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2. ROVIDITESEK JEGYZEKE

2-D SDS-PAGE - két-dimenzids natrium-dodecil-saytidiakrilamid gél elektroforézis
2’-OH — a masodik szénatomhoz kapcsol6dé hidrasaport

3-D — harom dimenzios

aba — 3-minobenzanid

ABC (ATP binding assette) — ATP-kétkazetta az ABC transzporter fehérjékben
APBA — m-aminofenilboronsav

apra — apramycin rezisztencia gén

BSA (bovine £rum_dbumin) — szarvasmarha szérum albumin

bp — azis@r

ADP — adenozin-difoszfat

ATP — adenozin-trifoszfat

ADPRT — mono-ADPriboziltranszferaz

APS — anménium-grszulfat

ARTD - diftéria toxinhoz hasonlo ADP-riboziltranszéz

ARTT (ADP-ribosylating-tirn-turn loop) — ADP-ribozilalé hurok
ARR - rifampicin ADP- riboziltranszferaz

CBB — omassie Blliant Blue

CHAPS — 3-[(3-kolamidopropil)dimetilammaonio]-1-prépszulfonat
CLSM (oonfocal_bser_sanning nicroscope) — konfokalis |€ézer pasztazo mikroszkop
CT — kolera toxin

CT-A — a kolera toxin katalitikus alegysége

Da — dalton

dH,O — cesztillalt viz

DT — dftéria toxin

DTT — dtio-treitol, IUPAC név (2S, 3S)-1,4-dimerkaptobutan-aiaF
DMSO — dmetil-szulfoxid

DRAG — dnitrogenaz eduktaz AP-ribozilarginin_dikohidrolaz
DRAT — dnitrogenaz eduktaz ADP-ribozilranszferaz

ECF (tragytoplasmic tinction) — citoplazman kivdili tikodés
EDTA — etilén-diamin-tetraecetsav

eEF-2 — ingacios éktor 2



EGF (gidermal_gowth factor) — epidermalis névekedési faktor

GTP — guanozin-trifoszfat

HEPES - 2-[4-(2-hidroxietil)-piperazin-1-illetanstansav, pufferanyag

HPLC (hgh pressureifjuide diromatography) — magas nyomasu folyadéek kromatiagraf

IEF — izoelektromos fokuszéalas

IPG — immobiliz&lt pH gradiens

IPTG —_zopropil-3-D-tio-galaktopiranozid

KAc — kalium-aectat

kbp — Klobazisgar

kDa — klodalton

M145 —Streptomyces coelicoldi145 vad tipusu torzs

MALDI-TOF (matrix assisted dser @sorption onization—ime d flight) — matrixhoz koétott
|ézer ionizacios ,repllési & tomegspektrometrias eljaras

MARH — mono-ADP-iib6z-protein glikolidrolaz

MARH-1 — mono-ADP-ribéz-arginin-hidrolaz-1

Mbp — negalazis@ar

MOPS - 3-(N-mdolino)propangulfonsav, pufferanyag

MTX — mosquitocidal dxin

MW (molecular veight) — molekula tomeg

NAD" — nikotinamid-alenozin-dénukleotid

NADP" — nikotinamid-adenozin-dinukleotid-foszfat

NCBI — National_Genter for Botechnology hformation

OD (aptical density) — optikai denzitas

ORF (pen_eading fame) — nyitott leolvasasi keret

ori-T (origin of transfer) — a konjugacioval valo atjutas, transkéapontja a DNS-en

PARP — ply(ADP-1ib6z) mlimeraz

PBS - foszfattal pufferolt s6oldat

PCR (mlymerase lsain eaction) — polimeraz lancreakcio

pl — a fehérje izoelektromos pontja

PSI-BLAST — msition-gecific iterative_lasic_bcal dignment £arch ool

PT —_pertussis axin

RBL — ricin B tipusu_&ktin

ReDirect (Rpid Hficient Directed Reembination_Tme saving) — homoldg rekombinaciokon

alapul6 génkicserélési technika



rpm — percenkénti fordulatszam
SapB (pore &sociated eptide B) — a viz fellleti fesziltségének csokkesihez vezét
bevonat alkotérészeStreptomycekgmicéliumon
SDS (®dium _ddecyl_silphate) — natrium-dodecil-szulfat
SFM (mannitol ©ya four medium) -Streptomycetenyésztéséhez hasznalt tdpanyagban
gazdag taptalaj
SMMS (supplemented imimal medium, ®lid) — Streptomycetenyésztéséhez hasznalt
minimal taptalaj

SMMS+ — SMMS taptalaj + 10% szachar6z

SOB (Super_ptimal Broth) —E. colitenyésztéséhez hasznalt tptalaj

SOC (Super_ptimal broth with Gtabolite) — SOB + 20 mM glukoz

Tat —(twin-arginine ranslocase) szekrécios utvonal

TCA — triklor-ecetsav

TEMED — N,N,N’,N’-tetramil-etilén-diamin

TES — N-[tisz(hidroximetil)metil]-2-amino&nszulfonsav, pufferanyag

Tris — triz- (hidroximetil)-amino-metan, [IUPAC név 2-amindairoximetil-1,3-propandiol

X — barmely aminosav

X-gal — 5-bromo-4-kloro-indoliB-D-gdaktopiranozid

ASCO5461::apr A SCO5461génben mutanStreptomyces coelicolddrzs, amelynek
genomjaban @C0O5461gént egy apramycin rezisztenciaért fésel
gént hordoz6 kazetta helyettesiti

L RED — a fag sajat rekombinécids rendszere



3. BEVEZETES

A Streptomycesk Gram-pozitiv, obligat aerob, fonalas, bonyolaibrfolégiai és
fiziologiai differencidlodasi folyamattal rendelkez szaprofita, talajlakdé prokariotak.
Morfologiajuk a szintén talajlaké és szaprofita @ergombakra emlékeztet (régen a gombak
kozé soroltdkoket), de prokariéta mivoltuk miatt alapgen kiulénboznek azoktol. A
Streptomycesgk a sejtdifferencialdodas megértését célzé kuthtasodellszervezeteivé valtak
morfoldgiai differencialédasuk bonyolultsdga és aialuk termelt szekunder metabolitok
miatt. 1940-50-es évellt a legfontosabb természetes forrasai a human dgwasipan, az
allatorvosi gyakorlatban és a ndgazdasagban felhasznalasra kerahtibiotikumoknak
(mint pl. streptomycin, erythromycin, tetracyklineomycin, chloramphenicol, vancomycin,
gentamicin). Termelnek parazita-ellenes szerekeérrtiectint), gomba-ellenes szereket
(nystatint, amphotericin B-t), herbicideket (bidtagt), gyogyaszatilag aktiv metabolitokat —
pl. immunszupressziv szereket (rapamycint) és ddaghenes szereket (doxorubicint,
bleomycint, mitomycint) — és sokféle, az élelmigzahan és mas iparagakban hasznos
enzimet (pl. kitinazokat, cellulazokat, hidrolaztjka (Chater, 1993; Chater, 2006; Hopwood,
2007). A kulonféle Streptomyces izolatumokban 7000-nél is tébb masodlagos
anyagcseretermeket fedeztek mar fel (Bérdy, 2008)a legtobbjének még nem ismert a
biolégiai funkcidja.

A morfolégiai differencialodas és az azzal szoragdsolatban all6 antibiotikumtermelés
szabalyozasanak teljes megértéséhez a transzkripaidtjén tortéd, részletesen
tanulmanyozott regulacio mellett a transzlaciés @eszttranszlaciéos szabalyozo
mechanizmusok jellemzése is szikséges, eddig azamatobbiakrol joval kevesebb adatot,
ismeretet tartak fel. A fehérjék mono-ADP-ribozitfa egy filogenetikailagsi, reverzibilis
poszttranszlacios modositas, amelyet a mono-ADéziltbanszferdz enzimek katalizalnak. A
prokariotakban talalhaté endogén mono-ADP-ribcailszferazokrdl igen korlatozott a
rendelkezéstinkre allé ismeretanydégfreptomyceskben ugyan mar kimutattak fehérjék
ADP-ribozilaciojat, de az eddig 6sszéiyinforméacidk alapjan nem ismerjik még pontosan
sem a modositott fehérjéket, sem a modositastweEyzmeket.

A kisérleteink alanyanak valaszt&treptomyces coelicol#3(2) a differencialodas és a
szekunder metabolit termelés kutatasaban az eggikrhertebb modellszervezet. Munkam
célja egyfebl S. coelicolorADP-ribozilalt fehérjéinek kimutatasa, azonositasasfebl egy,
feltételezheten mono-ADP-riboziltranszferazt kdédold gén null dndanak elkészitése volt.



A null muténs fenotipusanak analizisével, a ,hiangtek” megfigyelésével az adott enzim
funkcidjanak, az azonositott ADP-ribozilalt feh&gé keresztll pedig tagabb értelemben az
endogén fehérje mono-ADP-ribozilac®. coelicolorban bet6ltott szerepének megértésére

torekedtink.



4. |RODALMI ATTEKINTES

4.1. AStreptomycesemzetség és Streptomyces coelicolok3(2)

A S. coelicolor A3(2) a Bacteria doménbe Actinobacteriatdrzsbe, Actinobacteria
osztalyba,ActinobacteridaealosztalybaActinomycetalesendbe,Streptomycineaalrendbe,
StreptomycetaceassaladbaStreptomycesemzetségbe tartozik (Kampfer és mtsai, 2006). A
S. coelicolorA3(2) (a tovabbiakbaB. coelicoloy legkdzelebbi rokona &. lividans.

A Streptomycesk széleskdren elterjedt Gram pozitiv, szaprofita, spoératetimel
talajbaktériumok, amelyek a talajok természeteddvmkm populaciojanak 1-20%-at alkotjak.
Fontos globdlis szerepet jatszanak a nehezen lébamjagok — pl. a cellul6z és a kitin —
alkotoelemeinek az anyagforgalomba valé visszdapdtdban (Goodfellow és Williams,
1983). A genus tagjai nem termelnek novényekre, allatokagy emberre nézve toxikus
anyagokat, de van koztik néhany noévényi és emiaaggn faj. Az egyik legismertebb a
burgonyavarasodas korokozodjaSa scabiegHettiarachi és mtsai, 2008) és az embereken
actinomycetomat okozd@&. somaliensis(Develoux és mtsai, 2003). AStreptomycegk
genomja a baktériumok kozott rendhagydan magast&talmu, aS. coelicolorgenomjanak
70,2% a G/C tartalma. Atreptomycesk kromoszémaja a tobbi baktériuméhoz képest
szokatlanul nagy (8-10 Mbp) és lineéris, de tud&aéarodni is. Bar sok, fonalasan néveked
actinobaktérium rendelkezik linearis kromoszémayahccharopolyspora Actinoplanes
Micromonosporaés Nocardia) azonban tavolrél sem mindegyik (fgfrankia), tehat a
linearitds nem jar egyitt minden esetben micélidigekedéssel (Ventura és mtsai, 2007). A
S. coelicolorlinearis kromoszémaja mellett kétféle plazmid atathaté a citoplazméaban (a
linearis SPC1 és a cirkularis SPC2) (Haug és m&@03; Bentley és mtsai, 2004). Az
altalunk hasznal§. coelicolorM145 t6rzs azonban nem tartalmaz plazmidot. A mpldok
nélkali teljes genom szekvenalasa 2001. juliusrgezdeldtt be. Akkoriban ez volt a
legnagyobb (8 667 507 bp) ismert bakterialis kramdasa (Benthley és mtsai, 2002; Pradella
és mtsai, 2002), és ez volt azéebset, amikor azt talaltak, hogy egy baktérium tgbhnel
rendelkezhet (7825 fehérjét kddolé gén), mint egyseefi eukariéta (Bentley és mtsai,
2002). Génjeinek szama az emberi gének szamanadégkbegyede. A genomjanak extrém
mérete magyarazatot adhat példaul arra, hogy hokgaes ez a baktérium a ra jellgraly
nagyfoku diverzitasra, a tapanyagok oly széleség&ahk hasznositasara és a vele egydéitt él

vagy verseng mikrobak jelenlétéhez és a valtozo korilményekiadd alkalmazkodasra. A
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S. coelicolorkromoszoméja 3 régiora oszthato fel: a nagyjabiélé kitews kozponti régidra,
és a 1,5 Mbp és 2,3 Mbp hosszu karo&acoelicolorban a kdzponti szakas3CO205&6l
SCO5806dg) tulnyomorészt konzervalt, azActinomycetegk kozott széleskorben
megtalalhatd, a tuléléshez nélkilozhetetlen génet@talmaz, nagyon hasonlo a
Mycobacterium tuberculosisés a Corynebacterium diphtheriagenomjahoz és a
Mycobacterium lepragel is mutat bizonyos egyezést (Thompson és n2882). A 1,5 Mbp
és 2,3 Mbp hosszu karokon is talalunk konzervaitegét, de a torzsspecifikus, valamely
antibiotikum bioszintéziséért feted, klaszterekbe tomorilt gének vannak tdbbségbsra¢H
és Kirby, 2007). A kromoszéma kdzepén van a repidsi origo (oriC), két végén pedig
jellegzetes telomer szerkezet talalhaté (Goshitgainm2002).

4.1.1. A S. coelicolor A3(2) életciklusa és a morfologiai differencialédasgénszinti

szabalyozéasa

A S. coelicolomem sporazik folyékony tapkézegben. Szilard tapbal (a talajban is) az
életciklusa haromdffazisra oszthato.

