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BEVEZETES
A STERPTOMYCESEK JELENTOSEGE

A Streptomycesek Gramm-pozitiv, fonalas, talajlako, obligat aerob, szaprofita, bonyolult
morfoldgiai differencialodasi folyamattal rendelkezé prokaryotak. A S. griseus torzset 3
figyelemreméltd tulajdonsdga emeli ki a tobbi Streptomyces fajok kozil: 1. Az elsé
aminoglikozid antibiotikumot, a streptomycint, ebben a torzsben fedezték fel; 2. Ez a species,
eltéréen sok mas Streptomyces fajtol, folyadék kultardban is képez sporakat, ezért az
antibiotikum termelés és a morfologiai differencialodas folyamata konnyen vizsgalhato; 3. A S.
griseus termel egy kis molekulatomegii, diffuzibilis autoreguldtor hatdst vegyiiletet, - Un.
prokaryota ,,hormont”- az A-faktort (AF), ez az extracellularis regulator molekula szabalyozza a
sporaképzést €s a streptomycin termelést is.

A Streptomyces-ek ¢€letciklusa eltérének mutatkozik, ha szilard vagy folyékony taptalajon
novesztjilk a sejteket. A talajban, és mesterséges szilard taptalajon az életciklus a spoérak
csirazasaval kezdddik, a sporakbol kifejlodd csiracsdovekbdl apikdlisan ndvekvd elagazo hifak
jonnek létre, melyek szovedéke alkotja a vegetativ vagy szubsztrat micéliumot. A vegetativ
micéliumbdl tobbszori elagazas utan a talajbol kiemelkedd fehér szinli 1ég- vagy reproduktiv
micélium jon létre, amelynek a csucsan kialakuld sporangiumokban megjelennek a sporak. A
legtobb Streptomyces faj laboratoriumi koriilmények kozott tenyészthetd folyékony taptalajban
is, a megfeleld oxigénellatas biztositdsaval (rdzott tenyészet). Ebben az esetben mas jellegii az
¢letciklus, itt ugyanis még azon fajok esetében sem jon létre 1égmicélium, amelyek spéraznak
folyadék tenyészetben, hanem a vegetativ micéliumbol kialakult reproduktiv micélium hozza

1étre a sporakat az életciklus végén.

A B-LAKTAM ANTIBIOTIKUMOK

A B-laktam antibiotikumok a 3 C és 1 N atombdl felépiilé négytagu B-laktam gytrijiikrol
kaptak neviiket. A penicillinen kiviil a cefalosporinok, monobaktimok ¢és carbapenemek
tartoznak a (3-laktam antibiotikumok csaladdjaba

A penicillinek tulajdonképpen a 6-amino-penicillansav kiilonb6z6 savakkal acilezett
szdrmazékai. A biologiai hatdsért a penicillin alapvdza a felelds, ha szerkezetében valtozas
torténik, akkor antibakterialis hatasa elvész. A B-laktdm antibiotikumokkal szemben kialakulo
rezisztencia leggyakoribb tipusa a B-laktamdz enzim termelésén alapul, a baktériumok altal
termelt B-laktaméz enzim a B-laktam antibiotikumok hatocsoportjat, a B-laktam gytrtit hasitja el,

ami hatastalanna teszi a molekulat.



A B-laktam antibiotikumok baktériumokra kifejtett letalis hatasa egy nagyon komplex
jelenség. Ezek az antibiotikumok kettds, baktericid és bakteriolitikus hatdssal is rendelkeznek. A
baktérium tenyészet a penicillinnel valo kezelés utan réviddel elpusztul, mig a lizis egy rovid
lag-periodus utan kovetkezik be. A penicillin a novekedési fazistol fliggd hatast mutat, csak az
exponencialis novekedési szakaszban levd sejteket pusztitja el. Amint a baktérium belép a
stacioner fazisba, a baktériumsejtek tul tudjak ¢élni a penicillinnel vald kezelést. Terapias,
baktericid hatasuk alapja, hogy gatoljak a sejtfal szintézisének utolsd 1épéseit katalizald, a
peptidoglikdn molekula aminosav oldallancai kozti keresztkotéseket kialakitdé transzpeptidaz

enzimet.

A BAKTERIUMOK LiZISE

Tobb mint 70 évvel a felfedezése utan a penicillin bakteriolitikus hatdsdnak mechanizmusa
még mindig nem tisztazott. A penicillin és egyéb rokon vegyiiletek litikus hatasat két hipotézis
magyarazza. Az egyik elképzelés szerint a lizis egy morfogenetikai hiba kdvetkezménye. A B-
laktdm antibiotikumok megsziintetik a sejtfal normalis metabolizmusédban kozremiikodo
szintetikus enzimek ¢és az endogén autolizinek, az endogén peptidoglikan hidrolazok
kiegyensulyozott normal miikddését. A hidrolazok kontrollalatlan aktivitdsa kovetkeztében a
peptidoglikan 3 dimenzids struktirdjanak integritdsa €s stabilitasa megbomlik, az eldzetesen
elkésziilt sejtfalon kialakuld lyukakon keresztiil a belsd nagy turgor nyomas kovetkeztében a
citoplazma membran kitiiremkedik, s ez vezet végil a sejt lizis€hez. A masik elképzelés egy, a
peptidoglikan hidroldzokat aktivald6 mechanizmust feltételez. Ez az elmélet a bakteriofagok altal
generalt sejtlizis eredményeit felhaszndlva probalja megmagyarazni a sejtfal lizis folyamatat. Ez
az elmélet feltételezi, hogy a citoplazma membran energetizalt allapota fontos tényezd az
autolizinek miikddésének szabalyozdsdban. Az utdbbi iddben valt ismertté, hogy a A-faggal
fertézott E. coli sejtekben a membranpotencial depolarizacidja, a AS holin fehérjék
Osszeszerelddését eredményezi a membranban. A holin fehérjék olyan méretli lyukat hoznak
létre a membranban, amelyen keresztiil kijutnak az autolitikus enzimek, és konnyen hozzaférnek
a szubsztratjukhoz. Az ily mdédon mitkdddképessé valt holin fehérjék a murein sejtfal lizisét

1dézik eld. A holinokkal homolog fehérjéket baktériumokban is leirtak.

