msec volt.

8) Az elektroporaciot kovetden 1 ml, jégen tartott M-ADC-TW folyékony taptalajt
adtunk a sejtekhez, és felszuszpendalas utdn 37°C-on, 3 6ran keresztiil inkubaltuk az
antibiotikum rezisztencia gén expresszidja érdekében. Ezutan a sejteket szelektiv, az
alkalmazott rezisztencia markertdl fliggéen 20 pg/ml kanamicin, vagy 50 pg/ml

higromicin tartalma M-OADC-G agar taptalajra teritettik.

4.6 Southern-blot hibridizacio

Egy bizonyos szekvencidnak a genomidlis DNS-ben val6d azonositasara Southern-blot
hibridizaciot alkalmaznak. Ezen eljards soran a genomidlis DNS-t egy vagy tobb restrikcids
enzimmel elhasitjak, a képz6d6 fragmentumokat molekulaméret alapjan gélelektroforézissel
elvalasztjak, majd a DNS fragmentumokat a gélen elfoglalt helyzetiik megtartasaval
nitrocelluléz vagy nejlon membranra viszik at. A membrant ezt kovetden radioaktivan jelolt
DNS vagy RNS probaval hibridizaljak, és a radioaktiv probaval hibridizaldé DNS-sav
azonositja a keresett DNS szekvenciat a membranrol készitett autoradiogramon.

Kisérleti munkénkban Southern-blot hibridizaciéo alkalmazéisaval bizonyitottuk a
Tn61! transzpozon inszercié random jellegét a M. smegmatis mc’155 és M. phlei M51-Ept
sziil6i torzsekben. E munka soran a M. smegmatis mc’155 és a M. phlei M51-Ept inszercios
mutans torzsekbdl kromoszémalis DNS-t izolaltunk, majd Ps¢l restrikcidos enzimmel végzett
hasitas utdn a fragmentumokat agardz gélelektroforézissel valasztottuk el. A DNS nejlon
membranhoz torténd rogzitését kovetden 2P izotoppal jelzett pCG79 proba DNS-el végeztiik
a hibridizaciot.

Southern-blot hibridizaciét alkalmaztunk tovabba a pFJ92 plazmid izolalasanal és

térképezésénél.
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DNS kapillaris transzfer nejlon membranra

Elektroforézist kovetden az agaréz gél egyik sarkat levagtuk, hogy a késdbbi
miiveletek soran a gél orienticidja azonosithatd legyen, majd 25 percen keresztiil
denaturacios oldatban (0,5 N NaOH, 1,5 M NaCl) aztattuk a gélt a benne 1évé DNS
denaturalasa érdekében. Az oldat lecserélése utan tovabbi 25 percig aztattuk a gélt
ugyanilyen oldatban.

A gélt lassu razatas mellett 30 percig semlegesitd oldatba (1 M Tris-HCI1 pH 7,4, 1,5
M NaCl) helyeztiik, hogy a lugot kdzombdsitsiik €s a pH-t neutralis tartomanyba
allitsuk. Friss semlegesitd oldatban tovabbi 15 percig aztattuk a gélt.

Kozben a nejlon membrant (HybondN+, Amersham) legalabb 30 percre transzfer
oldatba [10x SSC (1,5 M NaCl, 0,15 M Na-citrat. pH 7,0)] meritettilk. A membran
sarkat a gélhez hasonloan levagtuk.

A gélbdl az igy denaturalt DNS-t kapillaris hatés segitségével a membranra vittiik at a

kovetkezo elrendezésben.

Nehezék
Papirtoriilk6z6

Whatman sziirGpapir

Gél éNejlon membran
Whatman szﬁrc'ipapir\A

S)
6)

R

‘ _le SSC

A blottolast egy ¢éjszakan keresztiil végeztiik 10x SSC oldatban.

A gélt a membranrol levalasztottuk, majd eldobtuk. A membrant nedvesen UV
transzilluminatorra helyeztiik és egy perces UV besugarzassal az egyszala DNS-t
kovalens kotéssel a membranhoz rogzitettilk. A membrant 6x SSC oldatban
leoblitettiik €s papirtoriilkozén szobahdmérsékleten legalabb 30 percen keresztiil

szaritottuk.
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p jzotoppal jelzett pCG79 plazmid hibridizaciéja a nejlon membranhoz
rogzitett DNS-hez

A kiszaritott nejlon membrant 6x SSC oldatban torténd usztatassal atnedvesitettiik,
majd 2 percre a folyadék felszine ala nyomtuk.
A nedves membrant hdvel leforraszthaté miianyag zacskoba csusztattuk és a membran
feliiletének minden egyes négyzetcentimétere utan 0,2 ml prehibridizaciés oldatot
mértiink a hozz4, majd levegd kiszoritasa utan a zacskot foliahegesztovel lezartuk. Ezt
kovetden zacskokat 68°C-os vizfiirdobe helyeztiik és két 6ran keresztiil inkubaltuk.
Prehibridizacios oldat:
6x SSPE (20x SSPE: 3 M NaCl, 200 mM NaH,PO4, 20 mM EDTA, pH 7.,4)
5x Denhardt-féle reagens (50x Denhardt-féle reagens: 1% Ficoll 400,
1% polivinil-pirrolidon, 1% marha szérumalbumin (V. frakcio, Sigma)

0,5% SDS

100 pg/ml denaturalt, fragmentalt lazac spermium DNS
A radioaktivan jelolt pCG79 poba-DNS-t 100°C-on, 5 percig végzett hokezeléssel
denaturaltuk, majd azonnal jeges vizfiirddbe helyeztiik. A prehibridizacid betfejeztével
a nejlon zacskd egyik sarkat olloval levagtuk és prehibridizacids oldatot
maradéktalanul eltavolitottuk, majd azonos térfogatu hibridizacids oldatot toltottiink
ré.