1.) Vegetativ (szubsztrat-) micélium képzége:sporamegfelet tapanyagellatottsag

esetén megduzzad, polarizalodik, és csiraibhz létre, melybl vegetativ hifa képidik (1.
abra). A csirazashoz 4ltaldban szén-dioxid, illetsetértéki ionok, pl. C&™-ionok
szikségesek. A képdo csiracé csucsi része intenziv novekedésbe és a genomi DNS
folyamatos megkeizésébe kezd. Az disharantfal kép&dése a hifat egy apikalis és egy
szubapikalis részre tagolja. A szubapikdlis részem folyik intenziv sejtfalszintézis, csak
replikacid, mig az apikalis részen mindkét folyarmafiik, ennek készénh&n a vegetativ
hifa tovabb novekszik a taptalaj felszinén. A saeképsddés sokkal ritkabban megy végbe,
mint a replikacio, igy szincicialis sejtfonal alaku(Chater, 1984). A szubapikalis részen két
harantfal kozott tobbszorés, nem kondenzalt genomahny, mig a legintenzivebb
replikacios aktivitast mutatddvekw hifacsicsban tobb mint 50 kromoszoma talélhato
(Ruban-Osmialowska és mtsai, 200@) hifa sejtjei citoplazma hidakon keresztiil
kapcsolatban allnak egymassal, a harantfalak csakveakedés kébbi fazisdban alakulnak

ki teljesen.A novekw sejtfonal idvel (15-18 oOra) dként szeptumhoz kozeli helyeken
oldaliranyu elagazasokat képez és behatol a t@malahol §ri hifaszévedéket, un. vegetativ
vagy szubsztratmicéliumot alakit ki (1. abra) (Beysés mtasi, 1993zt a szakaszt a

tapanyagok gazdagsaga altal Iékéttett gyors exponencialis nbvekedés jellemzi.ltekza
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hifacsticsok mindig Gjabb és Ujabb, még felhasziaalatapanyagforrasokat érhetnek el
(Chater és Losick, 1997).

Erett, szabad sporak
képz 6dése,
szétszorédasa

A sporak érése Sz . .
- A szilard taptalaj felszine

Jeore <4— vegetativ micélium

Zarulé harantfalak
3.) SPORAK KEPZESE (‘ \’ 2.) LEGMICELIUM KEPZES
| r

ANTIBIOTIKUM
vegetativ micélium TERMELES

]
A légmicéliumok végének feltekeredése,
elagazasok képzése

1.4bra. A Streptomyces coelicolok3(2) életciklusa

Harantfal
képz 6dés

(http://home.hiroshima-u.ac.jp/mbiotech/hosenkin/3atepto-E.htmhyoman

2.) Légmicélium képzéseEz a fazis akkor veszi kezdetét, amikor az intenzi

ndévekedéshez sziikséges tapanyagok szintje lecsdkkapak hatadsara a hifebld regulacios
kaszkaddhoz (lasd kélsb) tartozd, diffuzibilis, extracellularis szigndlolekulakat bocsat ki,
amelyek hatadsara a hifak névekedése lelassul, ssagnal (Willey és mtsai, 1993). A
szubsztrat-micélium szoévedékelkifele, a taptalaj (vagy talaj) felszine, a le$ieiganyaba
fehér légmicélium indul névekedésnek. A vegetatiagkhvizes kozeghez alkalmazkodd, sima
és hidrofil felluletével ellentétben ezek fellletalrbféb, mivel az extracellularis térbe
szekretaljak az amfipatikus, fellletaktiv SapB (spassociated peptid B) peptidet, amely
bevonja a hifa felszinét, egyrétefimet hoz |Iétre a levegvizes tapkdzeg hataran kb. felére
csokkentve a viz fellleti feszlltségét (Willey édsan 1993). A légmicéliumot boritd
hidrofob hartya kialakitAsaban a még nagyobb fgelilesziltség csokkeft hatassal
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rendelked chaplin (chpE — H) és rodlin fehérjék is résztarek. Egyuttesen &egitik a
hifacsucs levegtviz hataron vald attorését (Claessen és mtsai)2(0 abra). Azokat &.
coelicolor mutansokat, amelyek szilard taptalajon nem kéegegmicéliumot és a telepek

felszine ennek kovetkeztébebdréeefi, ,kopasz”, bald i§ld) mutansoknak nevezzik.

{a) Novekedes a taptalajban

kémyezeti s%ignélok il
o

L
bid kaszkad
L L §

TV
extracellularis

szignaltranszdukcios
rendszer

o SapB peptid
e chaplin fehérjék
e rodlin fehérjék

o @levegbbe ndvekedést
érzékeld szenzorok

(k)

= i
, taptalaj
° :’:'-"—‘ts\u

\
\
®

2. abra.A S. coelicolorlégmicélium kép@désének modellje

() Abld kaszkad a SapB peptid, a chaplin E és H skyaitvonal komponensek termelését
indukalja. A szekretélt chaplinekkel egyltt a SapBiz fellleti feszlltségét lecsokkentve a
légmicélium névekedését inicialja. (b) A terdd rodlinok és chaplinek (ChpA-H) hidrofob
bevonatot képeznek a névékégmicéliumon, amely megakadalyozza azok aggrégaciA

kis foton ennek a bevonatnak tipikus scanning edekhikroszképos képe lathaté (Claessen
és mtsai, 2006).

A légmicélium képzés fazisdban veszi kezdetét afotdmgiai differencidlodassal
szorosan egyutt szabalyozott, szekunder metabdjiiolantibiotikumok) termeéldésével jaro
fiziologiai differencidlodas folyamata is (1. abrazért ez a szakasz az idiofazis vagy
produktiv fazis nevet is viseli. &. coelicolorlegalabb 6tféle antibiotikumot termel, melyek
kozil a névado kék (,coeli-color” azaz égszinkéglirerhodin a taptalajban és a telepeken
cseppek formajaban is jol medfigyelbetSok bld mutans nem termel antibiotikumot. A
szubsztratmicélium 90-120 éras novekedése utangmaidélium, mas néven reproduktiv
micélium — amelyben a kromoszéméak folyamatos osod mennek keresztil — mintegy 9-
14 6ra alatt eléri végshosszat (Chater és Losick, 1997; Chater, 2000).

3.) Spoérak képzéseA legmicélium a zarddo harantfalak révén onallgyszeres

genetikai allomannyal rendelkézejtekre tagolddik (1. abra). Ez az un. presplegpat. A
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sporulacié bekodvetkezéséneldpntja taptalajfligés tapanyagban gazdag taptalajokon 6-7
napos tenyészetekre jellethzle minimal taptalajon joval kordbban, kb. a 3rdpon mar
megfigyelhed (Chater, 2000). A sporulacios harantfalak abbaldrtibznek a vegetativ
harantfalaktdl, hogy a dupla membranrétegen kiviplal réted sejtfal is hataroljasket,
lehetivé téve a sporak letodését. A spérak fala érésik soran megvastagskirdkednek,
szarazanyag tartalimuk médgnés pigmentalédnak, hogy a kedéden kornyezeti
feltételeknek (szarazsagnakjnek, nyomasnak) ellenallva, allatok vagy a széltségével
tapanyagokban gazdag terlletekreddee U] koloniakat hozzanak létre (Chater és Losick,
1997). S. coelicolofban a légmicélium novekedés befejezését és a lsp@@zéséenek ill.
érésének folyamatat szabalyozé génekhidte gének. Eddig 14vhi I6kuszt mutattak ki a
kromoszoman, a légmicéliumot képzde fehéren maraddé mutansok megjelenési formaja
alapjan koraiWhiA, B, G, H, lésJ) és kési (whiD, E, F, L, M, O)sporulacios géneket lehet
megkulonboztetni. A korai gének termékai normalis spéraszeptumok kialakitdsaban
sziikségesek. A késwhi génekkdzul a legtébb informacidvhiE-rél van, amely a szirke
poliketid spora-pigment szintézisében fontos enzkodol (Molle és mtsai, 2000).

Nem csak &ld és awhi gének mutacidja jatszhat szerepet abban, hogyfbatitipus
johessen létre. Vannak légmicélium képzésben dedefielassult, megkésett f&jlést mutatod
muténsok [j6 példa erre a (p)ppGpp szintdzt kédeld génbenmutans térzs megkésett
legmicélium képzése] vagy meghatarozott koérnyeteltietelek mellett Iégmicéliumokat
egyaltalan nem képézald fenotipust mutatd mutansok is (pl. ddgsi stadiumtol fugen
szabalyozott katalazt kodotatB mutans torzs, a citrat-szintazt kodaoliéA génjében mutans
torzs, stb.) (Chater, 2001).

4.1.2. AStreptomyces coelicolok3(2) antibiotikumai és termebdésik szabalyozasa

Altalaban az adott antibiotikum termeléséhez éselleme kialakulo rezisztenciahoz
sziikséges gének egy génklaszterbe tomorilnek ést eggulalédnak. A5. coelicolorgenom
teljes szekvenciajanak ismeretében eddig 23 szekumétabolit génklasztert azonositottak
(Bentley és mtsai, 2002; Hsiao és Kirby, 2007 Acoelicolorszamos antibiotikumot termel:
a pH indikatorként rkods, savas kozegben kék, lagosban pirosra valté palike
actinorhodint (act), a piros undecilprodigiozint, szintelen lipopeptid CGafiiggs
antibiotikumot, a SCP1 plazmidon koédolt ciklopemaokat, az un. metilenomycint és a
clorobiocint. Az actinorhodint nem alkalmazzak adgyaszatban, de a terrddéséhez

szikséges géneket felhasznédltak mas fajokban iaikum szarmazékok létrehozaséara

14



(Demain, 1988). A prodigininek (melyek egyike azdedilprodigiozin) és modositott
valtozataik igéretes daganat-ellenes szerek és msunpresszansok (2006 novembere Ota
folyik a Klinikai kiprébalasuk) (Stanley és mtsiQ@6). A clorobiocinbol szarmaztathatd Uj
antibiotikumok DNS giraz gatld hatasuk miatt a dben gyodgyaszati célokra is
felhasznalhatéva valhatnak (Wolpert és mtsai, 2007)

Az antibiotikum termelést tobb szint 0sszetett regulacidos rendszer szabalyozza,
amelynek egyes elemei maguk is az altaluk szabdtyagnklaszterben talalhatéak. Az
antibiotikumok termelésére hatd regulatorok egymladglcsonhatasban egy bonyolult
hal6zatot alkotnak, amely szorosan kapcsolddik afatdmiai differencialédasra hatd
szabalyoz6 rendszerekkel (Bibb, 199ater, 2001).

4.1.2.1.Az actinorhodin termelése és transzportja

Az actinorhodin szintéziséért febsl enzimeket kodolé gének a termelést szabalyozé
actll-ORF4 uatvonalspecifikus gén és az actinorhodin rezisiédat kapcsolatos
transzporthoz szikséges génekkel egyutt alkotjdkb.a22 kbp nagysagu actinorhodin
génklasztert (Taguchi és mtsai, 2007).

Az actinorhodin bioszintézis éldépése a 2 szénatomos acetil csoportokbol ddépz
linearis 16 C atomos vazddllitasa a ll-es tipusu poliketid szintaz komplétal&actl regio
elemei). Miebtt a termebdd antibiotikum intracellularis koncentracioja elérmé&aros szintet,

a bioszintézis at koztitermékei indukaljak axttORF2kodolta) actinorhodin transzporter
szintézisét. Az actinorhodipractinorhodinna atalakulva kerdl ki a séjtbAz atalakitd enzim
(bar génje, aactll-ORF3 egyutt expresszalddik a transzporter génjével) nesz részt a
transzportban. Aactll-ORF2mellett azactVA-ORFlterméke, egy integralt membran protein
is szllkséges még az actinorhodin exportjahoz (&abats mtsai, 1991a; Fernandez-Moreno
és mtsai, 1991; Bystrykh és mtsai, 1996, Tahlamtsai, 2007).

Az actll-ORF4 és azactll-ORF2 génekben lev TTA triplet arra utal, hogy &ld
kaszkaddban részt vévbldA gén terméke szerepet jatszik az actinorhodin tésnés
szekrécid szabalyozasabanblA egy leucint szallitd tRNS" yua. A leucin UUA kodonja
nagyon ritk&dn fordul él a 70-75% G/C tartaim&treptomycesnRNS-ben, mivel a TTA a
legritkabb triplet aStreptomycegénekben. Igy kézenfekyhogy abldA gén szerepet jatszik
a leucint kodol6 TTA tripletet tartalmazo6 gének mgszidjanak szabalyozasaban. A leucinnal

toltott tRNS szintje hatdrozza meg 145 TTA-val melkdzy gén termékeinek szintjét
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(Chandra és Chater, 2008). A morfologiai differaimias és az antibiotikum bioszintézis

tehat részben k6zos szabalyozas alatt all.