A B-LAKTAMAZ ENZIM JELLEMZESE
A PB-laktamaz enzimek egyarant megtalalhatdbak a Gram-pozitiv, és Gram-negativ

baktériumokban is. Ezen enzimek egyetlen kozos tulajdonsiga, és eddig egyetlen ismert



funkcidja a B-laktam gytrti hidrolizise, €és ezaltal az antibiotikum inaktivalasa. Az ismert -
laktamazok tobbsége (A, C és D osztaly) szerin aminosavat tartalmaz az aktiv centruméban, 3-
laktam vegytiletekkel reakcidba 1épve acilenzim intermediert képeznek, am a DD-peptidazokkal
ellentétben ez az intermedier gyorsan hidrolizal és az antibakteridlisan inaktiv penicilloesav
szarmaz¢k keletkezik. A patogén baktériumok tobbségében a P-laktamaz enzim jelenléte a
felelds a -laktam antibiotikumokkal szemben kialakulo rezisztencidért.

A Gram-pozitiv baktériumok B-laktamdzai tobbnyire extracelluléris fehérjék, mig a Gram-
negativ baktériumokban a periplazmatikus térben akkumulalodnak. Streptomyces-ekben eddig
csak extracellularis térben akkumulalodo B-laktamézokat irtak le.

A legtobb Streptomyces faj kiillondsen rezisztens nagy penicillin koncentracidkkal
szemben. Erdekes modon ezekben a torzsekben a B-laktaméaz enzim rezisztenciaban betoltott
szerepe kérdéses, hiszen nincs korrelacio az enzimtermelés mértéke és a rezisztencia foka kozott.
Réaadasul ezekben a fajokban a [-laktdmokkal szembeni legfébb védelmi mechanizmus
valosziniileg nem az enzimtermelés, hanem olyan PBP-ek jelenléte, amelyek nagyon kis
affinitassal rendelkeznek a -laktam molekuldkkal szemben.

A P-laktamaz enzim fiziologiai szerepe, kiilonésen a nem patogén ¢és P-laktdm
antibiotikumot nem termeld baktériumokban, mint pl. a Streptomyces fajokban, azonban maig is
tisztazatlan. Az 1990-es évekig tartotta magat az a nézet, hogy a B-laktamazok, ellentétben a
PBP-kel, nem sziikségesek a peptidoglikdn sejtfal metabolizmusdhoz. Legujabb eredmények
azonban arra utalnak, legaldbbis Gram-negativ baktériumokban, hogy a B-laktamaz enzim
termelés kapcsolatban allhat a sejtfal metabolizmusaval. A Gram-negativ baktériumok
tobbségében megtalalhato AmpC [-laktamdz indukcidjat ugyanis a sejtfal prekurzorok

intracellularis koncentracidja szabalyozza.

CELKITUZES
Egészen a 90-es évek elejéig ugy gondoltdk, hogy a B-laktamdz enzimek elsddleges és
egyetlen szerepe az antibiotikumot termeld torzsekben a baktérium altal termelt antibiotikummal
szembeni sajat rezisztencia biztositdsa. A B-laktamaz enzim génje ugyanis, a tobbi rezisztencia
génhez hasonldan, az antibiotikum szintézisét végzd génklaszterben talalhato. Az antibiotikumot
nem termeld torzsekbe géntranszferrel kertiltek be a rezisztencia gének, ami szelekcids elényt

biztositott szamukra.



Az utobbi évek tanulmanyai, amelyek arra keresik a valaszt, hogy a baktérium sejtek hogy
ismerik fel, és hogy reagidlnak a B-laktdm antibiotikumok jelenlétére, érdekes megvilagitasba
helyezte a B-laktamaz enzim szerepét. Az a felfedezés, hogy egyes B-laktaméz enzimek (pl.
AmpC, AmpH) szerepet jatszanak a peptidoglikdn szintézisben és metabolizmusban, valamint a
sokkal fontosabb szerepet jatszanak a bakteridlis fizioldgiai folyamatokban, mint azt kordbban
gondoltak.

Munkank soran a kdvetkezd feladatokat tiiztiik ki célul:

1. A B-laktamaz enzim termelés és lokalizacid vizsgalata a Streptomyces griseus NRRL B-
2682 torzsben és ennek a nem sporazd, spontan mutdns spol” térzsében.

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

3. A PB-laktamaz enzim esetleges fiziologiai szerepének tanulmanyozasa egy olyan
torzsben, amely nem termel [-laktdm antibiotikumot, és penicillinnel szemben nagymértékii
rezisztenciat mutat. A Streptomyces torzseket a prokaryotak kozotti szinte egyediilalloan
bonyolult morfologiai valtozasokat mutatd életciklusuk a prokaryota differencialodas

tanulmanyozasanak kivalo modelljévé teszi.

Bar a penicillint mar a II. Vilaghaborti idején alkalmaztdk a fert6z6 betegségek
gyogyitasaban, valdjaban az antibiotikum bakteriolitikus / baktericid hatdsa maig sem tisztazott. A
B-laktdm antibiotikumok peptidoglikan sejtfal szintézisét gatld hatdsanak molekuldris
mechanizmusa jol ismert, azt azonban nem tudjuk, hogy milyen mechanizmus Utjan okozzdk a
baktérium sejtek lizisét. Feltételezések szerint, a baktériumok sejt lizisének kivaltdsaban egy
fontos korai szigndl a sejtmembranon keresztiil kialakulod elektrokémiai-proton gradiens egyik
komponensének, a membranpotencialnak a valtozasa. Bacillus subtilis-ban kimutattak, hogy azok
az antibiotikumok és szétkapcsold szerek, amelyek megvaltoztatjdk a sejtmembran ionokkal
szembeni permeabilitasat, azaz depolarizaljak a AW-t, az autolizist stimulaljak és a sejtek halalat
eredményezik. Ezen informacidk alapjan feltételeztiik, hogy a B-laktdm antibiotikumok autolizist
el6idézd hatdsa mogott 4lld ismeretlen mechanizmus a sejtmembran elektrofizioldgiai allapotanak
B-laktamok hatasara bekovetkezd valtozasa lehet.