Hibridizacios oldat:

6x SSPE

0,5% SDS

100 pg/ml denaturalt, fragmentalt lazac spermium DNS
A hibridizacios oldathoz pCG79 poba-DNS-t adtunk 10 ng/ml végkoncentracoban. A
légbuborékok eltavolitdsa utan a zacskot hegesztégépen ismét lezartuk, majd egy
masodik biztonsagi zacskoba is bezartuk, és a hibridizaciot 68°C-on 12 6rdn keresztiil
végeztik lasst razatas mellett.
A hibridizaciét kovetoen a filterek mosasat, szaritasat és a radioaktiv hibridizalo DNS

Rontgen filmen valéo megjelenitését a 4.8.2 fejezetben leirtak szerint végeztiik.
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4.7  DNS kényvtarkészités a Mycobacterium smegmatis mc?155
torzsbol

Genomialis DNS-t izolaltunk M. smegmatis mc*155 torzsb6l, majd Sau3Al restrikcids
endonukleazzal részlegesen emésztettikk, és a kapott 35-40 kb mérettartomanyba esd
fragmentumokat szachar6z gradiens centrifugaldssal (4.7.1 fejezet) izolaltuk, majd a BamHI-
gyel linearizalt ¢s alkalikus foszfataz kezelt pYUBI18 kozmid vektor 6tvenszeres feleslegével
ligaltuk. A ligacidos keveréket a A bakteriofag fejbe pakoltuk Gigapack pakold extrakt
(Stratagene La Jolla, Kalifornia) segitségével, majd 25 pg/ml kloramfenikol tartalmu LB
taptalajra szélesztettiik. A kloramfenikol rezisztens transzformansok a M. smegmatis mc*155
kromoszomalis DNS-nek egy-egy nagyméretli szegmensét tartalmaztdk a pYUBI18 kozmid

vektorban klonozva.

4.7.1 DNS molekulak méret szerinti elvalasztasa szacharéz gradiens
centrifugalassal

Szachar6z gradiens centrifugalast a M. smegmatis 10A12 inszercids mutansban

kromoszémalisan integralodott pCG79 plazmid kinyerésénél, illetve a M. smegmatis mc*155
torzs genomialis génkonyvtaranak készitésénél alkalmaztunk.
Szachar6z gradiens centrifugalassal a pCG79 plazmid kromoszomabol —torténd
visszaizolalasanal a M. smegmatis 10A12 inszercids mutins Notfl enzimmel emésztett
kromoszomalis DNS-¢ét, illetve a génkonyvtar készitésénél Sau3A4/ restrikcids enzimmel
részlegesen emésztett M. smegmatis mc*155 térzs kromoszomalis DNS-ét tisztitottuk.

Mindkét esetben 100 pg DNS-t (100 pl) adtunk 12 ml 10-40%-0s TEN pufferben (10
mM Tris-HCI, pH 8,0, Il mM EDTA, 1 M NaCl) készitett szachar6z gradiensre.

Szachar6z gradiens készitéséhez 6 ml 40%-o0s, TEN pufferben készitett szachar6z oldatot
centrifugacsObe pipettaztunk, majd Ovatosan a tetejére rétegeztik 6 ml 10%-os TEN-
szachar6z oldatot. A csovet dugoval szorosan lezartuk, €s vizszintes helyzetben fektettiik
szobahOmérsékleten 3-4 oran keresztiil, majd az inkubdlast kovetden 6vatosan fliggdlegesre
allitottuk.

Az igy elkészitett szachar6z gradiensen a DNS-t 35000 rpm fordulatszdmmal 16 Oran
keresztiil centrifugéltuk 17°C-on Beckman SW41, kilendiild rotorban. A centrifugalast

kovetden kapillarissal 400 pl-es frakciokat vettiink a centrifugacsd aljar6l. A DNS méretét a
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frakciok 5 pl-ének agardz gélelektroforézissével ellendriztiilk, molekulatomeg standardként
Hindlll enzimmel emésztett A- DNS-t hasznaltunk.

A megfeleld frakciohoz 200 pl TE puffert adtunk. A DNS-t azonos térfogatl izopropanollal
kicsaptuk, mostuk, szaritottuk, és 50 ul TE pufferben feloldottuk.

4.8 Telephibridizacié

A nativ 9a-hidroxildz gént hordozd DNS régi6 izolalasa céljabol a Mycobacterium smegmatis
mc”155 génkonyvtarat telep-hibridizacios modszerrel sziirtik. Az eljaras egyedi telepek ,.in
situ” lizisén, a sejtekbdl kiszabaduld6 DNS membran filterhez torténd rogzitésén és a DNS-
mintak alkalmas proba-DNS-el végzett hibridizacios sziirOvizsgalatan alapul. Esetlinkben

hibridizacios probaként a pFJ92 vektor kromoszomalis régiojanak két szakaszat hasznaltuk.

481 Telepek lizise és a DNS membranhoz kotése

1) 20 cm atmérdja Petri csészében 1évé 80ml, 25 pg/ml kloramfenikol tartalmu LB agar

taptalajra nejlon membrant (Hybond™

-N, Amersham) helyeztiink, majd steril
fogvajoval a Mycobacterium smegmatis mc’155 jelli torzset reprezentaldé gén-
konyvtarbol 320 egyedi telepet oltottunk rovid csikokban a membran feliiletére
szabalyos elrendezésben. Osszesen 960 klont izolaltunk 3 Petri csészére. Minden klont
két parhuzamosan késziilt, membrannal fedett agar lemezre, és egy membran nélkiili
mester lemezre oltottunk. Az igy elkészitett, 6sszesen 9 Petri csészét 37°C-on egy
¢jszakan keresztiil inkubaltuk.

2) 4 db, 22 cm atmérdjli kristalyosito talba 4-4 db Whatman 3MM szlir6papirt helyeztiink
egymasra, majd szlirdpapirokat az alabbi oldatokkal nedvesitettiik:

1. 10% SDS

it.  Denaturdl6 oldat (0,5 N NaOH, 1,5 M NaCl)
1. Semlegesit6 oldat (1,5 M NaCl, 0,5 M TRIS, pH 7.,4)
iv.  2xSSC
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Az agar lemezekrdl a nejlon membréanokat tompa végii csipesszel levalasztottuk, majd
a kinétt telepekkel felfelé eldszor az SDS tartalmu oldatba helyeztiik 3 percre, majd a
denaturalo, semlegesitd €s 2x SSC oldatokba helyeztiik 5-5 percre.