4.1.3. Fehérjék szekrécioja &treptomyces coelicoldran

A Secretory (Sec) utvonal egy altalanos szekréaiéshanizmus, amely univerzalisan
megtalalhatd az eubaktériumokban, az archeakbaazésukariotakban is. Az eukariota
sejtekben a citoplazmabol nem csak a sejten kitdibbe, hanem az endoplazmatikus
retikulumba is igy jutnak a fehérjék. A Gram pozitiaktériumokban ez a mechanizmus
juttatja ki a legtobb szekretélt fehérjét az exdthdaris térbe. A prokariotak kdztshericia
coli-ban jellemezték a legrészletesebben a Sec utvamalésztvelr fehérjéket. Ott egy
heterotrimer fehérjekomplex (SecY/SecE/SecG) adkatmembranon keresztidgoorust és
az ehhez kapcsolédd SecA citoplazmatikus alegys#syniositia az ATP energiajat a
transzlokaciohoz. A SecYEG komplexhez egy masikrottimer is kapcsolodik, ami a SecD,
SecF és YajC fehérjekb épul fel. Az extracellularis térbe szekretalédéhdrjék
szignalpeptidjét a transzlaciot kéeh a SecB chaperon ismeri fel és a transzlokdz SecA
alegységéhez koti. A membranfehérjék esetében é&jéthéppen szintetizalé riboszomat a
szignalfelismef részecske (signal recognition particle, SRP, amiFth GTPazbdl és kis
stabil RNS-ekBl all) az FtsY SRP receptor segitségével kozvetlarttanszlokazhoz rogziti,
igy az éppen szintetizalodo fehérje azonnal trakahbdik is. AStreptomycegsk genomjaban
is jelen vannak az SRP-t alkot6 RNS-eket és azfétilrjét kddolé gének. &. coelicolor
kromoszomajan a SecY, SecE, Sec G, Sec D és Sebdfidk génjei egymast kdvetve
vannak jelen. A SecG nem esszencidlis tagja a Ziegkéznak a baktériumokban.
Streptomyces lividaAsan asecGgén delécidja nem letalis, de lecsokken a szdkfetéérjék
mennyisége €s nem sporulal a mutans torzs. A sEékrézignalpeptidet a csatorna porusan
éppen athaladé vagy mar atjutott, még nem feltelatrepolipeptidlancrdl egy, a kidls
membranfélhez rogzult |. tipusu szignalpeptidaitjzake, amely &. lividansban jellemsen
a SipY, de lehet a SipW, a SipX és a SipZ is (PakseHutchings, 2011).

A Tat (twin-arginine translocase, iker-arginin-tsatokaz) datvonal egyes
baktériumokban és Archeakban jelerdlézekrécids Utvonal, amely a méar kész, altalaban ne
fehérje alkotorészt, kofaktort is Kotosszetett fehérjéket juttatia ki a membranon ét,
medirizve azok tokéletesen kialakult harom-dimenzio®riszzetét. A Tat Utvonal az
eukaridtdkban kevés kivétélteltekintve nincs jelen, csak a ndvényi sejteksplszainak

tilakoidmembranjaban. Altalaban nem esszencialiéletben maradashoz, sok baktériumban
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inaktivalt allapotban van. AStreptomyceskben azonban a Sec utvonallal analdg, altaldnos
szekrécios utvonalnak tartjak, mivel sok, kofakioetn ko fehérje is szekretalddik ezen az
aton. A Streptomyces coelicoldran kb. 80 fehérjét feltételezik, hogy ilyen modon jut ki a
sejtdl. A Tat transzlokazt két vagy harom transzmemlai&@gység (Tat A és C vagy Tat A,

B és C alegység) alkotja. A fehérjék transzportzahmton gradiens szolgaltatja az energiat
és a membranon keresztilhaladt fehékjéa Sec utvonalhoz hasonléan, egy |I. tipusu
szignalpeptidaz vagja le a szignalpeptidet (Natalentsai, 2008).

A Sec és Tat szekrécios szignalszekvenciak hadoalilzan, hogy 3 egységlalinak: a
polarosn régiobal, a hidrofélth régidbol és egy szintén polaroségiobdl, tovabba ugyanaz a
szignalpeptiddz hasitja le mindk#tta mar kijutott fehérjekd. A Sec szignélpeptidt
eltéen a Tat utvonalhoz tartozé szignalpeptidnek hddszan régidja, tovabba am ésh
régio hataran egy konzervalt, eredetileg S/T-R-RIx-K aminosav szekvenciaként leirt
motivumot tartalmaz. Szamos Tat-Utvonallal szekréhérje tanulmanyozasa alapjan a Tat
szekrécios szignalszekvenciat Z-R-Rbx® szekvenciara lehet egysisiteni, amelyben a Z
barmilyen polaros aminosava® pedig valamilyen hidrofob aminosavat jel6l (Natas
mtsai, 2008). AS. coelicolorban atlagosan 35 aminosav hosszu egy teljes iaidpeptid,
de esetenként elérheti a 60-80 aminosavnyi hosgatisés. A Sec szignalpeptid
szekvenciajaban nincs jellegzetes, konzervalt szsdia motivum, kivéve a& régioban a
szignalpeptidaz hasitdé helyét, ahol a hasitas té¢ly& és —1 helyzetben barmilyen, kis
neutralis oldallanccal rendelkéaminosav lehet, a leggyakoribb az Ala-x-Ala moiivuA
oldallanc is talalhat6, amely Sec utvonalat elkesizignalként funkcional. A legfontosabb
megkulonboztét jegy a két Utvonal szignalpeptidjébeh agio hidrofébitasanak mértéke. A
Sec szignalpeptitl régidja eébteljesebben hidroféb, mint a Tat peptidjének azsrakasza.

A hidrofébitas novelésével a Tat Gtvonalrdl a Seeodalra terelhét az adott fehérje
szekrécidja (Palmer és Hutchings, 2011).

A lipoproteinek a Gram pozitiv baktériumokban — aa@-negativokban lév
periplazmatikus fehérjeék megfeddtént — membranhoz kotott fehérjék, amelyeléstsban a
Sec utvonalon transzlokalodnak, de emel&iteptomycegkben fontos a Tat Gtvonal is a
lipoproteinek kijutdsaban (Nielsen és Lampen, 1®88#ks és mtsai, 2000; Valente és mtsai,
2007). A 3 régié ezek szignélpeptidjében is felidm®. A c régio végen egy jellegzetes
konzervalt aminosav motivum, a lipobox talalhatésHA/S/T) —(G/A)-1—C.1], amelyben a
hasitas helye melletti cisztein abszolut konzen(&@bBhman és mtsai, 2008). Ehhez a

ciszteinhez a diacilglicerol lipoprotein transzferd@gt) enzim lipidet kapcsol. Ezt koven
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egy ll. tipusu szignalpeptidaz, az Lsp vagy lipenotszignal peptidaz felismeri a modositott
ciszteint és Ugy vagja le a szignalpeptidet, hogyaalositott cisztein marad az érett fehérje
N-terminalis végén, az ehhez kapcsolt lipid pedifelaériet a membran kidsoldaldhoz
régziti (Hutchings és mtsai, 2009). Az érett ligeinek egy része kulcsszerepet jatszik a
szignal transzdukcioban és a tdpanyagok felvéte|éiment pl. ATP-kdé kazetta (ABC)-
transzporterek szubsztrat ktdlegységei (Bertram és mtsai, 2004; Hutchings t&gin2006).

A S. coelicolorproteomjanak jelefis hanyada (7,8%) ABC-transzporter komplexek feftérjé
kodolja (Berthram és mtsai, 2004).

4.2. Az ADP-ribozilaci6é és az ADP-riboziltranszferaok

A NAD™-bol ADP-rib6z keletkezésével jar6 ADP-ribozilaciteakciok kozé tartozik a
mono-ADP-ribozilacid, a poly-ADP-ribozilacio, az Axiboz ciklizacié és a@-acetil-ADP-
ribdz képzés is (Glowacki és mtsai, 2002; Hassantssi, 2006). A poli-ADP-ribozilaciot
katalizalo enzimek [poly(ADP-rib6z) polimerazok, RR-ok] néhanytdl 200-ig terjédszamu
ADP-rib6z egysegtl allo, elagazd polimereket kapcsolnak O-glikoziitdssel a megfelél
fehérjék glutamét oldallancahoz (Smith, 2001). ARFAok nem talalhatéak meg a prokariéta
sejtekben, de a termindlisan differencialodott glacitdk és az élesidejtek kivételével
mindenféle eukaridta sejtben kimutatigéet (Ame és mtsai, 2004). Az efsbkben hasznalt
Uj elnevezésik, az ARTD név arra utal, hogy a d#téoxinhoz hasonldéak (Hottinger és
mtsai, 2010). Flggetlendl attél, hogy melyléhyben niikddnek, a mono- és poli-ADP-
ribozilaciot katalizalé enzimek szoros szerkezeti Mikddésbeli hasonl6sagot mutatnak
egymassal (Seman és mtsai, 2004; Ame és mtsai; Pa@$a és Hottinger, 2008). Az ésl
PARP/ARTD10 és az ARTD15 bizonyitottan mono-ADPoglitranszferazok (Kleine és
mtsai, 2012; Di Paola és mtsai, 2012) (2. Tablazat)

A fehérjék mono-ADP-ribozilacidja filogenetikaildgi, reverzibilis, sztereospecifikus és
kovalens poszttranszlaciés modositas. A mono-ADBziltranszferaz (ADPRT) enzim a
NAD*-ban talalhaté nagy energiaju N-glikozil-kotésbéarolt kotési energiat felnasznalva a
BNAD™-bdl szarmazdé ADP-ribozt az akceptor fehérje spef aminosav oldallancéhoz
kapcsolja S- vagy N-glikozid kétéssel egy nikotingmmolekula és H szimultan
felszabadulasa kézben (Hayaishi és Ueda, 1985; iibgpeer és Handlon, 1992; Okazaki és
Moss, 1996; Okazaki és mtsai, 1996; Seman és nat3@d,) (3. abra). Az akceptor fehérjén az
ADPRT specifitasatél fuggen arginin, cisztein, aszparagin, aszparaginsavtamiinsav,

diftamid vagy foszfoszerin oldallancok ADP-riboziddhatnak. Mono-ADP-ribozilacié nem
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csak fehérjék valamely aminosav oldallancan toeéntdakromolekula (DNS, RNS), szabad
aminosav, peptid vagy kis molekula (mint pl. a mifdcin, agmatin) is lehet ADP-rib6z

akceptor (Hassa és mtsai, 2006).

mono-ADP-riboziltranszferaz

+ (ADPRT) . o .
NAD + X » X-ADP-rib6z + nikotinamid + H

3. dbra: Mono-ADP-ribozilacios reakcio, egyszeien

X: akceptor, ami lehet fehérje, DNS, RNS, szabadnasav vagy kis molekula, pl.
antibiotikum is (Hassa és mtsai, 2006).

Az ADP-ribdz ardnylag nagy térkitdltésével sztés&n gatolhatja a médositott fehérjének
mas molekulakkal torténkapcsoldédasat, ami tbbbnyire a célfehérje inakinldsat vonja
maga utan (Corda és Di Girolamo, 2003). Az ADPzilsét, negativ tdltést hordoz6 foszfat
akar egy Uj dokkold helyet is teremthet az ADP-zithét6 doménnel rendelkézpartner
fehérjék szamara (Laing és mtsai, 2011). Létezik mmzimatikus tipusa is a mono-ADP-
ribozilacionak, amikor Schiff-bazis képzéssel aéfgek lizin vagy cisztein oldallancaihoz
kapcsolédhat szabad ADP-rib6z molekula (Okazalkiiéss, 1996).

Az enzimatikus mono-ADP-ribozilacié a bakteridlixinok patogén mechanizmusaként
valt elbszor ismertté (Collier, 1967). A bakteridlis toxkom Kkivil virusokban,
prokariotakban, archeadkban és eukaridtakban is az@mdogén és szekretalt mono-ADPRT
létezik (Okazaki és Moss, 1996; Okazaki és Mos8918riinne és Lapetina, 1989; Deveze-
Alvarez és mtsai, 2001; Hayaishi és Ueda, 1985;drgvés Ludden, 1990; Ludden, 1994;
Corda és Di Girolamo, 2003, Di Paola és mtsai, 2@12Téblazat). A gerinces eukariotak
kozul f6leg madarakban és efsbkben fordulnak élmono-ADP-riboziltranszferazok (Moss
és mtsai, 1997; Di Girolamo és mtsai, 2005). Felfen horizontalis géntranszferrel jutottak
at a baktériumokbol, az emberi genomban is tobleidks eredét ADPRT génszekvenciat
taldltak (Lander és mtsai, 2001). Az ,alacsonyabtie eukariotdkban nem jellendek
(nincsenekCoenorhabditidsen, de rovarokban és az élékben ebfordulnak) (Pallen és
mtsai, 2001; Glowacki és mtsai, 2002; Masignamnésai, 2004).
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4.2.1. A fehérje mono-ADP-ribozil4cid, mint reverzbilis posztranszlacios modositas

A fehérje mono-ADP-ribozilaciot a mono-ADP-rib6zepein glikohidrolaz (MARH)
enzimek teszik reverzibissé az ADP-rib6z eltavebitéal (Hayaishi és Ueda, 1985; Lowery és
Ludden, 1990; Ludden, 1994) (4. &bra). EukariétAkbaamos kilonb@z intracellularis
mono-ADP -ribéz-protein-hidrolaz aktivitassal relidzé fehérje ismert (Koch-Nolte és
Haag, 1997; Okazaki és Moss, 1996; Okazaki és mtk895), amelyek kilénbdz
enzimcsalddokba oszlanak. Az ADPRT és MARH enzindskzehangolt fikodésuik révén,
rugalmas szabdlyozasi rendszert képesek biztosdtagjteknek (Hayaishi és Ueda, 1985;
Lowery és Ludden, 1990; Ludden, 1994).