Hipotézisiink bizonyitasara két kisérleti rendszert dolgoztunk ki:

1. A pB-laktdm antibiotikumokkal és ionofor vegyiilettel torténd kezelésre bekovetkezo

bakteriolizis tanulmanyozasara.



2. Annak bizonyitdsara, hogy a sejtmembran energia allapota fontos faktora az antibiotikum
litikus hatdsanak, kidolgoztunk egy modszert a B-laktdm antibiotikumoknak a sejtmembran

elektrofiziologiai allapotara vald hatasanak tanulmanyozasara a Streptomyces griseus NRRL

B-2682 torzsben.

ANYAGOK ES MODSZEREK
I. Baktérium torzsek
Kisérleteink soran a talajbol izolalt, vad fenotipusu, streptomycin antibiotikumot termeld S.
griseus NRRL B-2682 torzset, és ennek a torzsnek az altalunk izolalt, nem spoérazo, AF-t és
antibiotikumot nem termeld, spontdn mutans S. griseus spol’, spo2’, spo3” torzseit hasznaltuk. A
spol’, spo2, spo3 torzsek érzékenyek az AF-ra, kiils6leg adott szintetikus AF hatasara normal

differencialodasuk, és az antibiotikum termelésiik is visszaallithato.

I1. Tenyésztési koriilmények
A S. griseus vad tipusu torzsének mélytenyészetét DM taptalajra oltott spora szuszpenzidval
inditottuk, a tenyészetet 27 °C-on, razégépben inkubaltuk 250-es fordulatszam mellett. Szilard
taptalajként 2 % (m/v) Bacto agarral kiegészitett DM médiumot hasznaltunk, és 27 °C-on
termosztatban tenyésztettiik a S. griseus torzset.
A nem sporazo, mutans S. griseus torzs tenyészetét az AF segitségével l1étrehozott spora

szuszpenzioval inditottuk mély és szilard felszinii tenyészetekben egyarant.

I11. A B-laktamaz enzim aktivitisanak mérése
A B-laktamdz enzim aktivitasat a nitrocefin hidrolizisének mérésével hataroztuk meg. A
nitrocefinbdl (NC) torzsoldatot készitettiink, a B-laktamaz enzimforrast, a 0.05 M foszfat puffert
(pH 7.0) tartalmazé reakcioelegyet 5 percig 37 °C-on inkubaltuk, majd hozzamértik a NC
térzsoldatot. Az 1 ml végtérfogat reakcio elegyet pontosan 10 percig inkubaltuk 37 °C-on. A

reakcidelegy fényelnyelését 485 nm-en mértiik.

IV. Analitikai médszerek
1. A S. griseus torzs B-laktamaz enzimeinek tisztitasa, N-terminalis szekvencia
meghatarozasa
A S. griseus vad tipusu torzs tenyészetét lecentrifugaltuk, és a feliiluszobol 70 % (m/v)

(NHy)z SO4-tal csaptuk ki a B-laktaméz enzimet, majd az igy bekoncentralt mintdkat Bio-Gel P6



oszlopon soO-mentesitettiink. Az enzim izolalasanak kovetkezd 1épéseként FPLC késziilékkel
végzett kromatofokuszalas, majd gélsziirés kovetkezett. A citoplazma membranhoz kotott enzim
izolalasdhoz membrant preparaltunk a S. griseus vad tipust €s a mutdns torzsének tenyészetébol
nyert protoplasztokbdl. A B-laktamaz enzim sejtmembranbol torténd kinyeréséhez a Kharroubi és
munkacsoportja altal leirt limitalt tripszines emésztést valasztottuk. A tripszines emésztéssel nyert
mintakbdl az elézokben leirt, az extracellularis enzim tisztitdsanal alkalmazott eljarasokkal
(kromatofokuszalds, koncentralds, gélsziirés) teljesen azonos moéddon izolaltuk a membranhoz
kotott B-laktamaz enzimet a S. griseus vad és mutans torzs€bol.

A S. griseus NRRL B-2682 torzs citoplazma membranjabol és az extracellularis terébdl,
valamint a S. griseus spol” torzs membranjabol izolalt B-laktamaz enzimeket a kromatofokuszalast
és gélszlirést kdvetden 13 %-os SDS-poliakrilamid gélen futtattuk meg. A gélbdl a fehérjéket
elektroforetikusan atblottoltuk ProBlott™ (Applied Biosystems) immobilizaciés membranra
»semi-dry” rendszerben, és az igy készitett blottot hasznaltuk a B-laktaméaz enzim N-terminalis

szekvenciajanak a meghatarozasahoz.

V. Egyéb moédszerek

1. A sejtlizis mérése a micéliumban

A S. griseus NRRL B-2682 torzset DM taptalajban tenyésztettiik 27 °C-on, razott
tenyészetben. A sejtfal jelolése céljabol a 10 oras, korai-exponencidlis novekedési fazisban levo
tenyészetet kiegészitettik 0,1 mM N—acetil—D—(1—3H)glﬁkézaminnal (5 pCi/minta, 370
GBg/mmol). Harom Oras inkubélds utdn a jelzett micéliumot centrifugalassal gytijtottiik ossze,
kétszer mostuk 0.1 M Tris/HCI pufferrel €s reszuszpendaltuk friss, radioaktivan nem jelolt DM
taptalajjal. Ebbdl a kultirabol egyenldé mennyiségli mintdkat vettiink, és kiegészitettik a
megfelel$ teszt reagensekkel. Ezeket a mintédkat tovabb tenyésztettiik, 27 °C-on és 250 rpm
sebességgel razogépben razatott tenyészetben. A tenyészetbdl vett mintdk feliiluszojaban
folyadék szcintillaciés modszerrel megmértilk a lizis sordan a sejtfalbol felszabaduld

radioaktivitast.