A feltard kezeléseket kovetden a membranokat még nedvesen UV transzilluminatorra
helyeztiik és egy perces UV besugarzassal az egyszali DNS-t kovalens kotéssel a
nejlon membranhoz rogzitettiik. Majd a membranokat szobahdmérsékleten 30 percig
szaritottuk.

Az igy nyert immobilizalt DNS-mintakat a 4.8.2 pontban leirtak szerint hibridizaltuk a

crcr

EcoRI-EcoRI hasitohelyekkel hatarolt DNS-el (lasd 15. abra az 36. oldalon).

Hibridizacié a nejlon membranhoz régzitett telepek DNS-éhez

A hibridizaciés membranokat 2x SSC-t tartalmazd edényben usztatva nedvesitettiik,
majd a folyadékba meritettiik és 5 percig inkubaltuk.
A hibridizacios eljaras tovabbi 1épései soran mindvégig tligyeltiink arra, hogy a filterek
ne szaradjanak ki.
A nedvesitett filtereket 300 ml eldmos6 oldatot tartalmazo kristalyosité talba tettiik, és
a talat mtanyag folidval (Folpack) lefedtiik a beparlodas megakadalyozasa végett,
majd kibillend razogépen, 50°C-os termosztitban, enyhe mozgatdssal 30 percig
inkubaltuk.
Elomoso oldat:

5x SSC

0,5% SDS

1 mM EDTA (pH 8,0)
A membran feliiletére esetlegesen feltapadd sejttormeléket elémosé oldattal
atnedvesitett szintetikus torlokenddvel eltavolitottuk.
Inkubalast kovetéen a membranokat egyenként 50 ml prehibridizacios oldatot
tartalmaz6 milanyag (PE) zacskoba helyeztiik, majd a levegdt kiszoritva a zacskdbol
foliahegesztdvel lezartuk. A zacskokat 68°C-os vizfliirdobe helyeztik és 2 Orén

keresztil inkubaltuk.
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Prehibridizacios oldat:

6x SSPE

0,05x BLOTTO
Ix BLOTTO: 5% zsirmentes szaritott tehéntej (non-fat dried milk bovine, Sigma)
0.02% natrium-azidot tartalmazé vizben oldva.
A prehibridizacio befejezése eldtt 10-15 perccel a radioaktivan jelolt PstI-Pstl, illetve
EcoRI-EcoRI enzimekkel nyert duplaszali kromoszémalis DNS molekulakat (lasd 4.9
fejezet) 100°C-on 5 percig végzett inkubalassal egyszaluva alakitottuk (denaturaltuk).
A hokezelést kovetéen azonnal jeges vizfiirdobe helyeztik a mintakat a
bazisparosodas (renaturacid) megakadalyozésa végett.
A prehibridizaciét kovetden a membranokat tartalmazd zacskok sarkait olloval
proba-DNS oldatokbdl 20-20 pl-t adtunk a prehibridizacidés oldatokhoz ugy, hogy a
parhuzamosan készitett membranok egyikébe a PstI-Pstl, a masika pedig az EcoRI-
EcoRI préoba keriiljon. Ezt kovetden a zacskokat foliahegesztogépen ismét lezartuk,
majd egy masodik biztonsagi zacskoba is bezartuk €s a hibridizacidot 68°C-on, 18 6ran
keresztiil végeztiik.
A hibridizaciét kovetden a filtereket nagy térfogata (500 ml) 2x SSC ¢és 0,1% SDS
tartalmi oldatba meritettiik, és gyenge razatas mellett szobahdmérsékleten 15 percig
inkubaltuk, majd a mosasi 1épést friss oldatokkal kétszer megismételtiik.
A szobahdn végzett mosast kovetden a filtereket még kétszer mostuk 1x SSC és 0,1%
SDS tartalmu oldatokkal 68°C-on.
A membranfiltereket szlirépapiron, szobahOmérseékleten megszaritottuk, majd
milanyag folidra (Folpack) helyeztiik iligyelve a mesterlemezekkel egyértelmiien
azonosithato elrendezésre.
A filtereket egy masodik réteg miianyag foliaval (Folpack) lefedtiik és rontgen filmre
(Kodak XAR-2) helyezve -70°C-on 16 6ran keresztiil exponaltuk.

10) Exponalas utan el6hivtuk a filmeket és beazonositottuk a mindkét proba-DNS-el

pozitiv hibridizéacios jelet ado E. coli klonokat.

11) A kettds pozitiv hibridizacios jelet add, 9o-hidroxildz gént hordozd E. coli klonokat a

mesterlemezekrél 100 pg/ml kloramfenikol tartalmt LB folyadék taptalajra oltottuk és
37°C-on felszaporitottuk, majd 20%-os végkoncentracioban glicerint adagoltunk a

tenyészethez €s aliquotokban -20°C-on téaroltuk.
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DNS jel6lése **P-izotoppal random primerek alkalmazédsaval
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végeinél levd, Pstl-Pstl és EcoRI-EcoRI hasitohelyekkel hatdrolt DNS-szakasz
radioaktiv jeloléséhez a DNS-t forr6 vizfiirdoben denaturaltuk, a szétvalasztott DNS
két szaldhoz random szekvencidju hexanukleotidokat anneldltunk, majd Klenow-
fragmentum DNS polimerdz 1 enzimmel az oligonukleotidokbol kiindulva DNS-t
szintetizaltunk egy radioaktivan jelolt nukleotiddal és hdrom jeldletlen nukleotiddal.

A jelolendé6 DNS-bd1 50 ng mennyiséget 45 pl TE pufferben egy Eppendorf csében
felhigitottuk.

A DNS-t 3 percig forraltuk, majd rogton jeges vizbe helyeztiik, hogy egyszali DNS-t
allitsunk elo.