A reverzibilis ADP-ribozilacios ciklus |étét @dzor a fotoszintetizald és nitrogén-
fixalasra is képefRhodospirillum rubrunbaktériumban igazoltdk (Ludden, 1994). Ebben a
rendszerben az endogén dinitrogendz reduktdz ARiliranszferaz (DRAT) a M
redukald redukald dinitrogenaz komplex egyik kufekérjéjét, a dinitrogenaz reduktazt
inaktivalja ADP-ribozilacioval. Az enzim Ujboli aklasdhoz az ADP-ribGzt a dinitrogenaz
reduktaz ADP-ribozilarginin glikohidroldz (DRAG) wdlitja el. Az ADP-ribozilacié egy
kulcsfontossagu regulacios mechanizmus a sok Aiientyls nitrogén-fixalas folyamatanak
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4. abra.A mono-ADP-ribozilacio, mint reverzibilis posztranglacios médositas egy

arginin specifikus ADPRT példajan bemutatva(Corda és Di Girolamo, 2003 alapjan)
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a baktérium pillanatnyi igényei szerinti dléges leallitasdban. Tobb nitrogén<kot
baktériumban is ikddik hasonlé szabalyozo6 rendszer, de nem mindetbes ismerjuk az
endogén ADPRT enzimekkel part alkot6 MARH enzimglket €és mtsai, 1989; Halbleib és
Ludden, 2000, Yakunin és Hallenbeck, 2002)S Aoelicolorgenomjaban is megtalalhatéak a
felteheben MARH enzimeket kédold gének (sajat szekvenciédsp Endogén ADP-
ribozilacios reakcioként megemlitibed Rhizobium melilotban,S. griseushan, Synecocystis
fajokban és aRhodospirillum rubrurban kimutatott glutamin szintetaz enzim modositasa
(Liu és Kahn, 1995; Penyige és mtsai, 1994; Silmé&smtsai, 1995; Woehle és mtsai, 1990),
és aMyxococcus xanthusxtracellularis fonalainak ADP-ribozilaciéja (Eastn és Dworkin,
1994). Talaltak endogén modon ADP-ribozilalt febkgt mégPseudomonas maltophitia
ban, Klebsiella pneumoniaben, Bacillus subtilisben ésMycobacterium smegmatisn is
(Edmonds és mtsai, 1989; Geipel és mtsai, 1996;dduhtsai, 1996; Serres és Ensign, 1996).
Napjainkban a genomidlis szekvencidkat és fehéjezeérkezeteket §jt6 adatbazisok
rohamosan névekédnformaciotartalmanak és a bennik valo keresésiégjiak fejpdésének
kdszonheten in silico egyre tobb, a DRAT-DRAG rendszerrel analog rendsz¢alnak a
baktériumokban. Ezek kozott vannak olyanok, amibaktérium restrikciés-modifikacios
enzimeinek szabalyozdsaban vesznek részt (de $susavind, 2012).

4.2.2. A bakterialis toxinok

A bakteridlis mono-ADP-riboziltranszferaz enzimeknyomo részét a toxinokozé
sorolhatjuk (1. tAblazat), amelyek a kérokozo $eéjebkilvilagba szekretalodott fehérjekkent
eukaridta intracellularis célfehérjéket ADP-rib@kilak és ezzel végsoron elpusztithatjak a
sejtet. Szubsztrat-specifitasuk és szerkezetlknsZendbb csoportba sorolhatéak. Minimum
hat aminosav-specifikus alosztalya van a bakteril@dPRT-oknak: az arginin-, aszparagin-,
aszparaginsav-, glutaminsav-, cisztein- és diftaspecifikus ADPRT-ok (Hassa és mtsai,
2006). Az arginin-specifikusak a leggyakoribbakz&jiik sorolhaté pl. a kolera toxin (CT), a
DRAT, azE. coli h6érzékeny enterotoxinja, @lostridium botulinumC2 toxinja, aBacillus
thuringiensis termelte VIP2 (vegitative insecticidal protein)Salmonella enteritidiSpvB-je
és aPseudomonas aerugino&xosS toxinja (Bornancin és mtsai, 1992; Fieldhoésderrill,
2008). Nem csak a bakterialis ADPRT enzimek, hamaei bakteriofag Alt enzime és az

emlosokben talalhatd ART1 és ART2 is arginin oldallanswdositanak a célfehérjéjukon
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(Aktories és mtsai, 1986; Ludden, 1994; RappuoliMEntecucco 1997; Han 1999, Otto
2000). A diftéria toxin (Wilson és Collier, 1992 &Vibrio choleraetjonnan felfedezett

1. TablazatMono-ADP-ribozilaciét katalizalé enzimek és szubgratjaik prokariétakban
(Corda és Di Girolamo, 2003 és Fieldhouse és Mg2fl08 alapjan, Deng és Barbieri, 2008
adataival médositva)

ADPRT Mely élglény termeli Szubsztratja / Az ADP-ribozilaci6 hatésa
enzim a modositas helye
TOXINOK

Exotoxin S tipusuak (a Rho-GTP4&z aktivator proteinkez kotdik):

vimentin, Ras, Rab3-4,

ExoS Pseudomonas aeruginosa Ral, Rap 1A, 2 szétkapcsolja a Ras Utvonalat
AexT Aeromonas salmonicida aktin / Argl77 gatolja az aktin polimerizaciot
ExoT Pseudomomonas aeruginosa Crkl, I gatolja a fagocitozist

VopT Vibrio parahaemolyticus Ras szétkapcsolja a Ras Utvonalat
C2 tipusuak (AB, A megduplazédasaval jott Iétre):

Vip2 Bacillus thuringiensis

lotala | Clostridium perfringens

ggtA g:gzg:g:ﬂm ggif:gl:grme aktin/Arg177 gatolja az aktin polimerizaciot
C2-I Clostridium botulinum

SpvB Salmonella enteritidis

C3 tipusuak (csak A):

C3botl | Clostridium. botulinum
és l_30t2 D, C b_a!<ter|(_)fag Rho A, B és C / Asndl gat_oI_Ja}k a Rho GTPaz
C3lim Clostridium limosum aktivitasat és
C3cer Bacillus cereus az aktin filamentumok

- széthullaséat okozzak
SDéISNCA Staphylococcus aureus Rho A, B, C, E, Rnd3 zethd 2z

¢ vimentin, tropomiozin, I P
SpyA Streptococcus pyogenes aktin / Arg17 aktin filamentumok leépiilése
CT-PT tipusuak (ABs, tébb polipeptid):
't‘cf’)':nra Vibrio cholerae gatoljak a GTP-az aktivitast
LT-A Gs, / Argl87 és allando adenilat-ciklaz
IIA_ II’B Escherichia coli stimulaciét okoznak
NarE Neiseria meningitidis Arg ismeretlen
pertussis . _ szétkapcsolja a
toxin Bordatella pertussis Gi-o, Gt-o / Cys365 G proteint a receptortd|
CARDS | Mycoplasma pneumoniae ismeretlen ismeretlen
Mtx Bacillus sphaericus (EF-Tu) ismeretlen/Arg| ismeretlen
DT tipustak (AB tipust , 3 doménes polipeptid):
?;Eﬁ]”a Corynebacterium diphtheriae

. —— EF2 / diftamid715 géatoljak a fehérjeszintézist

cholix Vibrio cholerae
Ex0A Pseudomonas aeruginosa
AexU tipusuak:
Aexy, Aeromonas hydrophylia ismeretlen ismeretlen
T AH3

Egyéb CT tipustak:

HopU1

Pseudomonas syringae

kloroplaszt- és
glicin gazdag-
RNS kot fehérjék

az RNS anyagcserére hat,
gyengiti az immunitast

INTRACELLULARIS ENZIMEK
DRAT | Rhodospirillum rubrum

| dinitrogenaz reduktaz | gatolja
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/ Arg101 a dinitrogenaz reduktazt

Arr-ms | Mycobacterium smegmatis rifampicin rezisztenssé
ArT-sc Streptomvees coelicolor rifampicin, ismeretlen | teszi a baktériumot;
ptomy ismeretlen

cholix toxinja a 2-es elongacids faktor (eEF-2}atifid oldallancat mdédositja (Jargensen és
mtsai, 2008).

A ,klasszikus” bakterialis ADPRT exotoxinok felegée, negyedleges szerkezete nagyon
soksziiti, de altalaban az A:B modellt kdveti, amelyben azlgnén az enzimaktivitassal
rendelked toxin alegység, a B domén pedig az eukariota fed§izinén €6 specifikus
receptorhoz kdtdik és/vagy transzlokaciés domén, ami az A doméittatja a sejtbe. Az A
és B egyetlen polipeptid doménjei is lehetnek [pI) vagy kiulénbé# gének altal kodolt,
azonos szignalpeptiddel a periplazmatikus térbatkigs ott holoenzimmeé 6sszeallo, 6nallo
polipeptidek (pl. CT, PT) is. A toxinok célfehérjgj és alegység szerkezetik alapjan hét
csoportba sorolhatéak (1. Tablazat) (FieldhouseMésill, 2008). Az AB-szerkezét C2
tipusba sorolhaté binaris toxinok A alegysége nexiddi B alegységgel, hanem egy Rho-
GTPaz aktivator proteinnel kapcsolodva az aktintPAfbozilalja. A C3 tipusuak egyetlen kis
A alegységhBl allnak és szubsztratjaik a kis G proteinek (pRf@). A CT-PT tipusuak tébb
polipeptidbl 6sszealld binaris toxinok, ABszerkezettel. Az ide sorolhatd kolera toxin CT-A
alegysége a gazdasejt felszinéhez valédéseért felels alegység-pentamerrel alkot komplex
szerkezetet. Az 0sszes ide tartozo toxin (pertuesgis, E. coli héérzékeny toxinjai,stb.) a G
proteineket veszi célba. A diftéria toxinhoz hasoskerkezéi toxinok az eEF-2 diftamid
oldallancat modositjak. Ezek az enzimek nagyniérédtarom doménes polipeptidek,
amelyekben a katalitikus alegység mellett kilére@eptor kotéséért és kilon a membranon
valé atjutasért felés B domén talalhatdé (Holbourn és mtsai, 2006, Felde és Merrill,
2008, Deng és Barbieri, 2008).

4.2.3. Az ADPRT enzimek konzervalt szekvencia motivnai

Az ADPRT-ok aminosav szekvenciaja igen plasztikaigz nagy variabilitast mutat a
kilénb6d enzimekben. Azonban minden eddig ismert ADPRTakea@z minimum harom
konzervalt motivumot, amelyek az aktiv centrum layuativ szerkezetét alkotva a katalitikus
aktivitasban és a szubszratspecifitasban jatsz#rakeges szerepet, és amelyekben csak
néhany aminosav &en konzervalt. Ezen oknal fogva két, télsgesen kivalasztott ADPRT
szekvenciaja csak kis mértékben hasonlé. Sok ADR&Taz aminosav sorrend 29-64%-ban
azonos, de vannak olyanok is koztik, amelyekben emégl is alacsonyabb ez az érték. Ez
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megneheziti az ADPRT-k genomi szekvencidkbdl tériarsilico azonositasat (Domenighini
és Rappuoli, 1996; Koch-Nolte, 1996; Bazan és Kohe, 1997; Okazaki és Moss, 1998).
Az utObbi években atiteredményt hozott az Uun. szerkezet alapu szekveéltesateseket
hasznalé megkozelités, amelyben a legkonzervatiaabinosavak (tulajdonképpen a mar
megismert térszerkezetekb adddbéan fontosnak tartott szekvencia elemek) ®ibz6
hasonldségot keresik, mig a varibilis koztes lawé kisebb jelerdséget tulajdonitanak. A
megszekvenalt genomokat és ismert tercier szerkemetimfehérjéket tartalmazd, egyre
bévilé adatbazisokban a PSI (Position-specific iteratBEeAST (basic local alignment
search tool) (Altschul és mtsai, 1997) keresésekkpjainkban egyre tobb, eddig ismeretlen
toxint és Uj tipusi ADPRT enzimeket kodolé gént rmmitanak, tovabba kordbban
kulonlegesnek vélt enzimeket kédolo gének szélaebetd elterjedt ortoldgjai valnak ezaltal
ismertté és egyes human PARP és ADPRT fehérjékebaks eredetére is fény deril
(Fieldhouse és Merrill, 2008; de Souza és Araviid,2).

Kordbban nyolc bakterialis toxin és a hazi tyuk FPARristalyszerkezete alapjan arra
kovetkeztettek, hogy a legtébb ADPRT enzimben Szkovaltp-lemez és egy-hélix alkotja
az aktiv centrumot. Ez a NAEKOtshelyet alkot6 és a Kkatalitikus aktivitasu
aminosavoldallancokat térben egybefoglalé szerkaratien enzimben kicsit mas, egyedi
topoldgidk szerint szervédik (Glowacki €s mtsai, 2002).