2. A membranpotencial (AY) mérése fluoreszcens technikaval:
A membranpotencidl mérésére a AW szenzitiv karbocianin festéket, a DiOCg(3)-ot
hasznaltuk, a végsé festék koncentraciot 100 nM-ra allitottuk be minden kisérletben. A S.

griseus sejtekbodl késziilt protoplasztokat gyenge kevertetés mellett adtuk a festék oldathoz, a



végsd sejtszam kb. 1-2 x 10® protoplaszt/ml médium volt. Miutan a protoplasztokat hozzaadtuk a
mintakhoz, megvartuk, mig a rendszer egyensulyi allapotba keriil, majd a teszt reagensek
(ionoforok, antibiotikumok) injektaldsa utan folyamatosan regisztraltuk a minta fluoreszcens
intenzitasat. A fluoreszcens intenzitas mérését egy termosztalhato, Hitachi Perkin-Elmer MPF-4
spektrofluoriméterrel végeztiik, allandé 28 °C hémérsékleten. A mérések soran a gerjesztési
hulldmhossz, A=475 nm, az emisszios hullamhossz A=510 nm volt. A fluoreszcens szignalokat a
Sims és munkatarsai altal a karbocianin festék szarmazékokra javasolt ,,response” mechanizmus
alapjan értékeltik. fgy a reagensek injektaldsa utdn, a rendszer egyenstlyi fluoreszcens
intenzitdsanak csokkenése hiperpolarizaciét, mig az emisszids intenzitds ndvekedése a

plazmamembran depolarizacidjat jelenti.

EREDMENYEK

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

sporazo spol” mutans torzsek életciklusa soran

1. A B-laktamaz enzim expressziojanak idObeli lefutdsat és az enzim lokalizaciojat
megvizsgalva kimutattuk, hogy a S. griseus NRRL B-2682 vad tipust torzsben az enzim
extracellularis és membranhoz kotott formdja is megtalalhato, mig a nem differencial6do, spontan
mutans spol” tenyészetében csak a membranban mérhetd enzimaktivitas.

2. Két tovabbi spontan mutans, nem sporazod torzset (spo2, spo3’) izolalva megerdsitettiik
ezt a tapasztalatunkat, ezekben is csak a plazmamembranba lokalizalt enzimet tudtuk kimutatni.

3. Az autoregulator AF-t nem termeld, nem differencidlodé mutéans torzsek tenyészetéhez
adva az AF-t, visszaallitotta a vad fenotipust, és ezzel parhuzamosan az enzim extracellularis térbe
torténd szekrécigjat is kivaltotta.

4. Ha 0.5 % kazein hidrolizdtummal (CH) vagy 15 uM m-amino-fenil-boronsavval
meggatoljuk a vad tipusu torzs sporazasat, a B-laktamaz enzimaktivitds sem jelent meg a vad
tipusu torzs tenyészetének feliiliszojaban, aktivitds csak a membranban volt mérhetd.

5. A globomycin a spdérazé €s a spol” mutans torzsek tenyészetében jelentésen megnovelte
az enzim extracellularis térbe torténd kivalasztasat, és ezzel parhuzamosan csokkentette a
plazmamembranba lokalizalt enzim mennyiségét, a total penicillindz aktivitas nem véltozott.

6. A differencidlodasban 0.5 % CH-mal gatolt tenyészetekben a sejtfal peptidoglikan

prekurzorok, a tisztitott és autolizinnel emésztett sejtfalprepardtum, az Ac,-L-Lys-D-Ala-D-Ala

crer

crer



enzim szolubilis formdja nem volt kimutathaté. Ugyanakkor ezek a vegyiiletek jelentdsen
lecsokkentették a membranhoz rogzitett enzimforma mennyiségét, mig a tenyészetek teljes [3-

laktamaz aktivitdsa valtozatlan maradt.

II. A S. griseus NRRL B-2682 vad tipusi torzs membranhoz kotott és szekretalt,
valamint a spol” torzs membranba lokalizalt B-laktamaz enzimének jellemzése

1. A moddszertani fejezetben leirt elvalasztdsi 1épéseket (kromatofokuszalds, gélsziirés,
ultraszlirés) kovetéen az SDS-poliakrilamid gélbdl elektroforetikusan atblottoltuk a fehérjéket
ProBlott™ membranra, s ebbél a mintdbol hatdroztuk meg a B-laktamaz enzim N-terminalisan
szekvenciat mutattuk ki: AAADIPIANVNA. A membranhoz kotott enzim N-terminalis
aminosavait nem sikeriilt meghatdrozni (blokkolt N-termindlis vég).

2. A Samuni altal kidolgozott UV spektrofotometrias modszerrel kimutattuk, hogy a B-
laktamaz enzim vad és a mutdns tOrzsbol izolalt formai a benzilpenicillint bontottdk a
leggyorsabban, hasonl6 mértékben hidrolizaltdk az ampicillint, a cefalosporinok ko6zdl az elsd
generacids cefaloridin mar sokkal gyengébb szubsztratnak bizonyult, a masodik generacios
cefamandolt kis mértékben bontotta az enzim, mig a harmadik generacios cefalosporinokat
egyaltalan nem hidrolizalta egyik 3-laktaméz enzim sem.
valamennyi enzimforma aktivitasat. A p-CMB-vel szemben érzékeny volt a B-laktamaz enzim, ezt
a gatlast ciszteinnel ki lehetett védeni. A NaCl valamint az EDTA egyaltalan nem volt hatassal a
B-laktamaz enzim aktivitasara.

3. A PB-laktamdz enzimek specifikus gatloszereinek K; értékét a Dixon modszerrel
hataroztuk meg. A B-laktaméz enzim valamennyi forméja a klavulansavval szemben mutatkozott a
legérzékenyebbnek, kisebb mértékben gatolta az enzimeket a szulbaktam, mig az aztreonam és a

cloxacillin alig befolyasolta miikddésiiket.

I11. A S. griseus NRRL B-2682 torzs morfoldgiai differencialodasanak befolyasolasa -
laktam vegyiiletekkel, peptidoglikan sejtfalat alkoté molekulakkal és a peptidoglikan
szintézisét gatlo antibiotikumokkal
Szilard felszinii tenyészetek vizsgalata

B-laktam szerkezetii vegyiiletek hatasanak tanulményozasa




1. A gradiens lemez modszerrel a differencidlodast gatld 0.5 % CH-ot és penicillin G
antibiotikum gradienst (0-100 pgml™) is tartalmazé DM taptalajra leoltva a S. griseus sporait, a
penicillin G MIC alatti koncentracioban visszaallitotta a Iégmicélium és sporaképzést. A penicillin
G sporazast befolyasolo hatasanak életkortol valo fliggését agar-diffuzios teszttel bizonyitottuk. A
differencialodasban gatolt, 24 6ras sejtekhez adott penicillin G mar nem 4allitotta helyre sem a
légmicélium-, sem a sporaképzddést.