A denaturalt DNS-t a Rediprime labeling kit (Amersham), egy Eppendorf csében
elokészitett, liofilizalt reakcidelegyéhez adtuk, hogy annak tartalmat feloldjuk. A
reakcioelegyet, amely nem tartalmazta a radioaktivan jelzett nukleotidot jégre
helyeztiik.

5 pl, o-helyzetben **P-vel radioaktivan jeldlt, 3000 Ci/mM aktivitasa dCTP (**P-
dCTP, Amersham) adtunk hozza.

A komponenseket pipettazassal kevertiik 6ssze, és 37°C-on 10 percig inkubaltuk.

A jelolt DNS-t harom percre forrasban 1évé vizbe helyeztiik, hogy a DNS-t
denaturaljuk, majd jeges vizfiirddben 5 percig inkubaltuk.

A radioaktivan jelzett DNS-t egy Sephadex G-50 (Amersham) mini oszlopon a
beépiiletlen **P-dCTP-t6] elvélasztottuk.

DNS szekvenalas

A 9a-hidroxilezésért felelds M. smegmatis genomialis DNS szakaszt szubklonoztuk a

pBluescript 11 SK(+) (Stratagene, La Jolla, Kalifornia) vektorba, majd az inszertalt

kromoszomalis DNS-t PCR technikdval sokszoroztuk. A PCR termékeket agar6z gélbdl

tisztitottuk €s ezt hasznaltuk templatként a fluoreszcens DyeDeoxy moddszerrel torténd

szekvenalashoz (ABI PRISM dye terminator cycle sequencing core kit; Applied Biosystems,

USA), amelyet a Crosslink kft. végzett el szdmunkra.
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4.11 Egyeb molekularis biolégiai médszerek

Az in vitro DNS moédositishoz Hopwood és munkatarsai'®, illetve Sambrook és

, -1
munkatérsai' %

altal kidolgozott modszereket hasznaltuk, ott ezt kiilon nem jeleztik. A
National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD internetes honlapjan talalhat6
Blast és ,,ORF finder” programjat haszndltuk a nukleotid-, vagy fehérjeszekvencidk
adatbazisokban talalhatd szekvencidkkal valo 0sszehasonlitisara, illetve a lehetséges ORF-ek

meghatarozasara az izolalt DNS szekvencidn.

4.12 Vékonyrétegkromatografias analizis

A mikrotiter lemezek egyes lyukaibol, ill. a razott lombikokbol szarmazd
fermentlevekbdl 10 pl-t csoppentettiink vékonyrétegkromatografids lemezekre (Kieselgel
HF»s4.366; Merck) egy, vagy tobbcsatornas automata pipetta segitségével és a lemezeket
etilacetat-n-hexan (7:3, térf/térf) eluenssel fejlesztettiik ki. A detektalast UV fényben
végeztik, ill. a B-szitoszterin (I) jelenlétét 30%-o0s, metanollal higitott kénsavval mutattuk ki
enyhe melegitést kovetéen. Igy P-szitoszterinbél a kovetkezd mikrobioldgiai lebontési
termékeket mutattuk ki: 4-androsztén-3,17-dion (II), 1,4-androsztadién-3,17-dion (III), 9a-
hidroxi-4-androsztén-3,17-dion (IV), 17p-hidroxi-4-androsztén-3-on (V), 22-hidroxi-23,24-
dinor-4-kolén-3-on (VI), 3-ox0-23,24-dinor-4,17(20)-koladién-22-sav-metilészter (VII), 3-
0x0-23,24-dinor-4-kolén-22-sav-metilészter  (VIII), ¢és  3-hidroxi-9,10-szeko-1,3,5(10)-
androsztatrién-9,17-dion (IX). Az Ry értékek kozelitdleg az alabbiak: I, 0,77; II, 0,70; III,
0,61;1V, 0,41; V, 0,56; VI, 0,66; VII, 0,85; VIII, 0,82; IX, 0,78.

4.13 HPLC analizis

Az inszerciés mutansokkal szitoszterinbdl nyert atalakitasi termékeket, tovabba a 4-
androsztén-3,17-dion, illetve az 1,4-androsztadién-3,17-dion 9a.-hidroxilezését a rekombinans
torzsekkel, melyek a 3-ketoszteroid-9a-hidroxildz enzim termindlis oxigendz komponensét
expresszaljak, nagyhatékonysagu folyadékkromatografiass (HPLC) mddszerrel analizaltuk. A
transzformans tenyészet egy aliquotjat metanollal hdromszorosara higitottuk, majd vortex-szel

homogenizaltuk ¢és centrifugaltuk. A feliilluszot, mely az oldott allapotba keriilt szteroid
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vegylileteket tartalmazta, forditott fazisti oszlopra, amelynek toltete Symmetry RP-18e (3,5
um; 4,6 x 100 mm; Waters), ill. egy biztonsagi eldtét oszlopra, melynek toltete RP-18e (3,5
um; 2,0 x 4,0 mm; Phenomenex) injektaltuk 2695 automata adagoldval (Waters, Milford,
MA). Az oszlop hdmérsékletét 40°C-ra allitottuk. A mintékat 1,2 ml/perc térfogatdrammal 26
percig eludltuk 15% tetrahidrofuran és linearis 5-50% acetonitril gradiens vizben eluenssel. A
IL, IO1, IV, V, VI, VII, és VIII vegyiileteket 996 diddasoros detektorral (Waters) monitoroztuk
240 nm-en. A fenti koriilmények kozott a retencios idok a kdvetkezOk voltak: 11, 8,58 perc;
III, 6,42 perc; 1V, 3,72 perc; V, 8,85 perc; VI, 15,18 perc; VII, 20,05 perc; VIII, 20,50 perc.
[X-et 280 nm-en monitoroztuk, ugyanazt a detektort hasznalva, és a retencios idé 9,48 perc

volt.