Harom konzervalt aminosavszekvencia motivum, paittioan 3 disen konzervalt
aminosav és a kevesbé konzervalt kornyezetik fatgziens szerepet az enzim
mukodésében. Az 6todiR-lemezben 1é¥ un. katalitikus glutaminsav (E) a legszigorubban
konzervalt aminosav minden eddig megismert ADPRi{&zarrol és Collier, 1984). Vannak
azonban olyan ADPRT enzimekMycobactérium smegmatig\rr-ms és homoldgjai),
amelyekben ezt a glutaminsavat aszparaginsav kesjtet Eppen ezen enzimek révén tudjuk,
hogy maga a konzervalt aminosavmotivumok altakkerzott harom-dimenzids szerkezeti
vz a lényeges az ADP-riboziltranszferaz aktivit@stiBaysarowich és mtsai, 2008). A
legtobb ADPRT-ban a mésik kétésen konzervalt aminosav az &lés a masodik béta
lemezen talalhatd arginin (R) és szerin (S). De ##tamid specifikus mono-ADP-
riboziltranszferazban, a mar emlitett Arr-ms-berhésologjaiban, €s minden ismert PARP-
ban hisztidin (H) és tirozin (Y) talalhaté az aktentrumban. Ez a kilonbség két osztalyba
osztja az ADP-riboziltranszferdz enzimeket: a kalaxinhoz hasonld, vagyis CT-csoport,
mas néven az l-es ART osztd®+S-Emotivumot, a diftéria toxinra hasonlitd6 DT-csoport
azaz a Il. ART osztaly pedig-Y-E motivumot tartalmaz (Domenighini és Rappuoli, 1,996
Koch-Nolte és mtsai, 1996; Bazan és Koch-Nolte,71$®eldhouse és Merrill, 2008).
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Az R-S-E csoportban az emlitett 3 konzervalt amamdamelyeket alahtizédssal emeliink
ki a motivumokban) harorfi-lemezen helyezkedik el. Az él$-lemezen taldlhatd az (1.)
aromas aminosav -_argininréviden R) motivum mélyen az enzim Kkatalitikus aktiv
centrumanak (regében helyezkedik el és a NAegkotésében és az aktiv centrum
integritdsaban fontos. A masodidkemezen van a (2hidroféb aminosav — szeritreonin —
szerin - hidroféb aminosamotivum (révidebbenS T-S motivum) (jellemsen egya-hélix
koveti), amely az lreg alapjat képezi és a NARubsztrat pozicionalasaban vesz részt. Az
otodik, apolarisp-lemez illetve az ennek hataran deva negyedik és o6todilg-lemezt
0sszekdt ,aktiv hely” hurok, mas néven az ARTT hurokR-ribosylating-tirn-turn loop)
tartalmazza a (3.glutamin vagy glutaminsav - barmely aminosav_- ajhihsav(réviden:
Q/E-X-B) motivumot, amelynek polaros oldallancai az aktwtoum Uregébe nyudlnak. A
masodik, alahuzott glutaminsav a legkonzervaltabbegyben a katalitikus aktivitasban
kulcsszerepet jatszé katalitikus glutaminsav, anedgzencialis az ADP-rib6z atvitelében
(transzferaz aktivitas), de a NAasitdsaban nincs szerepe. H-kotést létesit a AbOH
csoportjaval, igy a koztiterméket (ami feltételedba oxokarbénium ion) stabilizélja. Véguil
az ADP-ribGz kovalensen kiitik a fehérje specifikus aminosav oldallancahozni@oighini
és Rappuoli, 1996; Holbourn és mtsai, 2006).

E-X-E motivumot tartalmaznak az ismert mono-ADP-riboaiiszferazok legnagyobb
alcsaladjat alkot6 arginin specifikus ADPRT-ok. Hzen az ARTT hurok esszencialis a
szubsztrat kotéséhez (Glowacki és mtsai, 2002; ddwib és mtsai, 20061Q-X-E motivum
talalhatd viszont &lostridiumfajok, aBacillus cereuss kulénb6é Staphylococcus aureus
fajok altal termelt C3-szérexoenzimekben. AClostridium limosumC3 enzime aszparagin
oldallancot moédosit a célfehérjén. Ha az en@irh-E motivumaban pontmutacié segitségével
a glutamint glutaminsavv&(L-E) valtoztjuk, akkor az enzim elvesziti aszparagiacsfitasat

és arginin specifikus ADPRT enzimkéntikddik (Vogelsang és Aktories, 2006).

4.2.4. Az MTX és a pierisin-1,-2

Az eddig targyalt bakterialis toxinok gerincesektjsge hatd patogén enzimek. A
Bacillus sphaericusmosquitocidal toxinja (MTX) szunyoglarvakat pusal. Embs sejtek
nem tudjdk felvenni (ezért j6 Otletnekinhe emberre veszélytelen szunyogirtoszerként
hasznalni, de ilyen irAnyl gyakorlati felhasznal@saincs szé az irodalomban). Az MTX

katalitikus doménjét sundiszno-formahoz hasonlo rkezetet kialakitva négy darab
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ricin B-tipusu lektin (RBL) domérith 4ll6 alegység veszi kdrbe. Amint a toxin a rovar
bélcsatornajaba jut, az RBL doménekendéléokkold helyek segitségével kdtk, ezt
koveben pedig atjut a sejtmembranon. A transzlokaciivaka a katalitikus doméneket, igy
azok ADP-ribozilalni tudjak a sejtben eddig még neamonositott célfehérjét/éket,
feltételezheten Arg oldalldncon (Treiber és mtsai, 2008). Bz2X-E motivumot hordozé
enzim in vitro sejtlizatumokban szamos fehérjét arginin specéidu maddosit, plE. coli
sejtlizatumban az Tu elongacios factort (Carpuscanésai, 2006). Az enzim N-terminalis
katalitikus doménje szekvencia homologiat mutaetyssis toxin S1 alegységével, a CT-A-
val és mas bakteridlis toxinokkal (egyre csokkerértékben) (Treiber és mtsai, 2008).

Ilgen érdekes az MTX nagyfoku hasonl6sdga a répaagssztalepkeRieris rapae, P.
brassicag, tovabba hozzajuk kozeli rokon lepkefajok altaintelt pierisin-1 és pierisin-2
nevi enzimekkel, amelyek 91%-ban azonosak egymassats(iglaima-Hibiya és mtsai,

2000). A pierisinek fehérje szubsztrat helyett digdismereteink szerint az egész

2. TablazatMono-ADP-ribozilaciét katalizal6 enzimek és szubszétjaik eukaridtakban
(Corda és Di Girolamo, 2003 és Fieldhouse és Mg2f08 alapjan, Haigis és mtsai, 2006;
Kleine és mtsai, 2012 tovabba Di Paola és mtsdi2 2@lataival modositva)

ADPRT ialA , Szubsztrétja / Az ADP-ribozilacio
. Mely élélény termeli e .

enzim a modositas helye hatasa

EKTOENZIMEK
. . . . : gatolja
ART1 ember, patkany, egér integrin, defenzin 2 szubszirat aktivitasat
ART2 . . . T sejtek proliferacioja-
(A, B) patkany, egér ismeretlen/ Arg ban fontosak
ART3,-4 ember, patkany, egér ismeretlen .
ismeretlen

ARTS5 ember ismeretlen/ Arg
'(AAR;? hazi tyuk p33, aktin/ Argl8, Arg206 gatoljak

: a szubsztrat aktivitasat
ART7 hézi tyak ismeretlen
INTRACELLULARIS ENZIMEK
Pierisin-1 | répalepke . .

paiep DNS citotoxikusak
Pierisin-2 | kaposztalepke
Sir2p élesz hlszt_or)o_k, Sir2p/ a hiszt(_)r) 3
acetil-lizin deacetilaziéban

SirtuinT2 | ember albumin/ acetil-lizin kozremikodnek
SirT4 mitokondrialis GDH/ Cys gatolja
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a szubsztrat aktivitasat

ARTD10 poliubiquitin receptor p62 és MYC.
ismeretlen

ARTD15 karyopherin 31/ Ser/Thr (?)

élovilagban egyedulallé médon — a DNS-ben talalhatde?oxiguaninokat ADP-ribozilaljak
(Takamura-Enya és mtsai, 2001) (2. Tablazat). jeseVITX és pierisin-1 (és -2) kdzo6tt csak
~30% az aminosav szekvencia homoldgia, ami ~50%8rgekszik, ha csak a katalitikus
doméneket hasonlitjuk dssze. A pierisin-1 citotagikaktivitast mutat a human carcinoma
sejtvonalak ellen A DNS-hez kovalensen koti az Afiliézt, ezaltal mutaciokat indukal és
végil apopt6zishoz vezet. Mivel mindkét pierisitként a larva stadiumokban van jelen
nagyobb mennyiségben és a bab allapot kialakulasaéolecsokken a mennyisége, ezért azt
feltételezik, hogy fetizé vagy parazita szervezetek elleni védékarchanizmusként lehet
szerepe, de az is elképzethehogy apoptétikus hatdsa révén a differencialééasa
metamorfdzis soran feleslegessé valt sejtek elisddan van jeleésége.

A pierisinek és az MTX katalitikus doménjében isejevan az a harom konzervalt
szekvencia motivum, amely az ADPRT-okra jellémZAz MTX esetében az arginin
specifikus ADPRT-ok motivumai vannak jelen.QXE-X-E motivum ez esetben taHatX-E
A pierisinek ezzel szembe@-X-E motivumot tartalmaznak, amely a pertussis toxinban
(cisztein-specifikus) és C3IClostridium botulinum toxinban (aszparagin-specifikus) is
fellelhe®. A Kkatalitikus glutaminsav azonos pozicibban te& a harom fehérjében

(Carpusca és mtsai, 2006).

4.2.5. Mono-ADP-ribozilacio aStreptomyceskben

Munkacsoportunk ékzor bizonyitotta ADP-ribozilalt fehérjék jelenlétés az ADPRT
aktivitast Gram pozitiv baktériumokban, kézlllkokksnt Streptomyces grisetmsan (Barabas
€és mtsai, 1986), kébb masStreptomycestrzsekben is§. lividans S. fradiag S R61 és
R39) (Barabas és mtsai, 1988). A griseusszal végzett kisérleteikb kidertlt, hogy az
ADPRT aktivitas korfiig§, a baktérium korai fajdési stadiumaban a legmagasabb. Egy
késibbi, a spéraképzés idejével azonogpmhtban is megfigyeltek emelkedett ADPRT
aktivitast. DNazzal kezelt membranfrakciokban c®iKkADPRT aktivitast talaltak, ami a
DNS-sel asszocialt fehérjek és az ADP-ribozilaciézditi Osszeflggésre engedett
kovetkeztetni (Barabas és mtsai, 1988).

Vékonyrétegkromatografiaval, agmatint hasznalva AIbBz akceptorként sikerilt

kimutatni arginin-specifikus ADP-riboziltranszferéaktivitast S. griseusban (Penyige és

27




mtsai, 1990). A fehérjék ADP-ribozilaciojanak fildgiai szerepét vizsgalva specifikus
gatloszereket és erre rezisztens mutansokat haazkihutattak, hogy &. griseusban a
streptomycin termelését és a sporulaciot is besolyd az ADP-ribozilacié. Az aspecifikus
ADPRT inhibitorra, a 3-aminobenzamidra (aba) rdeisg mutans abban kilénb6zott a vad
tipusu szid torzstl, hogy két, ismeretlen funkciéja ADP-riboziléltHérje (egy 44 kDa-os és
egy 72 kDa-0s) hianyzott lidé (Ochi és mtsai, 1992).

Az irodalombdl ismert volt, hogy @&hodospirillum rubrurban a nagy ammonia
koncentracid esetén megjeterammonia megkotését katalizald glutamin szinté&deerje
ADP-ribozilalédik, de ez nem gatolla az aktivitAs§Woehle és mtsai, 1990).
Munkacsoportunk kimutatta, hog. griseushan a glutamin szintetaz szintén ADP-
ribozilalhatoin vitro és az ADP-ribozilacié gatolja az enzim affinitagBenyige és mtsai,
1994). AS. griseugylutamin szintetdza mas baktériumokban is ismédon adeninilalhato,
ami szintén gatolja az enzimaktivitast (Woehle ésam 1990). Az ADP-ribozilacionak a
differencialédasban és spéraképzésben betoltotbgoszerepét tamasztottak ala azoB.a
griseusNRRL B-2682 vad tipusu torzzsel és a B-2682-3 spdrazo, NAD-glikohidrolazra
mutans torzzsel kapott eredmények is, amelyeketkatarsaink az ismert ndvekedeést és
sporulaciot gatlé inhibitor, az m-aminofenilborongAPBA) hataséat vizsgalo kisérletekben
kaptak. Kidertlt, hogy az APBA kortdl és koncenibddl fliggoen gatoljaa S. griseus
csirazasat, novekedését és a sporulaciojat és @kdozw ADP-riboziltranszferaz

enzimfehérjékre is gatlo hatassal van (Penyigetéaini996).

4.2.5.1. Mono-ADP-ribozilaciéStreptomyces coelicoldvan

Munkacsoportunk K. Ochi munkacsoportjaval egyiikiodve aS. coelicolorban kezdte
el vizsgalni az ADP-ribozilaciot. Létrehoztak bemid szarmazékokra vald rezisztenciaéert
felelés brg génben (korabbaaba mutansS. coelicolortdrzseket. Azt talaltak, hogy ezekben
megvaltozik az ADP-ribozilalt fehérjék mintazatagyE92 kDa fehérje a légmicélium képzeés
kezdetekor nemuhik el, mint azt a vad fenotipus mintazata alapya@anhatnank, hanem
valtozatlanul megmarad. Mas fehérjek (39, 41, 48G2kDa-osak) viszont nem jelennek meg
ekkor a mutansban, csak a vad tdrzsben. Kimutattdgy a mutansS. coelicolor
actinorhodin termelése és légmicélium képzésevartadzenvedett. ArgA mutaciot egy Uj
lokuszra térképezték, aaraA kozelébe (Shima és mitsai, 1996). A coelicolorgenom
megszekvenalasa utan sem derilt még ki, melyiksgékvencigjaval azonosbagA lokusz.

Mivel a sejtfal morfolégidjat is érintette a mutdja, nem elképzelhetetlen, hogy egy
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Mycobacterium smegmatisbabban nikodé ADPRT enzim (talan az Arr-2) génjének
ortoldgja lehet (Letseka, 2010).