2. Az agar-diffuziés tesztet alkalmazva tanulmanyoztuk egyéb B-laktam antibiotikumok
hatdsat a differencidlodasban gatolt S. griseus sejtekre. Az ampicillin, a cefaloridin és a
cefamandol a penicillinhez hasonldan életciklus fliggd hatdst mutatott, csak a korai exponencialis
novekedési fazisban adva éallitotta vissza a sporazast, 24 oOras koru tenyészetekhez adva mar
hatastalannak bizonyult mindhdrom antibiotikum.

3. A fentiekkel teljesen megegyezd koriilmények mellett teszteltik a 6-APA-nak, a
penicillin inaktiv prekurzoranak a hatasat. A 6-APA nem befolydsolta a differencialodast.

A peptidoglikan komponensek differencialdédasra gyakorolt hatasa

1. Agardiffuziés moddszerrel, az el6zOkkel teljesen azonos koriilmények kozott
megvizsgaltuk a sejtfalat felépitd peptidek, valamint az N-acetilmuraminsav (NAM) hatasat a
torzs differencidlodésara. A D-Ala-D-Ala, az Ac,-L-Lys-D-Ala-D-Ala és a NAM visszaallitottak
a differencialodasaban gatolt torzs szabalyos életciklusat.

2. Azokban a kontroll kisérletekben, amelyekben olyan aminosavakat hasznaltunk
(triptofan, hisztidin, cisztein), amelyek nem talalhatbak meg a sejtfalban, egyik esetben sem
tapasztaltuk az eredeti fenotipus visszaallasat.

A peptidoglikan szintézisét gatld, de nem [3-laktdm tipust antibiotikumok hatdsanak

vizsgalata

1. A sejtfal bioszintézis gatloszerei koziil a vancomycin kor és koncentracio-fiiggé moédon
visszaallitotta a spordzasaban gatolt tenyészet 1égmicélium képzését, 36 oras korban mar a sporak
is megjelentek.

2. Erdekes médon a sejtfalszintézis korabbi lépéseit gatld antibiotikumok esetében nem
tapasztaltunk hasonlé hatdst, a bacitracin, a foszfonomycin és a cikloszerin egyaltalin nem
befolyasolta a torzs differencialodasat.

Folyadék tenyészetek vizsgalata

1. A Streptomyces torzsek tobbségével ellentétben a S. griseus folyadék tenyészetben is

képez sporakat. A sporulacioban 0.5 % CH-mal gatolt tenyészetben a penicillin G, az Ac,-L-Lys-

D-Ala-D-Ala, az adjuvans peptid és az emésztett és tisztitott sejtfal fragmensek korfiiggé modon
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helyreallitottak a torzs szabalyos differencialodasat, bar a sporazas kb. 60 6ras korban indult meg,
a normal életciklushoz képest 24 oraval késébben.

2. Azonos feltételek mellett azokbol az aminosavak (hisztidin, cisztein, triptofan), amelyek
nem vesznek részt a peptidoglikan felépitésében, nem fliggesztették fel a CH spordzast gatlo

hatasat.

A Gramicidin D ionofor és a penicillin G hatasa a S. griseus NRRL B-2682 torzs
sejtfal turnover-re

1. Kisérleteink masodik részében a B-laktdm antibiotikumok sejtfal lizist kivaltd hatasanak
mechanizmusat vizsgaltuk. Pontosabban azt, hogy van-e szerepe a citoplazma membran AY
értekében bekovetkezd valtozasnak a sejtfal autolizisének kivaltasaban. Tanulmanyoztuk a
penicillin G és a gramicidin D hatasat [*H]-N-acetilglikozaminnal jelzett sejfalfragmentek
felszabadulasara S. griseus torzs tenyészetében.

2. A penicillin G és a gramicidin D a kezeletlen kultardhoz képest jelentdsen megnovelte a
jelolt sejtfal fragmentek felszabadulasat, azaz a sejlizist. A penicillin G-vel kezelt mintdkban a
felszabadult radioaktivitds mar az inkubacio kezdetétdl eltelt 3. drara magasabb értéket ért el, mint
amit a gramicidin D okoz a 12 6rés inkubalés alatt. Rdadasul a penicillin G hatasara felszabadult

sejtfal fragmensek mennyisége mar 5 6rds inkubalas utdn megkozeliti a maximalis értéket.

A Gramicidin D ionofér és a penicillin G hatasa S. griseus NRRL B-2682 sejtek
membranpotencial értékére

1. A membranpotencialra (A¥-re) szenzitiv fluoreszcens festéket, (DiOCg(3)) hasznélva
spektrofluorimetrias modszerrel mértiik, hogy a gramicidin D és a penicillin G milyen hatéssal
van a citoplazma membran elektrofiziologiai allapotara.

2. Eredményeink azt mutattak, hogy a gramicidin D a varakozasnak megfeleléen
depolarizalta a AV—t.

3. A korai-exponencialis novekedési fazisban levd sejtekbdl preparalt protoplasztokhoz
adott 2 x MIC penicillin G az alkalmazott doézisok szamatdl fiiggd, fokozatosan ndvekvo, de
csak részleges depolarizacidt okozott, ugyanis gramicidin D-t adva ezekhez a protoplasztokhoz,
tovabbi depolarizacidt tudtunk kivaltani.

4. A penicillin G 5 x MIC koncentracidoban nagyobb csokkenést okozott a AW értékében,

s

rdadasul a nagyobb koncentracioji  antibiotikumbodl adott mésodik dozis szinte teljesen
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depolarizalta a membrant, az ezt kovetéen adott gramicidin D mar csak kis mértékben tudta
tovabb depolarizéalni a protoplasztok AY értékét.

5. A penicillin G depolarizalo hatasa korfiiggést mutat. Az idésebb koru protoplasztokon
a penicillin G-nek még 5 x MIC-ban sem volt hatdsa a membranpotencial értékére.