4.14 Szitoszterin transzformacios termékek azonositasa

Mutans és rekombinans Mycobacterium torzsek lebomlasi termékeit 5 liter, 200 pg/ml
szitoszterin tartalma M-ADC-TW taptalajon, 500 ml-es razott lombikban eldallitott
tenyészeteibdl izolaltuk. A fermentlevek etilacetattal nyert extraktumait szarazra paroltuk és a
lebomlési termékeket oszlopkromatografiass modszerrel (szilikagél adszorbens; etilacetat-n-
hexédn eluens, novekvd etilacetat gradiens) és preparativ vékonyrétegkromatografias
modszerrel (Kieselgel HFs4.366 adszorbens; kifejlesztd rendszer a fentebb leirt, a vegyiileteket
az adszorbensrél metanollal elualtuk) tisztitottuk.

A szteroid gyogyszerszintézis kulcsintermedierek: a 4-androsztén-3,17-dion (II), az
1,4-androsztadién-3,17-dion (III), 9a-hidroxi-4-androsztén-3-17-dion (IV) és a tesztoszteron
hormon (V) azonositdsat kromatografids analizissel ¢és spektroszkopiai modszerekkel,
standard vegyliletek adataival tortént 6sszehasonlitas alapjan végeztiik.

A szakirodalomban leirt vegyiileteknek bizonyultak a szitoszterin oldallancanak részleges
lebontasaval keletkez$ termékek: a 22-hidroxi-23,24-dinor-4-kolén-3-on (VI)**-107-108:109.110 "3
0x0-23,24-dinor-4,17(20)-koladién-22-sav-metilészter (VII)'*HH1218 0 ¢g a 3.0x0-23,24-

dinor-4-kolén-22-sav-metilészter (VIIT)**!0107-108

, valamint a vazbontasi termék: a 3-hidroxi-
9,10-szeko-1,3,5(10)-androsztatrién-9,17-dion (IX)*''*. Ez utobbiak szerkezetét bizonyitd
magmagneses rezonancia (NMR) ¢és tomegspektroszkopiai (MS) adatokat az alabbiakban

adjuk meg.
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NMR spektroszképia. A 'H és °C NMR spektrumokat 300 K-en, Bruker Avence 500
spektrométeren CDCls-ban, tetrametilszilan és CDCls (77.2 ppm) belsé referencia standardok
jelenlétében, 500.1 (tetrametilszilan) és 125.8 (CDCl;) MHz frekvencian vettiik fel. A
vegyiiletek szerkezetmeghatarozasahoz egydimenziés 'H, °C, DEPT és két-dimenzios 'H,'H

COSY, 'H,"*C-HSQC és 'H,">C-HMBC moédszerek keriiltek felhasznéalasra.

Tomegspektroszkopia. Elektronionizacidés (EI) méréseket az aldbbiak szerint végeztiik:
Finningan Polaris Q tomegspktrométer, inlet rendszer: direkt, ionizaciés mod EI (+); forras
homérséklet: 250°C; elektronenergia: 70 eV. APCI mérés: Finningan LCQ
tomegspektrométer; alkalmazasi mod: direkt inlet; ionizacidos mod: APCI (+); forras

homérséklet: 25°C.

22-hidroxi-23,24-dinor-4-kolén-3-on (VI):

'"HNMR: 8§ =5.73 s, br (H-4); 8 =3.64 dd, J; = 10.5 Hz, /, =3.3 Hz és $ =3.37 dd, J; = 10.5
Hz, J, = 6.9 Hz (CH,OH); 8 = 1.6-1.5 m (H-20); 6 = 1.19 s (CH3-19); = 1.05 d, /= 6.9 Hz
(CH3-21); § = 0.74 s (CH;-18).

BC NMR: & = 199.8 (C-3); 171.7 (C-5); 124.0 (C-4); 68.1 (CHOH); 38.8 (C-20); 17.6 (CH;-
19); 16.9 (CHs-21); 12.2 (CH3-18).

MS: EI: 330 [M]",124 [ring A + C¢ +2H]"; APCI: 331 [M + H]".
3-0x0-23,24-dinor-4,17(20)-koladién-22-sav-metilészter (VII):

"H NMR: & = 5.75 s, br (H-4); = 3.71 s (OCH3); & = 2.83 m és 2.65 m (CH,-16); & = 1.96
dd, J;=J,=2.0 Hz (CH3-21); § = 1.20 s (CH3-19); & = 0.98 s (CH3-18).

BC NMR: & = 199.6 (C-3); 171.1 (C-5); 170.2 (COOCH3); 163.7 (C-17); 124.1 (C-4); 118.7
(C-20); 51.3 (OCH3); 33.0 (C-16); 17.5 (CH3-19), 15.5 (CH;-18), 14.9 (CHs-21).

MS: EI: 356 [M]", 341 [M-"CH3]", 324 [M-CH;0H] ", 309 [324-CH;]".
3-0x0-23,24-dinor-4-kolén-22-sav-metilészter (VIII):

"H NMR: 8 = 5.73 s, br (H-4); 8 = 3.66 s (OCH3); & = 2.4 m (H-20); § = 1.20 d, J = 7.0 Hz
(CH3-21); 8 =1.19 s (CH3-19); 8 = 0.74 s (CH;3-18).

BC NMR: 8 = 199.7 (C-3); 177.3 (COOCH3); 171.4 (C-5); 124.2 (C-4); 51.5 (OCH3); 42.6
(C-20); 17.6 (CH3-21); 17.3 (CH3-19); 12.3 (CH3-18).

MS: EI: 358 [M]", 343 [M-CH;]", 316 [M-42]", 229 [M-(C;s-Ci7+H)]", 124 [ring A +
Ce+2H]".
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3-hidroxi-9,10-szeko-1,3,5(10)-androsztatrién-9,17-dion (IX):

'HNMR: 8§ =7.00d,J=8.1 Hz (H-1); 8 = 6.68 d, J= 2.7 Hz (H-4); § = 6.60 dd, J; = 8.1 Hz,
J» =2.7Hz (H-2);  =4.72 s, br (OH); 6 = 2.73 m and 2.55 - 2.45 m (CH,-6); 2.60 m and
2.27-2.21 m (CH,-16); 6 =2.27 s (CH3-19); 6 = 1.18 s (CH3-18).