Késsbb a japan kutaték (Sugawara és kollégai) folykawaS. coelicolorban zajlo
endogén ADP-ribozilacio élettani jeléstgének vizsgalatat. E célbdl ciszteinen ADP-
ribozilalt fehérjéket izolaltak vad tipussl coelicolorl147 torzsbl affinitas kromatogréafias
eljarassal, 2-D gélelektroforézis és tomegspekttoméelhasznalasaval négy ADP-ribozilalt
fehérjét azonositottak: a MalE-t, BIbKB-t és kétipzmatikus fehérjét (Sugawara és mtsai,
2002). A BIbKB a bldK génklaszter tagja, amely egy ABC transzporterekternzo
oligopeptid permeazt kédol (Nodwell és mtsai, 1998)BIdK transzporter felés a bld
kaszkadot elinditbldJ-fliiggé extracelluléris szignal sejtbe juttatdsaért (Ohdt@98). BIdKB
a BIdK extracellularis alegysége. A MalE a malt@hésznalasaban fontos (Driessen és
mtsai, 2000). A két periplazmatikus fehérje egykaott anyagot kdt, a masik pedig elagazé
oldallanci aminosavakat kbtfehérje (vanWezel és mtsai, 1997). Mind a négyérieh
legalabb egy (1-3) ciszteint tartalmaz, és mindewgk az N terminalis végén van egy olyan
ciszteinje, amely a lipoproteinekre jellebnzszignalszekvencia lipoboxanak része. Ez a
szignalszekvencia baktériumokban nélkilozhetetlenlipmproteinek exportjahoz és a
membranon valé régzilésikhdz is (Wu, 1996). Tehatdna négy azonositott fehérje
tapanyagok, anyagcseretermékek membranon kereszilb transzportfolyamatdban
résztvev, membranhoz Kkotott lipoprotein. Sugawaraék aztetelezték, hogy ha a
szignalszekvenciaban lévCys oldallanc ADP-ribozilalodik, akkor valos#lag a fehérje
nem szekretdlodik és az N-acil-diacilgliceril-ceint Iétrehoz6 enzim nem moddositja a
fehérjét. Az ADP-ribozilaci6 tehat megakadalyozhatp fehérje kijutasat a kils
membranfélre és azt is, hogy egy lipid molekularegetlil a membranhoz Kitjon, azaz az
ADP-ribozilalt, de lipiddel nem maddosult fehérje sejtben marad és nem képes a

transzportfolymatokban ellatni a szerepét (Sugawanatsai, 2002).

4.2.5.2. A rifampicint ADP-ribozilalé (Arr) enzimek

A Streptomyces coelicolorgenom megszekvenalasa utan |éhét valt a
szekvenciahomoldgiak keresése, ezaltal deritICO2860yén altal kédolt fehérjét, hogy
a Mycobacterium smegmatizn lew Arr fehérjével mutat homoldgiat, igy feltételezbet
ADP-riboziltranszferaz aktivitasa enzim (Pallenratsai, 2001) (2. Tablazatpz Arr (mas
néven ARR) neve aldb adddik, hogy AP-ribozilalja és ezzel inaktivalja a (az USA-ban
rifampinként ismert)_ifampicint (Dabbs és mtsai, 1995; Quan és mtsa@9)9amely a
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tuberkul6zis és multidrog-rezisztef®aphylococcus aureuertozések kezelésére hasznalt
antibiotikum (Ellis és mtsai, 2009). K#sb Baysarowichéknak sikerllt 8. coelicolor
fehérjét (Arr-sc) és két homoldgjat, Mycobacterium smegmatiérr-t (Arr-ms) és a
Pseudomonas aeruginogar-2 fehérjétE. colrban termeltetni és tisztitani (Baysarowich és
mtsai, 2008). A tisztitott fehérjek hatékonyan ADIBBzildltak a rifampicint. Az Arr-ms
fehérje széles szubsztratspecifitAst mutatott, esanfampicin szarmazék ellen okozott
rezisztenciat. Lehetséges azonban, hogy a rifamplt@ni rezisztencia csak masodlagos vagy
nem vart funkcio, és emellett az Arr-ms és homalbgjas bioldgiai szerepet is jatszhatnak a
sejtben (Baysarowich és mtsai, 2008). Az Arr-msrdekes maddon fuggetlenll attél, hogy
aktiv vagy inaktiv enzim form4jaban van jelen dals®) — a DNS-ben jelenléketids torések
hatasara képes a fehérjeszintézisben részteérjek és rRNS-ek génjeinek transzkripcidjat
eés a transzlacidjat gatolni és képes az RNS-polimdd alegységéhez kdni az L11
riboszémalis fehérjén keresztul anélkil, hogy Aldzilalna a fehérjét (Stallings és mtsai,
2011). AS. coelicolorban nmiikdds Arr-sc tehat feltehéen a rifampicindl eltérs molekulakat
ADP-ribozilalva vagy mas modon meg felderitetlenldgiai funkciot lathat el.

A SigB polipeptid aé stressz indukalta szigma faktor Aetinobacteriatbrzsben, igy a
S. coelicolotban is (Cho és mtsai, 2001). A szigma faktor Bj@gen mutandl. smegmatis
DNS-ében bekovetkézketivs torések esetéaz arr gén expresszidja lecsokkent, ami arra
enged kovetkeztetni, hogy arr gén a baktériumot ért stressz tulélésében is peej@szhat
(Mukherjee és Chatterji, 2005).

Mindezen eredményeket dsszegezve sok addélt gyar dssze arrél, hogy az ADP-
ribozilacid jelends szerepet jatszhatStreptomycesk fejlodésében és differencidlodasaban.
A sokféle ADP-ribozilalt fehérje jelenléte arra lytaogy valészitileg tébb ADPRT enzim is
miikodik a Streptomycesejtekben (bar eddig csak egyet azonositottak k&zidz Arr-t,
amelynek még nem pontosan tisztazott a funkci@s)az altaluk modositott fehérjékis

nagyon limitalt a tudasunk.
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5.

CELKIT UZESEK

Az értekezésben bemutatott vizsgalatok célja a m@wkkalanyaként valasztott, a

Streptomycesirzsek kozil a legismertebb modell organizmusl&s, coelicolorA3(2)-ben

zajlé endogén mono-ADP-ribozilacié fiziologiai sepének vizsgélata volt.

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

Munkank soran ezert célulztik ki

az optimalis reakcio feltételek beallitasaSacoelicolortenyészet sejtkivonataban tev
fehérjékin vitro ADP-ribozilalasahoz.

a vad tipusu térzsben taladlhatdo ADP-riboziléltéigék izolalasat és azonositasat.

a feltételezhéen ADPRT enzimekként @hkodé fehérjek génjeinek szekvencia-
homoldgiak alapjan valé azonositasat és a génteknelsilico elemzéseét.
valamely altalunk azonositott génnek a genombd eiminalasat, azaz az adott enzimet
nem expresszalé null mutans létrehozasat.

a létrehozott null mutans fenotipusanak elemzését.

a mutans torzs komplementalasat a gén vad, gerism@génkopiajaval annak
bizonyitasara, hogy a fenotipusban bekdvetkezédibassokat az ADPRT enzim hianya
okozta.

a homoldgia keresés eredményeként ADPRT-ként aitottogénsl bebizonyitani, hogy
valéban ADPRT enzimet kodol. Az aktivitas azonasitéa vad tipusu és a mutans torzs
citoplazma  kivonatdban  kimutathaté  ADP-ribozilalt ehérjegk  mintazatanak

dsszehasonlitdsaval kivantuk elvégezni.
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6. ANYAGOK ES MODSZEREK

6.1 Anyagok

6.1.1. Vegyszerek

A kisérleteinkben a kereskedelmi forgalomban elérhéegnagyobb tisztasagu
vegyszereket hasznaltuk, még a taptalaj Ossietegetében is. Ez aldl kivételt képez a
szoOjaliszt és a csapviz az SFM taptalajban. A vaayek tobbségét a Sigma-Aldrich Kéi-t
szereztik be. A tovabbiakban azéetlters beszerzds anyagokat sorolom feBio-Rad
agardz, stripeKimmobilizalt pH-gradiens csikoka ReadyPre]y' 2-D-Cleanup kit,a IPG
pufferek és a 2-D-gélelektroforézishez szikségep/saerek.Fermentas Pfu polimeraz,
dNTP készlet, 100 bp létra, restrikcios enzimegdRI, Hindlll, Xhd, Invitrogen 1 kbp létra.
ICN Pharmaceuticals Corp. Biochemicdadenin—2,8H)JNAD* (1,11x16% Bg/mmol (30
Ci/mmol). Millipore: Centricon (Ultracell YM-3000; 3 kDa molekulatomdgzarasu)
sziréegységek YM-3 (3 kDa molekulatomeg kizarasu) Amicttmafiltracios membrannal,
nitrocelluldz membran filter (0.45 um poérusati)érMolecular Probes propidium-jodid.
PerkinElmer: Agasol. Promega: T4 DNS ligaz, proteinaz K, restrikcidos enzimdkcoRl,
Hindlll, Smd. Pierce Coomassie Protein Assay reage@Qsagen QIAprep Spin Miniprep
plazmid izolalé készlet, MinElute PCR Purificatikih, QIAquick gélextrakcios kitSpektrum
3D: tris-hidroxil-aminometan (TRIS), triklor-esetsayTCA). Reanal etilén-diamin
tetraecetsav (EDTA), dimetil-szulfoxid (DMSQ\Jlerck: 3-merkapto-etanol (ME).

6.1.2. Pufferek, oldatok

DNS munkahoz szikséges oldatok:
1xTE puffer: 10 mM Tris-HCI, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH=8,0
50xTAE puffer: 2mM Tris-acetat, 50 mM EDTA, pH=8,0
A DNS gélelektroforéziséhez hasznalt puffer 1XTAE.
10xPBS:35,6 g/l dinatrium-hidrogén-foszfat, 61,5 g/l NaCl
Propidium jodid oldat: 50 pg/ml propidium-jodid PBS-ben feloldva

Streptomycegenomi DNS izolalashoz sziikséges oldat:
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Lizis oldat: 25 mM Tris-HCI (pH=7,5), 25 mM EDTA, 0,3 M szacbar 2 U RNaz
Plazmid miniprep (,alkalikus lizis” modszerrel) ké®sekor felhasznalt oldatok:

TEG oldat: 25 mM Tris-HCI pH=(8,0), 10 mM EDTA, 50 mM gliko6z

alkalikus SDS oldat:200 mM NaOH, 1SDS

kalium-acetét oldat: 3 M KAc, 2 M témény ecetsav, pH=4,9
Cosmid DNS izolalashoz szukséges oldatok:

l. oldat: 50 mM Tris-HCI (pH=8,0), 10 mM EDTA

Il. oldat: ugyanaz, mint az alkalikus SDS oldat

lll. oldat: 3 M KAc (pH=5,5)

E. coli ésStreptomycesdrzsek tenyésztéséhez, fenntartasahoz és transaalasahoz

szUkséges oldatok:

Antibiotikum tdrzsoldatok: chloramfenicol (25 mg/ml, etanolban oldva), amfiil(50
mg/ml), apramycin (50 mg/ml); kanamycin (50 mg/ntifipstrepton (50 mg/ml); nalidixinsav
(25 mg/ml, 0,3 M NaOH oldatban)

Spoérakonzervalo oldat:0,9% NacCl, 25 mM Tris-HCI (pH=7,2), 0,001% Trit¥r100

P (protoplaszt) puffer: (Bemérések 800 ml-hez), 0,25 g3Os, 2,02 g MgCl x 6H,0, 103 g
szachar6z, 2 ml nyomelem oldat. A felhasznalas am@0 ml puffer az autoklavozast
koveten kiegésziteridaz alabbi steril oldatokkal: 1 ml KRO, (0,5%), 10 ml CaGlx 2H,O
(3,68%), 10 ml TES puffer (5,73%, pH=7,2). A nyosral oldat azonos az R5 taptalajnal
ismertetett oldattal.

Fehérie munkakhoz hasznalt oldatok:

Rehidralo puffer (IEF puffer, minta puffer): 7 M urea, 2 M thiourea, 2% CHAPS, 0,2%
3/10 IPG puffer, 50 mM DTT, 0,002%6mfenolkék

ADP-ribozilaciés puffer: 25 mM MOPS (pH=7,4), 150 mM NacCl, 2,5 mM MgCh mM
dithiothreitol (DTT), 1,3 ul/ml proteaz inhibitooktél (P8465, Sigma-Aldrich)

LA” puffer: 20 mM HEPES (pH=8.6), 150 mM NaCl, 10 mM Mg®.005% SDS, 500 mM
urea

1x 2-D futtato puffer (pH=8,2):25 mM Tris-HCI, 200 mM glicin, 1% SDS

Blue Silver fesboldat (Bemérések 600ml-hez) 0,122@omassie Brilliant Blue G-250 (0,72
9), 10% ammonium-szulfat (60 g), 10% foszforsa¥ 1ftd), 20% metanol (120 ml).

Barna Uvegben tarolando. Fehérje-elektroforéziarskapott gél festéséhez hasznaljuk.

(Ha szuikséges, akkor a differencialas desztilialhen (dHO) torténik.)
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CBB R-250 feséoldat: 0,25% Coomasie Brilliant Blue R-250, 40% metai@éh ecetsav
Fehérje-elektroforézis soran kapott gél festésdmmsznaljuk, az éhivas a szintén 40%
metanolt és 7% ecetsavat tartalmazo differencié@at@l tortéenik.