6. Miutdn a P-laktamaz aktivitdis mar a csirdzds utan is detektdlhaté a S. griseus
membranjaban, igy elvileg az is lehetséges, hogy nem maga a penicillin G, hanem ennek
elbontott, bioldgiailag inaktiv szdrmazéka a penicilloesav befolyasolja a AY értékét. Ezt a
lehetdséget is megvizsgaltuk, azonban a penicilloesav még igen nagy, 10~ M koncentracidban
sem depolarizalta a S. griseus protoplasztjainak a AW értékét.

7. A penicillin G biologiailag inaktiv alkotdja, a 6-amino-penicillansav nagy dozisa még
hosszabb inkubacid utan sem valtoztatta meg a protoplasztok membranpotencialjat.

8. Az ampicilin és mas cefalosporin antibiotikumok is kor €s koncentracié fiiggé modon
depolarizaltak a protoplasztok AW értékét, bar egyik P-laktam vegyiilet sem volt olyan jo
depolarizalé agens, mint a penicillin G. Az ampicillin és a cefalosporin kezelést kovetden a
gramicidin D 10°® M koncentracioban a protoplasztok membranjanak azonnali, szignifikéns

depolarizacidjat okozta.

MEGBESZELES

I. A B-laktamaz enzim vizsgalata a S. griseus NRRL B-2682 torzsben és a spol”

nem sporazo mutansban

A B-laktamaz enzim termelddését tanulmanyozva kimutattuk, hogy a S. griseus NRRL B-
2682 vad tipusu torzsben és a nem spordzd, spontdn mutins spol  torzsében is eldszor a
citoplazma membrénban jelenik meg az enzim, mar az 5 oras sejtekben mérheté a 3-laktaméz
aktivitas. Az extracellularis enzimaktivitds azonban csak a sporazo torzs tenyészetében, a késoi-
exponencialis novekedési szakban jelenik meg. A Streptomyces torzsekbdl eddig izolalt -
laktamaz enzimek mind konstitutivan szintetizalt, extracellularis enzimek, tudomasunk szerint ez

az els6 membranhoz kotott enzimforma, amit Streptomyces fajokban kimutattak.

Osszefoglalva tapasztalatainkat lathatd, hogy minden olyan tenyésztési koriilmény esetén,
ahol gatoltuk a sporazast (0.5 % CH vagy 15 uM APBA adasa), a B-laktamdz enzim mindig a

citoplazma membranhoz kdtve maradt. A nem sporazd mutans torzseket (spol’, spo2, spo3’)
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AF-ral sporulaciéra birva, a mutansok a sporak megjelenésével parhuzamosan kivalasztottak a
fermentlébe az enzimet. Ezek az eredmények aldtdmasztjak kiindulasi hipotézisiinket, hogy a S.
griseus torzsben a B-laktamaz enzim extracellularis térbe torténé szekrécidja a
differencialodasi folyamattal kapcsoltan torténik.

Globomycin - mely a membranhoz kotott lipoproteinek ,,processzingjét” katalizalo
szignal-peptiddz Il enzim specifikus gatloszere - jelenlétében csokkent a [-laktamaz
akkumulacidja a membranban, és ezzel parhuzamosan fokozodott az enzim extracellularis térbe
torténd szekrécidja a sporazod €és a nem sporazd mutans térzsben is. Ezek az adatok megegyeznek
a Nielsen ¢és mtsai altal B. licheniformis-ban, és B. cereus-ban kozolt eredményekkel. A szignal-
peptidaz Il enzim gatldsa miatt elmarad az N-termindlis szignal peptid megfeleld
,processzingje”, nem képzddik az N-termindlison szabad aminocsoporttal rendelkezd cisztein,
aminek hidnydban nem jon létre az enzimet a membranba horganyz6 lipidmodositas, ennek
eredményeképpen a modositatlan [-laktaméz enzim kikeriil az extracellularis térbe.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a S. griseus torzsben a B-laktamaz enzim prelipoproteinként
szintetizalodik, ¢s a megfeleld ,,processing” utdn az enzim poszttranszlaciésan modosult
formaja egy lipid molekula segitségével a membranhoz kotddik, és csak az életciklus késdbbi
szakaszaban kertil ki az extracellularis térbe.

A kozel homogenitasig tisztitott mintakbol a kovetkezd aminosavakat mutattuk ki az
extracellularis enzim N-terminalisan: AAADIPIANVNA. Az igy azonositott szekvencia a
Swiss-Prot / TTEMBL adatbazisok alapjan egy S. griseus tdrzsbdl izolalt D-aminopeptidaz enzim
N-terminalis aminosavaival (APDIPLANVKA) mutat nagyfokt, 81.8 %-0s homoldgiat.
Tulajdonképpen a [-laktamdz enzimet, D-aminopeptidaz enzimet és a PBP-ket hasonlo
tulajdonsagaik, és az altaluk katalizalt reakciok hasonldsdga alapjan penicillin felismerd enzimek
szupercsaladjaba soroljak.

A membranhoz kotott enzimek esetében nem sikeriilt azonositani az N-terminalis
aminosavakat, feltehetden ez a régid blokkolt, ami meggétolja a szekvenalast.

A vad tipusi és a mutans S. griseus tOrzsbol izolalt valamennyi enzimforma a
benzilpenicillint bontotta a legnagyobb mértékben, és a tobbi -laktdm szerkezetli vegyiiletet
hasonlé mértékben hidrolizaltdk az enzimek. Ezen eredmény alapjan feltételezziik, hogy a S.
griseus tOrzsbol penicillindz tipusi enzimet izolaltunk. Kisérleteink szerint valamennyi
enzimforma nagymértékben gatolhato volt m-APBA-val és p-CMB-tal, ami valdsziniisiti, hogy
az izolalt B-laktamdz enzimek aktiv centrumaban szerin aminosav talalhato, és katalitikusan

fontos egy cisztein aminosav jelenléte. Dixon modszerrel meghatarozva a jol ismert B-laktamaz
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gatlé vegyiiletek kiillonbozé enzimformakra vonatkozo K értékét, a klavulansav K értéke
bizonyult a legkisebbnek, aldtdmasztva azt a feltételezésiinket, hogy a S. griseus torzs [3-
laktamaz enzime penicillindz tipusi. Mivel az eltéréen lokalizalt enzimeknek valamennyi
kisérletesen megallapitott jellemzdje (szubsztrat profil, enzimgatlas, K;, IEP, molekula tomeg)
azonosnak bizonyult, feltételezziik, hogy a S. griseus NRRL B-2682 torzs membranhoz kotott
illetve az extracellularis térbdl izolalt B-laktamdz enzime ugyanannak a fehérjének eltérden
processzalt formadja.