BC NMR: § =218.0 (C-17), 210.6 (C-9), 153.7 (C-3); 141.9 (C-5); 131.2 (C-1); 128.0 (C-10),
115.7 (C-4), 112.7 (C-2), 47.5 (C-13), 36.1 (C-16), 31.0 (C-6), 18.4 (C-19), 13.5 (C-18).

MS: EI: 300 [M]",134 [ring A + C¢—C7 - H] ", 121 [ring A + C¢] ™.



5 OSSZEFOGLALAS, SUMMARY
51  Osszefoglalds

Az 1970-es évek végétdl az olcsoén €s nagy mennyiségben hozzéaférheté ndvényi
eredetli szterinek kertiltek el6térbe alapanyagként a szteroid gyogyszerek szintézisében.
Jelenleg a szteroid gyogyszerek mintegy 65%-at sz0jabdl nyert szitoszterinbdl allitjak eld. A
szitoszterinbdl a szterin-oldallanc szelektiv, mikrobiologiai Gton torténd lebontasaval nyernek
kulcsintermediereket a szteroid gydgyszerek szintézis¢hez.

A szterin-oldallanc lebomlasa 9 enzim kozremiikodésével 16 1€pésben valosul meg. A
lebontéas lancvégi oxidacioval kezdddik, majd a Iétrejott szteroid karbonsav szénlanca a
zsirsavakra jellemz6 B-oxidacids mechanizmussal fokozatosan rovidiil €s hasad le a szteran
vazrol.

A szterinek oldallancénak lebomlasa utan, esetleg azzal parhuzamosan a szteranvaz is
lebomlik. A 3-ketoszteroid-9a-hidroxildz egyik kulcsenzimje a szteranvaz felhasaddsahoz
vezetd reakcidutnak, melynek soran a szterdnvdzon instabil 9a-hidroxi-1,4-dién-3-on-
szerkezetll intermedier jon létre, ami spontdn bomlik ¢és B gylriiben felhasadt 9,10-
szekofenol-szarmazékokat eredményez. A C;-C, helyzetben telitett szteroid vegyiiletek 9a.-
hidroxilezése révén ugyanakkor elonyos intermedierek nyerhetdk a kortikoszteroid
gyogyszerek szintéziséhez. A 9oa-hidroxildzt expresszalo, de a Al-dehidrogenazban
hianymutans Mycobacterium torzzsel 9a-hidroxi-4-androsztén-3,17-dion, a kortikoszteroid
gyogyszerek, mig a 9a-hidroxilaz miikodésében gatolt, de a Al-dehidrogenazt kifejezd
mikroorganizmussal az 1,4-androsztadién-3,17-dion, az Osztrogén hormonok ¢és a
fogamzasgatlok szintézis intermedierje nyerhetd. Ebbol kovetkezik, hogy a 9a-hidroxilaz
enzim izolalasa és molekularis jellemzése dontd fontossagli a szitoszterin mikrobiologiai
lebontasaban.

A géntechnologiai modszerek mikobaktériumokra vald alkalmazasa az 1980-as évek
végén kezdddott. A kutatasokat az 6sztondzte, hogy a mikobaktériumok okozzék a vilagon a
két legnagyobb haldlozasi ardnyu bakteridlis fertdzést, a tuberkulozist és a leprat, valamint
szamos allati megbetegedést is. Kutatdocsoportunk koran bekapcsoldodott a mikobaktériumok

teriiletén induld géntechnologiai kutatasokba. Az elsd ingdzo vektorok egyikét, a pYUBI12
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Mycobactérium-E. coli vektort Jekkel Antalné dr. Aallitotta elé a John Innes kutatési
kdzpontban, 6sztondijas tanulmanyutjan Norwich-ban, 1988-ban.

A gazda-vektor rendszerek mellett az inszercids elemek is értékes eszkdzei a
baktériumok genetikai analizisének. Kiilonféle "mozgékony elem”-eket izolaltak
mikobaktériumokbol az elmult néhdny évben. A Tn6// transzpozont hordoz6é pCG79 jeli
hoérzékeny shuttle plazmid DNS alkalmazasdval Guilhot és munkatarsai 1994-ben
létrehoztak az elsd inszercids mutans konyvtarat Mycobacterium smegmatis-ban a Pasteur
Intézetben.

Intézetiinkben mi is megkiséreltiink transzpozon mutagenezist kivaltani a Pasteur
Intézetbdl szarmazo, kanamicin rezisztencia gént hordozé pCG79 jelli plazmiddal a szterin-
atalakitd Mycobacterium torzsekben. Célunk az volt, hogy a transzpozont hordoz6 vektor
szterin-atalakitd Mycobacterium toérzsekbe juttatdsaval szterin-atalakité képességben blokkolt
inszerci6s mutansokat allitasunk eld. Ilyen mutansok birtokaban ugyanis lehetdség nyilik a
szterin-atalakitas génszintli vizsgélatara.

Inszerci6s mutans konyvtarakat allitottunk el a szitoszterinbdl 4-androsztén-3,17-diont képz6

M. phlei M51-Ept jelli torzsbol és a szitoszterint intermedier képzddés nélkiil teljesen lebonto

M. smegmatis mc’155 jelii torzsbdl. Southern-blot analizissel bizonyitottuk, hogy a pCG79
plazmid DNS random modon integralodott a kromoszomaba.

Nagy-ateresztoképességli modszert fejlesztettiink ki a szterin-atalakitd képességért felelds
gének valamelyikében mutans torzsek kivéalasztasdhoz. Nagyszdmui inszercidos mutanst
szaporitottunk szitoszterin jelenlétében mikrotiter lemezek lyukaiban és szterin-atalakito
keépességiiket e ,mini” fermentorokban felhalmozddott intermedierek vékonyrétegkro-
matografias analizisével vizsgaltuk.

Osszesen 4 torzset talaltunk, melyek szterin lebontd enzimaktivitasai kiilonbdztek a sziiléi
torzsekétol.

A Mycobacterium smegmatis mc°155-ben minden szterinlebont6 enzim aktiv és igy a
szitoszterint intermedier-képzés nélkiil teljesen lebontja. A 10A12 jelli inszercids mutansa
ellenben gatolt a 9o-hidroxildz milkddésében €s ennek kovetkeztében a szteranvaz épen
marad, intermedierként pedig 1,4-androsztadién-3,17-dion képzddik.