Equilibralé puffer I: 6 M urea, 2% SDS, 0,357 M Tris-HCI (pH=8,8), 30%cegiol, 1%
DTT

Equilibralé puffer Il : 6 M urea, 2% SDS, 0,357 M Tris-HCI (pH=8,8), 3@ficerol, 2,5%
joédacetamid. Az equilibralé pufferekhez a DTT-t ésjodacetamidot mindig frissen,
kozvetlendl a felhasznalasodl mérjik hozza. Mindkét puffert a 2-D gélelektn@pisnél
alkalmazott stripek equlibralasahoz hasznaljuk.

10xAA Futtat6 puffer akrilamid gélhez: 3 g/l Tris, 14,2 g/l glicin, 1 g/l SDS , (1 | dB-

ben feloldva). Akrilamid gélen tortérfuttatashoz hasznaljuk (1xAA).

Fehérje minta puffer: 50 mM Tris-HCI, (pH 6,8) (50 ml), 1% SDS (100 ni5% glicerol
(150 ml), 1%B-merkaptoetanol (10 ml), 0,05% bromfenolkék (0,5ulfya tiszta viz (690

ml). Ebben a pufferben vesszik fel a fehérje mintake8-PIBGE analizis étt.

TCA torzsoldat: 5 g TCA 3,5 ml dHO-ben feloldva. Fehérjék kicsapasahoz hasznaljuk.

I. andd puffer: 10% metanol, 0,3 M Tris (pH 10,4) Blottolasnal haspik.

[I. andd puffer: 10% metanol, 25 mM Tris (pH 10,4)

Katdéd puffer: 10% metanol, 95,9 mM glicin, 62,3 mtis (pH 9,4)

6.1.3. Baktérium torzsek

Streptomycesdrzsek:

S. coelicolorA3(2) M145 (vad tipusu torzs) SCRCPZ
(Hopwood és mtsai, 1985)

S. coelicoloMM145 ASCO5461::apimutans torzs) ASCO5461a gén helyén
apra-oriTkazetta (jelen munka)

S. coelicoloM145 ASCO5461::appWH1 (komplementalt mutans torzs)
aASCO546Imutaciot komple-
mentalja a pWH1 plazmidon be-
juttatott SCO5461gén (jelen

munka)

E. coli trzsek:
DH5a /plJ773 plazmid: pBluesti{s(+) aac(3)IVoriT(RK2) FRT helyek
kromoszomasupE44 AlacU169@80 lacZM15 hsdR17 recAl

34



endAl gyrA96 thi-1 relAl (ReDirect)

BW25113/plJ790 plazmid: plJ166R101] [repA10Xts) araBp-gam-bet-exo
kromoszoma:A(araD-araB)567 AlacZ4787::rrnB-4) lacl4000
(lacl®) 1" rpoS369(Am)rph-1 A(rhaD- rhaB568 hsdR514
(Datsenko és Wanner, 2000)

ET12567/pUZ8002 plazmid: oriT tarlaRK2 (Kieser és mtsai, 2000)
kromoszoma: dam13::Tn9 dcm6 hsdM hsdR zjj201LOr
galT22 aral4 lacY1 xyl5 leuB6 thil tonA rpsL136®Gibtsx78
mtli ginvV44 F (ReDirect)

HB101 A(gpt-proA)62 leuB6 supE44 ara-14 galkkK2 lacY1
rpsL20 (Strr) xyl-5 mtl-1 recA13(4)F

A HB101 torzset a BioRad-t6l vasaroltuk, a tobbzgia John Innes Centre (Norwich, UK)

torzsgyijteményéldl szarmazik.

6.1.4. Taptalajok, tApoldatok

A taptalajok hozzavaldinak mennyisége 1 literreatinzik. Altalaban desztillalt viz az
olddészer, az sit eltérs viz fajtajat a recept tartalmazza. Az itt kbzd@tepteket, ha mas
szerd nincs feltiintetve, egyrészt a Genetic Manipulat@nStreptomycegHopwood és
mtsai, 1985), masrészt pedig a PractiSaleptomycedsenetics (Kieser és mtsai, 2000)

kézikonyvibl vettik.

Streptomyce$drzsekhez hasznalt taptalajok:
R5 (R2YE): 103 g /l szacharéz, 0,25 g /b8Oy, 10,12 g/l MgCJ.6H,0,10 g /I gliik6z, 0,1 g/l
Difco casaminosav, 2 ml/l Nyomelem oldat, 5 g/ldoiféleszi kivonat, 5,73 g/l TES puffer

Felhasznalas étt a 2,2 g agar tartalmu 100 ml taptalajt az al&ioimnponensekkel kell
kiegésziteni: 1 ml KkPO, (0,5%), 0,4 ml CaGI2H,O (5 M), 1,5 ml L-prolin (20%), 0,7 ml
NaOH (1N).

Nyomelem oldat: 40 mg/l Zngl200 mg /I FeGlx 6H,0O, 10 mg/l CuCGlx 2H,0, 10 mg/I
MnCl; x 4H,0, 10mg/l NaB4O; x 10H:,0, 10 mg/l (NH)sM07024 X 4H,0

SFM (Mannitol Soya flour Medium, MS) (Hobbs és mtsai, 1998): 20 g mannit, 20 g sz0ja-

liszt, 1000 ml csapviz.
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Az elkészitéséhez megfaledz élelmiszer boltokban beszereshetdjaliszt midsége.
Szilard taptalaj esetén 2% agarral egészitettakskerilezés étt.

SMM (Supplemented Minimal liquid Medium): 2 g Difco casamino acid, 5,73 g TES
puffer, 2000 ml ioncserélt viz (pH=7)

SMMS: Felhasznalas étt a 3 g agar tartalmi 200 ml SMM taptalajt az hideril kompo-
nensekkel kell kiegésziteni: 2 ml 50 mM N&Dy/K,HPQ,, 1 ml 1 M MgSQ, 3,6 ml 50%-
os glukoéz oldat, 0,2 ml Nyomelem oldat (ugyanaztraz R5 taptalajnal).

SMMS+10% szachar6z:200 ml SMM taptalajhoz 3 g agar mellett 20 g szaahias adtunk,
a tovabbiakban a fenti receptet kdvettik.

YEME (Yeast extract-malt extract): 3 g/l Difco élesz kivonat, 5 g/l Difco Bacto-pepton,
3 g/l Oxoid maléata kivonat, 10 g/l gliikoz, 340 sgachar6z

Autoklavozas utan 1 litert 2 ml 2,5 M Mg8bH,O oldattal kell kiegésziteni (5 mM
végkoncentracid), protoplaszt készitése-kor 0,5¢kaBcentracioé eléréséhez 20%-o0s glicin
oldattal kell kiegésziteni (25 ml-t adni 1 literhez

Komplementalasnal &treptomyceranszformalasakor hasznaltuk ezt a taptalajt.

YMG (Yeast extract-malt extract-glucose):

4 g/l éleszt kivonat, 10 g/l malata kivonat, 4 g/l glukoz.

A Nicodinovic-féleStreptomycegenomi DNS izolalashoz hasznaltuk.

2 X YT: 16 g/l Tripton, 10 g/l élesétkivonat, 5 g/l NaCl.

A Streptomycespoérak konjugalast medeb mosasahoz hasznaltuk.

E. coli torzsek tenyésztéséhez hasznalt taptalajok:

LB (Lennox Broth) - folyékony taptalaj: 10 g/ltripton, 5 g/léleszé kivonat, 5 g/l NaCl, 1
g/l glikoz. A pH-t NaOH oldattal 7,5-re allitjuk.

LB (Lennox Broth) agar: 100 ml LB-hez 1,5 g agart adunk.

SOB (Super Optimal broth) (Hanahan, 1983): 20 g/l tripton (2%), 5 g éléskivonat
(0,5%), 5 g NaCl (0,05%), 0, 0,186 g KClI (2,5%).

A pH-t NaOH oldattal 7-re allitjuk. A steri-lezéstan lehil6 (kb. 55°C-0s) oldatot
kiegészitjuk 10 ml steril 1 M Mggloldattal és a megfelelantibiotikummal. 4°C-on tarolva
kb. 1-2 hétig stabil a tptalaj.

SOC (Super Optimal broth with Catabolite): Felhasznalas &t 10 ml SOB taptalajhoz 0,2

ml steril 1 M glikdz oldatot adunk.
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6.1.5. Vektorok

pWHM3 plazmid: A pUC19 és a plJ486 plazmid replikacios origokitk-fehér szelekciot
lehetvé tewb lacZ promotert, lacZ gént, ampicillin és thiostap rezisztencia géneket
tartalmaz. Magas képiaszarkil coli/ Streptomycesngazo vektor Streptomyceskben 100
példany jut egy kromoszémara (Vara és mtsai, 1989).
St3D11 cosmid:A SCO5461gént (pozicidja a kromoszéman: 5948080-5948694gatna
foglal6 43364 bistreptomyces coelicol@x3(2) genomi DNS szakaszt (5924481-5967844) és
kanamycin rezisztencia gént tartalmaz (Redenbachtgs, 1996).

Az 0sszes vektort a John Innes Centre (Norwich, hiKfpsitotta szamunkra.

6.1.6. Oligonukleotid primerek

A ReDirect technika etslépésében (6.2.3.1.) az aldbbi primerekkel hoiitle aSCO5461
génre specifikus végekkel rendelkeazettat:

5461F 5-CGG-AAT-GCG-TCG-CTC-CGC-GGC-CGG-GAT-CGT-ATCEIC-ATG -att-
ccg-ggg-atc-cgt-cga-cc-3’

5461R 5-CGC-TGT-TCC-TGC-GCC-CCT-GAG-CCA-GGA-CGG-CCGIFG-TCA-tgt-
agg-ctg-gag-ctg-ctt-c-3’

A SCO5461gén megszakitasanak bizonyitasahoz (6.2.3.41abhigprimerpart alkalmaz-

tuk:

StrlF 5-GCC-ACC-TAC-GGG-TGA-GAA-T-3’

Str2R  5-GGA-CGA-GGG-ATG-GGT-ACG-3’

A ReDirect technikaval létrehozdt coelicoloM1454SCO5461::apitdrzs komplementala-
sahoz sziukseéges tel8€05461gent PCR-rel szaporitottuk fel (6.2.4.) a kbvetkpemere-
ket felhasznélva:

5461HindStartF 5-CAG-GAA-GCT-TGC-ATG-ATC-CAA-CCA-CTA-GTC-TG-3
5461EcoStopR 5-CAA-TGA-ATT-CGT-CAG-TGC-CAG-GGC-TGG-TAG-3

F-fel jelolttk a forward (sense) oligonukleotidokalR-rel a reverz (antisense)
oliginukleotidokat. Vastag b#&tel kiemeltik a transzlacios start és stop kodonhoka
Aldhlzassal jeloltink a restrikcios enzim felistielyeket, amelyeket a primerek

célszekvencigjaval egyiitt a felhasznalasuknal istiek.
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6.2. Mbdszerek

6.2.1. Tenyésztési korilmények

Escherichia colitérzsek tenyésztése:
Az E. coli DH5u/plJ773, a BW25113/plJ790 és az ET12567/pUZ8002 tdrzsek
tenyésztése a ReDirect technika részletes ismeétaté olvashato (6.2.3.).

A komplementalasi kisérlethez hasznalt HB101 tdregy telepsl leoltva egy éjszakan
at 37°C-on novesztettik LB folyékony taptalajbarO2rpm-mel razogépben razatva,

papirdugéval bedugaszolt Erlenmeyer lombikokban.

Streptomyces$drzsek tenyésztése:

A S. coelicolor torzsek tenyésztése minden esetben 30°C-on tori&ntszilard
tenyészeteket termosztatban ndvesztettik, a fohyekidptalajpan esetén 240 rpm-mel
razattuk a tenyészetef tenyésztési kdrtilmények kiulonbségei egyrésaptatajvalasztasban
mutatkoztak meg, masrészt a sporakat vagy csupasaldjfellletre, vagy az erre boritott
celofanra illetve Millipore si#épapirra (Paraplan nitrocellul6z, 0,@m) szélesztettik
platinakacs segitségével.

Spoéraszuszpenzid készitéséhez térd8ygoen a megfelél antibiotikummal kiegészitett
SFM taptalajra szélesztettiik a sporakat. Egy spasapenzid elkészitéséhez 3 Petri csészére
elegend leoltani.

Az ADP-ribozilalt fehérjék vizsgalatanal szukségssjtkivonat készitéséhez 8§.
coelicolor A3(2) M145, vad tipusu, prototrof, antibiotikum rrieels térzs témény
spéraszuszpenzidjabol lemezenként x 60' spérat celofannal boritott SFM-agar taptalajra
szélesztettiink, majd 30°C-on, 36 Oran keresztilesztettik. A celofan éatengedte a
tapanyagokat és megakadalyozta a hifak taptalagbzdsat, ezzel lehiaté tette azt, hogy a
teljes micéliumtdomeget el tudjuk tavolitani a tagel.

A konjugalashoz felhasznaf. coelicolorA3(2) M145 és a konjugalas utan létrejott
mutans torzs tenyésztése a ReDirect technika tészmertetésében olvashato.

A komplementalashoz YEME taptalajon névesztettiilafead tipusu torzset.