Tanulményoztuk a B-laktamaz enzim termelése és a sejtfal bioszintézis / metabolizmus
kozott fennallo lehetséges kapcsolatot is a S. griseus torzsben. Ha a vad tipusa torzs olyan
mélytenyészetéhez, amely sporazast represszalo koriilmények kozott ndvekedett a penicillin G-
t MIC-nél kisebb koncentracioban adtuk, az antibiotikum kivaltotta az enzim extracellularis
indukalodott ilyen feltételek mellett novesztett tenyészetekben sem. Teljesen azonos, tehat
sporazast gatlo feltételek mellett tesztelve a tisztitott ¢és autolizinnel emésztett
sejtfalfragmentek, és a sejtfal-analdg tripeptid az Ac,-L-Lys-D-Ala-D-Ala B-laktamaz
enzimprodukciora gyakorolt hatasat, az el6zokkel megegyez6 eredményeket kaptunk.

Ezek az eredmények megerdsitik korabbi feltételezésilinket, miszerint a S. griseus NRRL
B-2682 torzs B-laktamaz enzime konstitutivan szintetizalt fehérje, amely a stacioner ndvekedési
fazisig a sejtmembranhoz kotddve taldlhatd, majd a spoérdzas meginduldsakor keriil ki az

extracellularis térbe.

II. A S griseus NRRL B-2682 torzs morfolégiai differencialodasanak befolyasolasa

A sejtfalfragmentek / prekurzorok és a B-laktam vegyliletek B-laktamdz szekréciora
gyakorolt hatdsat vizsgalva érdekes és meglepd jelenséget figyelhettiink meg. A S. griseus vad
tipust torzsének sporazast represszald feltételek mellett novo tenyészetében a sejtfalszintézist
gatlo penicillin G, a B-laktdm szerkezetli egyéb antibiotikumok (ampicillin, cefaloridin), a sejtfal
prekurzor D-Ala-D-Ala, az Ac,-L-Lys-D-Ala-D-Ala és a NAM vegyliletek hatdsara megjelent a
légmicéliumok, majd ennek cstcsan a spéra a S. griseus tenyészetében. Ezek a vegyliletek
korfiiggd mddon hatnak, a stacioner novekedési fazisban levd tenyészetekre mar hatastalannak
bizonyultak. Valamennyi eredményiink sszhangban van legutobb megjelent irodalmi adatokkal
is, amelyek szerint a 3-laktaméz enzim termelés kapcsolatban all a sejtfalszintézissel és szerepet

crer

extra ¢s intracellularis térben vald megemelkedése befolyasolja a S. griseus differencialdédasi
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folyamatat, feltételezhetéen a sporulacids folyamat inicidlasanak szignaljaként szolgalhat. A
normal differencialodési folyamat ,,visszadllitdsa” egyiitt jar a B-laktamaz enzim extracellularis
egy altalanos jelzérendszert hasznaljak, hogy informaciot kapjanak a peptidoglikan aktudlis
allapotarol, s képesek legyenek megfelelden reagalni azokra a valtozasokra, amelyek a
peptidoglikdn mechanikai stabilitasat veszélyeztetik. Ezt a feltételezést erdsitik meg a 6-APA-
val, és nem sejtfalkomponens aminosavakkal végzett kisérletek, ezek a vegyiiletek egyaltalan
nem voltak hatéssal a differencialodasra.

Erdekes eredményt hozott a sejtfal bioszintézist gatld, nem B-laktam szerkezetii egyéb
antibiotikumok vizsgalata. Az agar-diffuziés modszerrel vizsgélt antibiotikumok (vancomycin,
bacitracin, cikloszerin, foszfonomycin) koziil csak a vancomycin Allitotta vissza kor-, és
koncentracio-fliggé moddon a légmicélium ¢és sporaképzést. Ha megvizsgaljuk, hogy a
vancomycin hol gatolja a sejtfal bioszintézisét, érdekes jelenségre figyelhetiink fel. A
vancomycin ugyanis a még nem keresztkotott peptidoglikan D-Ala-D-Ala végzddéséhez kotodve
megakadéalyozza az 1) sejtfal prekurzorok beépiilését. Ezért a vancomycin hatdsdra is
megemelkedik a sejtfal prekurzor alegységek koncentracidja, ami szigndlként szolgéalhat a
baktérium normal differencidloddsahoz. A P-laktamaz enzim feltehetden a szabalyos

differencialodés eredményeként szabadul fel a membranbol, és keriil az extracellularis térbe.

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

a membranpotencialra a S. griseus NRRL B-2682 torzsben

Kisérleteink masodik részében a P-laktam molekuldk hatésara 1étrejovo bakteriolizis
folyamatat tanulmanyoztuk a S. griseus torzsben. Az [*H]-N-acetilgliikozaminnal jel5lt sejteket
gramicidin D ionofor vegytilettel illetve penicillin G-vel inkubalva a jeldlt sejtfal fragmentek
felszabadulasanak novekedését tapasztaltuk. A sejtfal lizisének indukaldsaban a penicillin G
bizonyult a hatékonyabb vegyiiletnek. A gramicidin D-vel kezelt mintdk kozti kiillonbség
kiilondsen jelentds a mérés elsd 5 orajaban.

A S. griseus sejtek membranpotencial valtozasainak mérésére a AW szenzitiv fluoreszcens
festék molekulat, a DiOCg(3)-ot hasznaltuk fel. A gramicidin D azonnal és erdsen depolarizalta a
protoplasztok membranpotencidljat. Mivel a gramicidin D-vel torténd kezelés jelentOsen

megnovelte a kezelt tenyészetben a sejtfalbol felszabaduld peptidoglikan fragmensek
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mennyiségét is, feltételezziik, hogy a AW értékében bekdvetkezd csokkenésnek szerepe van a
sejtfal lizisének eldidézésében.