A 4-androsztén-3,17-diont termeldé Mycobacterium phlei M51-Ept sziil61 torzsbol
képzett mutdnsokndl az inszerci® az oldallanc lebontoképességet befolyasolta. A
Mycobacterium phlei 3B7 jeli torzs a szitoszterin-oldallancot csak részlegesen bontja le és

23,24-dinorkolanvazas vegyiileteket képez az wutolsé enzimatikus I€pések hianya



67

kovetkeztében. Az 4ltala termelt 3-0x0-23,24-dinor-4,17(20)-koladién-22-sav-metilészterbdl
az intézetiinkben kidolgozott 0j szintetikus eljardsokkal 4,16-pregnadién-3,20-dion és 17a-
hidroxi-4-pregnén-3,20-dion szteroid gyogyszerszintézis intermedierek nyerhetok.

A Mycobacterium phlei 5G4 ¢és 10G9 azonos intermediereket, fotermékként
tesztoszteront képez.

Transzpozon mutagenezis alkalmazasdval hatékonyan tudtunk beavatkozni a
szterinlebontési Ut Iépéseit kontrolldlo gének miikodésébe oly mdédon, hogy azok egyuttal
jelolédtek is a beépiilt transzpozonnal. Mindez lehetdvé teszi a kromoszoman elhelyezkedd
szterinlebontasban szerepet jatszo gének feltérképezését.

A Mpycobacterium smegmatis 10A12 inszercids mutanst felhasznalva klonoztuk,
szekvenaltuk és molekularisan jellemeztiik a 3-ketoszteroid-9a-hidroxildz enzim terminalis
oxigenaz komponensét.

A 10A12 torzs kromoszomalis DNS-ébol visszanyertik a 9a-hidroxilaz génbe
inszertalodott pCG79 plazmid DNS-t oldalain a kettészakitott a 9a-hidroxilaz gén darabjaival.
A rekombinans plazmidot pFJ92-nek neveztik el ¢és restrikcidos endonukleazokkal
feltérképeztiik.

A pFJ92 plazmid két, radioaktiv izotoppal jelzett kromoszémalis szegmensét
felhasznalva izolaltuk az intakt 9a-hidroxildz gént hordozd6 Nofl kromoszomalis
fragmentumot a sziil61 M. smegmatis mc’155 jelii torzsbol.

A 9a-hidroxilaz gént hordozd Notl kromoszomalis fragmentumot higromicin
rezisztenciat kodoldé pOLYG Mycobacterium-E. coli ingdz6d vektorba inszertaltuk. Az igy
nyert pAA23 jelli rekombindns plazmiddal transzformalva a 10A12 jelli inszercidos mutanst,
helyredllt a 9a-hidroxilezé aktivitasa, melynek kovetkeztében a szitoszterint intermedier
képzddés nélkiil ismét teljesen lebontotta. Az eredetileg 9a-hidroxilaz aktivitdst nem mutato
Mycobacterium phlei transzformansai a 4-androsztén-3,17-diont 9a-helyzetben hidroxilezték
a rekombinans 9a-hidroxildz expresszidja révén. Szubsztratumként 1,4-androsztadién-3,17-
diont adva tenyészethez, 9a-hidroxi-1,4-androsztadién-3,17-dion a&tmeneti terméken keresztiil
3-hidroxi-9,10-szeko-1,3,5(10)-androsztatrién-9,17-dion keletkezett.

Komplementéacios kisérletekkel egy 3 kb nagysagu EcoRI-EcoRV restrikcios
enzimekkel hatarolt régiora szikitettiik a 9o-hidroxildz aktivitast, majd szekvenalassal
meghataroztuk az inszercid pontos helyét és a 9a-hidroxilazt kodold6 ORF-1 szekvenciajat.

crer

alapjan a monooxigenazok IA osztalyba tartoz6 terminalis oxigendzai kozé sorolhatd. A
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fehérjeszekvencian azonosithatd az [A osztalyba tartozo terminalis oxigenazokban jellemzden
konzervalt Rieske [2Fe-2S]r domén és egy nem haem Fe(II) domén.

A rekombinans 3-ketoszteroid-9a-hidroxildz enzim terminalis oxigendz komponensét
heterolog rendszerben, E. coli-ban funkcionalisan aktiv formdban expresszaltuk, ami Gjabb

bizonyitékot szolgaltat az izolalt DNS szekvencia funkcidjara.



5.2 Summary

From the eighties on the majority of the steroid drug synthesis has been based on microbial
transformation of the cheap and widespread available plant sterols. Nowadays approximately
65% of the steroid drugs are prepared from sitosterol obtained from soya bean. The selective,
microbial degradation of the sitosterol side chain results in key intermediates of the synthesis
of steroid drugs.

The degradation of the sitosterol side chain is accomplished with 9 enzymes, in 16
enzymatic steps. Removal of the side chain begins with oxidation at the end of the side chain
resulting in a carboxylic acid. Subsequent cleavage of the side chain takes place stepwise by a
process analogous to B-oxidation of fatty acids that results in complete removal of the side
chain.

After the degradation of the side chain or parallel to it, the steroid skeleton also
degrades. 3-Ketosteroid 9a-hydroxylase is a key enzyme in the reaction leading to the
opening of the steroid skeleton, the enzyme catalyses the formation of an unstable 9a-
hydroxy-1,4-diene-3-one intermediate structure, which spontaneously cleaves to a 9,10-
secophenol derivatives with an opened B-ring.

9a-Hydroxylation of steroid molecules saturated in C;-C, position results in excellent
starting material for the synthesis of corticosteroids. Mycobacterium strains expressing 9o.-
hydroxylase enzyme but blocked mutants in A'-dehydrogenase activity can produce the
precursor of corticosteroid drugs, 9a-hydroxy-4-androstene-3,17-dione, while Mycobacterium
strains blocked in 9a-hydroxylase activity but having A'-dehydrogenase activity can produce
1,4-androstadiene-3,17-dione, an intermediate of synthesis of contraceptives. As 9a-
hydroxylase enzyme plays an important role in the microbiological degradation of sitosterol
and also have a key role in the industrial production of steroid drugs, isolation and molecular
characterization of this enzyme may have both theoretical and industrial advantages.