A fluoreszcens moddszert alkalmazva azt talaltuk, hogy a penicillin G koncentracio-fiiggd
modon jelentdsen lecsokkentette a korai-exponencidlis fazisban levd micéliumbol izolalt S.
griseus protoplasztok AW értékét. A penicillin G AY depolarizaciét kivalté hatasa fiigg a
protoplasztok életkoratol is, a késoéi-exponencialis fazisban levd sejtekbdl izolalt protoplasztok
membranjat még nagyon magas, 5 x MIC-ban sem depolarizalta. Ennek nem lehet az a
magyarazata, hogy elpusztultak a protoplasztok, ugyanis gramicidin D adasaval jelentds
depolarizacidt tudtunk kivaltani a penicillinnel kezelt idés protoplasztokon. Az iddsebb
protoplasztok penicillin G-vel szembeni rezisztenciaja nem lehet annak sem a kdvetkezménye,
hogy ezen protoplasztok membranjaban magasabb a 3-laktaméz enzim aktivitasa, hiszen amikor
ezeket a 17 Oras protoplasztokat eldzetesen B-laktamdz gatloval, klavulansavval kezeltiik, a
penicillin G hatékonysaga nem valtozott. Alatdmasztja ezt a megallapitasunkat az a tény is, hogy
a penicillin G biologiailag inaktiv bomlasterméke, a penicilloesav nem depolarizalta a S. griseus
protoplasztjainak AW értékét. A penicillin G membranpotencialra kifejtett, életkortol fiiggd in
vitro hatdsa 0Osszhangban van tehat az in vivo mutatott, ndvekedési stadiumtol fiiggd
bakteriolitikus hatdsaval.

Egyéb B-laktam szerkezeti antibiotikumok, mint pl. a penicillin szarmazék ampicillin és
cefalosporinok AYW-re kifejtett hatisanak azonos modszerrel torténd vizsgalatdval hasonld
eredményeket kaptunk. Valamennyi tesztelt B-laktdm antibiotikum depolarizalta a S. griseus
protoplasztok membranpotencialjat, az altaluk kivaltott fluoreszcens intenzitdsndvekedés
azonban sokkal kisebb mértékii, mint a penicillin G esetében.

Eredményeink  aldtdmasztjdk  munkahipotézisiinket, miszerint a  sejtmembran
antibiotikumok depolarizaljdk a S. griseus sejtjeit, és a AY értékében bekodvetkezd valtozas
szignalként szolgalhat az autolizis eldidézésében. De dnmagaban a membran depolarizacidja
nem elegendé a massziv autolizis indukaldsahoz. A peptidoglikan sejtfal bioszintézisének a
gatlasa szintén fontos Osszetevdje a [-laktam antibiotikumok litikus hatasanak. Feltehetden a
kombinalt hatéas, azaz a AY depolarizacidja és a sejtfalszintézis gatlasa egyiittesen teszi ezeket a
vegyiileteket ilyen hatdsos antibiotikumma. Szeretnénk kihangstilyozni, hogy a [-laktdm
molekulak depolarizald hatdsa nem a murein sejtfal bioszintézis gatlasdnak a kovetkezménye,

hanem egy direkt hatas, hiszen a protoplasztok nem rendelkeznek sejtfallal. A B-laktam
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antibiotikumok altal kivaltott depolarizdcid6 molekuldris mechanizmusénak részleteit azonban
még nem ismerjiik. Egy érdekes hipotézis lehet az, hogy a holinszer(i fehérjéknek a penicillin
altal indukalt depolarizacid révén torténd aktivalodasa, és a sejtfal bioszintézisének gatlasa teszi
lehetéveé a baktériumok sejtfaldnak massziv lizisét.

Fenti eredményeink alapjan azt feltételezziik, hogy a S. griseus sejtek p-laktam
antibiotikumokkal eldidézett depolarizacidja fontos szerepet jatszik a sejtfal autolizisének

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

Uj lokalizaciéju PB-laktaméz enzimet izolaltunk a Streptomyces griseus NRRL B-2682
torzsbol, az enzimnek membranhoz kotott és extracelluldris formajat is kimutattuk. A két kiillonb6zo
enzimforma, biokémiai sajatsagai alapjan, feltehetéen ugyanannak a fehérjének eltéréen
»processzalt” formaja. Az extracellularis B-laktamaz N-terminalis szekvencidja egy madsik S.
griseus torzs D-aminopeptidaz enzimével mutat nagyfokt hasonlésagot.

A B-laktamdz enzim extracelluldris térbe torténd szekrécidja fiigg a torzs differencidlodési
folyamatanak stadiumatol, hiszen a nem sporazd, spontan mutans térzsekben (spol’, spo2’, spo3’)
csak a membranhoz kotott enzimforma mutathato ki. Ezzel 6sszhangban, ha a vad tipusa S. griseus
sporazasat meggatoljuk, a tdrzs nem valasztja ki a B-laktamaz enzimet az extracellularis térbe. A
nem sporazod torzsben globomycin hatasara felszabadul a membranbol a B-laktaméaz enzim, igy
feltételezziik, hogy a II. tipusu szignal-peptidaz enzim vesz részt az enzim ,,processzingjében ,,.

A sporazasban gatolt koriilmények kozott nové vad tipusu S. griseus tenyészetében a
peptidoglikan sejtfal fragmentek és sejtfal analdgok, a sejtfal szintézisét gatld antibiotikumok
(penicillin, ampicillin, cefalosporinok ¢és a vancomycin) kivaltottdk a p-laktamaz enzim
egyarant.

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

Kimutattuk, hogy a P-laktdm antibiotikumok — penicillin G, ampicillin, cephaloridin,
cefamandol és cefotaxim — koncentracid és életkorfiiggd modon AW csokkenést, depolarizaciot
okoznak ebben a torzsben. A P-laktdm vegyliletek inaktiv komponenseinek, mint példaul
penicillamin, 6-aminopenicillin-sav és a bioldgiailag inaktiv hidrolizalt szarmazéknak, a
penicilloesavnak nincs depolarizalé hatésa a protoplasztok membranpotencidljara.

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

sejtfal autolizisénak triggerelésében a Streptomyces griseus torzsben.
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