Application of gene technology for Mycobacterium started in the end of 1980’s years.
The researches were challenged by the fact that mycobacteria are responsible for two of the
world’s most important bacterial diseases leading to the highest mortality worldwide, the
tuberculosis and the leprosy, as well as some animal infections. From the beginning our

research team was involved in the molecular genetic work. One of the first shuttle vectors, the
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pYUBI12 Mycobacterium-E. coli vector was developed by Dr. Anténia Jekkel in 1988 in the
John Innes Research Park in Norwich.

Beside the host-vector systems, the insertion elements are also valuable tools in the
genetic analysis of bacteria. Several “jumping elements” were isolated from mycobacteria in
the last years. Applying the pCG79 thermosensitive shuttle plasmid DNA, carrying Tn6171
transposon, Guilhot and co-workers developed the first insertion mutant library in
Mycobacterium smegmatis in the Pasteur Institute in 1994.

We also used transposon mutagenesis in our sterol transforming Mycobacterium strains
with the pCG79 plasmid carrying kanamycin resistance gene. We aimed to construct
insertionally blocked mutants of sterol degradation pathway via introducing the vector
carrying the transposon into sterol transforming Mycobacterium strains. Having this kind of
mutants opens the way to the molecular genetic analysis of sterol transformation.

We prepared insertional mutant libraries from the M. phlei M51-Ept and M. smegmatis

mc°155 strains producing 4-androstene-3,17-dione from sitosterol and degrading sitosterol
completely, respectively. Random integration of pCG79 plasmid into the chromosome was
proved with Southern blot hybridization.

A high throughput screening method was developed to enable the selection of mutants
of any of these genes responsible for sterol transforming ability. Thousands of insertion
mutants were grown in the presence of sitosterol in the wells of microtiter plates, and their
sterol transforming ability was determined by the analysis of the intermediates accumulated in
these “mini” fermenters with thin layer chromatography.

Altogether 4 strains with sterol degrading enzyme activity different from the parent
strains were identified.

In Mycobacterium smegmatis mc’155, all sterol degrading enzymes are active therefore
it degrades sitosterol completely without production of any intermedier. Its insertion mutant,
signed 10A12, is blocked in the 9a-hydroxylase activity, thus the steroid skeleton remains
itact and the strain accumulates 1,4-androstadiene-3,17-dione.

In the mutants originated from Mycobacterium phlei M51-Ept parent strain, which
produces 4-androstene-3,17-dione, the insertion influenced the side chain degradation. The
Mycobacterium phlei 3B7 strain degrades the sitosterol side chain partially and produces
compounds with 23,24-dinorcholane structure due to the lack of the last enzymatic steps.
From the 3-o0x0-23,24-dinor-4,17(20)-choladiene-22-oic acid methyl esther produced by this
strain, 4,16-pregnadiene-3,20-dione and 17a-hydroxy-4-pregnene-3,20-dione, important
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intermediates of steroid drug synthesis can be prepared with the methods developed in our
institute.

Mycobacterium phlei 5G4 and 10G9 strains produce the same intermediates, and their
main product is testoterone.

We were able to affect effectively the function of genes controlling the sterol
degrading pathway in a way where the genes were also labelled by the transposon inserted. It
makes possible to localise the genes which play roles in the sterol degradation on the
chromosome.

Using Mycobacterium smegmatis 10A12 insertional mutant, we cloned, sequenced and
characterised the terminal oxygenase component of 3-ketosteroid 9a-hydroxylase.

From the chromosomal DNA of strain 10A12, we isolated the pCG79 plasmid inserted
into the 9a-hydroxylase gene, with flanking chomosomal DNA containing the parts of the
9a-hydroxylase gene on the two arms of the vector. The recombinant plasmid was designated
pFJ92 and mapped with restriction endonucleases.

We isolated the intact Nofl chromosomal fragment carrying the 9a-hydroxylase gene

from the parent M. smegmatis mc’155 strain using two segments of the pFJ92 plasmid
labelled with radioactive isotope. The Notl chromosomal fragment carrying the Ya-
hydroxylase gene was inserted into pOLYG Mycobacterium-E. coli shuttle vector having
hygromycin resistance marker. The obtained pAA23 recombinant plasmid was transformed
into Mycobacterium 10A12 insertional mutant, whereupon the metabolic block in 9a-
hydroxylation was complemented.

pAA23 plazmid was transformed in M. phlei MS51-Ept also, which lacks 9a-
hydroxylase activity, with selection for hygromycin-resistant transformants. These
transformants were found to convert 4-androstene-3,17-dione into 9a-hydroxy-4-androstene-
3,17-dione. When 1,4-androstadiene-3,17-dione was added as the substrate, 3-hydroxy-9,10-
seco-1,3,5(10)-androstatriene-9,17-dione was formed because of spontaneous rearrangement
of the unstable compound 9a-hydroxy-1,4-androstatriene-3,17-dione. These observation
demonstrate the ability of transformants to introduce a hydroxyl group at the 9a-position of
the steroid skeleton.

Via deletion mutagenesis, followed by complementation experiments, the 9a-
hydroxylase activity could be localised within a 3 kb EcoRI-EcoRV region, thereafter the
exact position of the integration site and the DNA sequence of the ORF-1 encoding the 383-

amino-acid 9a-hydroxylase enzyme was determined.
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The identified 9a-hydroxylase can be classified in the terminal oxygenases of the class
IA of monooxygenase, based on the homology analysis the protein translated from the DNA
sequence. In the protein sequence, the conserved Rieske [2Fe-2S]r domain and a non haem
Fe(II) domain of the terminal oxygenases belonging to the class IA could be identified.

The terminal oxygenase component of 3-ketosteroid 9a-hydroxylase enzyme was
expressed in active form in E. coli, which provides further evidence for the correct DNA

sequence.
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