A micéliumok faziskontraszt és konfokélis mikrospk8 vizsgélatdhoz a kész, Petri
csészékbe oOntott (apramycint tartalmazé és ankbiot mentes SMMS, SMMS+10%

szachar6z, R5 taptalajokbad®lleg 70%-0s etanolban aztatott, majd szaritott Istereg
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fedslemezeket allitottunk ~40°-os6kksszoggel. A taptalaj-fétemez érintkezéséhez spoéra
szuszpenziot fecskendeztiink, majd 30°C-on a faatskszt mikroszkopos vizsgalatokhoz 3,
4,5, 7 és 12 napig, a konfokalis mikroszkdposgatatokhoz 2 napig és 1 hétig ndvesztettik.
Az antibiotikum termelés vizsgalatahoz a szilardM®) SMMS+10% szachar6z és R5
taptalaj feluletére, a Petri csésze kozepére stidtart (Paraplan nitrocelluléz, 0,2im,
Millipore) helyeztiink és csak arra szélesztettiBkcoelicolorM145 ésASCO5461::apr
mutans spoérakat, hogy egy hét elteltével astkimicélium a papirral egyutt teljességgel

eltavolithat6 legyen.

Spora szuszpenzio készitése:

Az Osszes, altalunk haszn&treptomycesdrzset 3-3 Petri csészében, SFM taptalajon
30°C-on novesztettilk. Az egy hetes tenyészétekrsporakat steril iveggyongyokkel raztuk
le, majd steril fiziologias sooldattal lemostuk, gyongyoket is (maskor pedig steril
vattacsomoval simogattuk le 6vatosan a fel@élgtmajd 6sszedijtottik az 6sszes folyadékot
a lemez felszinét. A sporédkat steril vattacsomon &ieze mentesitettik az esetleges
nagyobb micélium tormelékelt Centrifugalassal (3000 x g, 15 perc, 4°C) eltdotiuk a
vizet, majd steril spérakonzervald oldattal eleglyitk a spoérakat. A kapott spora
szuszpenziét -20°C-on taroltuk, és a felhasznakshyy higitottuk meg, hogy kb. il
spéraszamot kapjunk.

6.2.2. ADP-ribozilalt fehérjék vizsgalata

Két kulonbosd célbdl izolaltuk az ADP-ribozilalt fehérjéket. Aegyik cél a vad
fenotipusuS. coelicolor M145 toérzsben talalhaté endogén ADPRT enzimekl #aP-
ribozilalt fehérjék azonositasa volt, MALDI-TOF tégspektrometrias analizissel. A masik

cél pedig annak bizonyitasa volt, hogy a SCO546&rfe valéban ADPRT.

6.2.2.1. Sejtkivonat készitése

A torzseket celofannal boritott taptalajra oltottld, 30°C-on ndveszettik, majd
kozvetlendl a Iégmicélium képzés kezdetitdekapartuk a micéliumot.

1.) A MALDI-TOF analizisben felhasznalt fehérjék BRaptalajon, 36 oran keresztil
novesztett M145 torzgb szarmaztak. 2.) A vad, a mutans és a komplememtddans torzs

ADP-ribozilalt fehérje-mintazatanak 6sszehasorditasad torzs antibiotikum mentes, a tobbi
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torzs apramycin tartalmi R5 t4ptalajon ndveszettoBds tenyészetéb készllt sejtkivo-

natanak felhasznalasaval tortént. A micéliumot pektuk a celofanrél és azonnal jéghideg
ADP-ribozilacios pufferben szuszpendaltuk. Ezt kéea a micéliumokat ultrahanggal
(Bronson Sonifier 250) feltartuk 2 percig, 50%-aklusokkal, a csévet kdzben jeges vizbe
allitva. A sejttormeléket centrifugalassal (3000@, 20 perc, 4°C) eltavolitottuk és a tiszta

felliliszo6t (a citoplazmakivonatot) hasznaltuk fekgt fehérjéinek tovabbi vizsgalatdhoz.

6.2.2.2. ADP-ribozilaciés reakciok

Az ADP-ribozilacios reakcié optimalizalasa [adenin?,8-HJNAD * szubsztrat

hasznéalataval:

A kisérletben SFM agaronétt, éppen a légmicélium képzésitelalld S. coelicolor
M145 vegetativ micéliumbdl készult sejtkivonatoshadltunk. A minta egyik feléhez 500
UM ADP-rib6zt, mig a masik feléhez azonos mennyiségtesztillalt vizet adtunk, majd
parhuzamosan 3-3 @sen 3-3 ml mintaval dolgoztunk tovabb. A reakciOOuM [adenine-
2,8°H]JNAD " (0.25uCi) hozzaadasaval inditottuk el és 30°C-on inkutiédt csdveket. 5 perc
utan, ezt kovéen pedig 10 percenként 100-1QBes mintakat vettink mind a hatétél,
ezek fehérjetartalmat kicsaptuk 20% triklér-ecetsav(TCA) 0°C-on, 30 perc alatt. A
kicsapott fehérjéket nitrocelluléz membran filter@illipore HA; 0,45 um porusatméy
ats#irtik. A filtert alaposan atmostuk 5%-o0s jéghidegAFaal, véguil pedig 96%-o0s etanollal.
A filtereken maradt radioaktiv jelet folyadék szdlacios mddszerrel (PerkinElmer Liquid
Scintillation Analyzer 2800 TR) mértik. A mintakhiérje tartalmat Bradford reagenssel
(Sigma-Aldrich) hataroztuk meg a gyarté utasitadapjan. Minden mintavételi §gpontban
parhuzamosan 3-3 mérést végeztink, ezek eredménydlagat abrazoltuk. Az ADPRT
aktivitast a savval kicsapott anyagba beéplilt mddivitas (d.p.m) x a fehérje tartalom (mg-
ban kifejezve)/perc értékével fejeztiik ki.

ADP-ribozilaciés reakciéo a MALDI TOF analizishez:

36 oras, SFM téptalajon, celofdnon ndveszett, éppkgmicélium képzés @t allo S.

coelicolor M145 t6rzs vegetativ micélimabdl készitettlink ldefinatot a 6.2.2.1. pontban
irtak szerint, annyi médositassal, hogy a centélfast 35000x g-vel, 30 percig, 4°C-on
veégeztuk. 30 lemedl gyijtottiink micéliumot. A sejtkivonat 8,9 mg/ml fehétrjtartalmazott.

25 ml sejtkivonatot 30 percig 30°C-on sikrazogéeppekgatva (50 rpm-mel) @hkubaltunk,
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majd 500 uM ADP-rib6zt adtunk hozza. Ezt kdest kettéosztottuk a mintat: az egyik
feléhez 200pM NAD™-ot, mig a masikhoz azonos mennyisédH,O-t adtunk, majd
folytattuk tovabbi 30 percig 30°C-on az inkubaldsz ADP-ribozilaci6 megallitdsa érde-
kében mindkét minta fehérjéit 112,5 ml jéghidegtaaeal kicsaptuk és a kicsapott fehérjéket

egy éjszakan at -20°C-on téaroltuk.

ADP-ribozilacios reakcio Rladenil*’PINAD*-dal a vad-, mutans- és komplementalt

mutans torzsek ADP-ribozilaciés mintazatanak 6sszetsonlitdsahoz:
A S. coelicolorV145 vad tipusu térzset,Sa coelicolotM145 ASCO5461::apmutans
torzset és aS. coelicolor M145 ASCO5461::appPWH1 celofannal boritott (a mutanst

apramycin tartalmd) R5 taptalajon noveszettik fehjd 6.2.2.1. pontban irtak szerint a 32
oras miceéliumokbal kiindulva sejtkivonatokat kés#iink. A citoplazmakivonatokhoz 26/
ADP-rib6zt adtunk. A reakciét 1M R[adenil*’P]NAD* (1,85x16 Bq/100 pl minta)
hozzaadasaval inditottuk el és 30°C-on 30 perdighbéltuk a csoveket, majd 1Q0 jég-
hideg 20%(w/v) triklér-ecetsavval (TCA) kicsaptukfehérjéket 0°C-on, 30 perc alatt. A
kicsapott fehérjéket centrifugalassal (12000 x gebc, 4°C) dsszedjtottik. A csapadékot
atmostuk 10%(w/v)-os jéghideg TCA-val, végil pedigtil-éterrel kétszer. A fehérjéket
egész éjszaka 4°C-on inkubalval®% (w/v) SDS oldattal kiegészitett 02x toményseg)
elektroforézis minta pufferben visszaoldottuk. ASBAGE gélelektroforézist megeben a

mintat 90°C—on 5 percig melegitettik.

6.2.2.3. ADP-ribozilalt fehérjék tisztitAsa m-aminenilboronsav-agaréz affinitas

kromatografias modszerrel

A jéghideg acetonnal kicsapott, aztan egy €jsza@k&a0°C-on térolt, a 6.2.2.2. pontban
leirtak szerint ADP-ribozilélt fehérjék tisztitagéh m-aminofenilboronsav-agardz affinitas
kromatografias modszert hasznaltunk (Bisse és Wield992; Jobs és mtsai, 1992). A
kicsapast koveét napon centrifugalassal (10000 g-vel, 10 perc, 4°C) Osszeigjiottik a
fehérjéket. SDS és urea tartalmd ,A” pufferrel dtd& vissza az lledéket. A NARal
kezelt és a kezeletlen mintdbdl szarmaz6 fehégokadt m-aminofenilboronsav-agar6z
kovalens kromatografias oszlopon tisztitottuk. Azlopot SDS és urea mentes ,A” pufferrel
mostuk addig, amig az atfolydbban mar nem volt fiehéAz oszlop specifikusan koti a

vicinalis diolokat tartalmazé molekulakat, igy abDR-ribdzt és az ADP-ribozilalt fehérjéket
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is. A glikozilalt fehérjéket is meg tudja kétni awszlop, ha jelen vannak a mintdban. A
felkotodott fehérjéket detergens nélkili, 200 mM szoraitaimu ,A” pufferrel elualtuk az
oszloprol. A fehérje tartalmu frakciok 6sszépgse utan a minta ultragzsét YM-3 (3 kDa
molekulatémeg kizarasuAmicon ultrafiltracios membrannal (Millipore, Bedfh USA)
végeztik 2 atmoszféra nyomasu nitrogén gazzal,off,&lland6 kevertetés mellett. A mintat
tovadbb tomeényitettik Centricon (Ultracell YM-300@;, kDa molekulatomeg kizarasu)
sziréegységekben (Millipore, Bedford, USA) tértént 6500-s centrifugalassal. A kezeletlen

kontroll fehérjéit ugyanilyen lépéseken kereszgititottuk, majd tomeényitettik.

6.2.2.4. SDS-poliakrilamid gélelektroforézis (SDSAGE)

A fehérjemintak futtatasdhoz hasznalt poliakrilargigl akrilamid (29,1%) és a N,N’-
metilén-bis-akrilamid (0,9%) kopolimerje, amely nfelglé monomer egységekb szabad
gyokok hatasara keletkezik. A képld szabadgydkoket ammaoénium-perszulfat (APS) adja és
N,N,N’,N’-tetrametil-etilén-diamin (TEMED) stabil&ja. A polimerizacio oxigeit elzartan,
szobalbmeérsékleten jatszddik le.

Kisérleteink soran a Laemmli-féle, azaz nem folg®iidiszkontinuus) pufferrendszert
alkalmaztuk. A gél 6sszetétele a kovetkez
13%-0s szeparald (also) geld,1% SDS, 0,1% ammonium-perszulfat, 0,05% TEMBIG
mM tris(hidroximetil)amino metan (Tris) pH=8,8, 138&rilamid tdrzsoldat
5%-0s tomorité (felsé) gét 0,1% SDS, 0,1% ammonium-perszulfat, 0,1% TEMEZh thM
tris(hidroximetil)amino metan (Tris) pH=6,8, 5% ##&mid torzsoldat

A futtatas allandé 200 V-os feszultség mellett &b percig tartott.

Az egydimenzios SDS-PAGE esetén a fehérjesdvok kula®megének
meghatarozasara a HIGH MOLECULAR WEIGHT STANDARD MIURE (Sigma)
molekulatémeg-markert hasznaltuk (6500-200000 Bégkgfestése Coomassie Brilliant Blue

R-250(Blue Silver, kolloidalis Coomassie) féstdattal tértént.

6.2.2.5. A radioaktiv fehérjék blottoldsa és radiogmm készitése

Az SDS-PAGE elvalasztast koven a gélt Immobilon P (Millipore, PVDF tipusu, 1,45
um porusméréi) transzfer membranra blottoltuk (semi-dry modsaigrrEhhez €lbb a
transzfer membrant metanollal mostuk, majd rehidkatiH,O-ben, végul Il. andd pufferrel

equilibraltuk. Az andd elektrod lemezére két rétegandd pufferrel nedvesitett Whatman
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sZirépapirt, ra egy Il. andd pufferrel nedvesitefirépapirt majd az Immobilon P membrant
helyeztik. Erre kerlt a gél majd harom rétegnytok pufferrel benedvesitett Whatman
sZirépapir, végil a katéd lemeze. A blottolast 2,1 mA/desziltséggel 1 6ran keresztil
végeztik. A blottot levefn hagytuk szaradni, majd kazettaba tettiik és egyakfs
exponalas utdn MolecularDynamics Phoshorimager éSkiiék segitségével detektaltuk a
radioaktiv fehérjéket.

6.2.2.6. Fehérjék szeparalasa 2-D-gélen

A 2-D gélelektroforézis soran a fehérjéket moletdirdaegik és izoelektromos pontjuk
szerint is elvalasztjuk, igy jobb felbontast kapangéleken.

A mintakat ebszor olyan, dire gyartott nianyag csikokra polimerizalt akrilamid
gélekre, un. stripekre vittlk fel, amelyekben aitfal pH gradienst alakitottak ki azédllitas
soran. Ezt kovéen a mintakat izoelektromosan fokuszaltuk. Ennekrsa fehérjék izoelek-
tromos pontjuk szerint valtak el egymastol.

Ezutan a stripeket equilibraltuk, majd SDS-polikhrid gélen megfuttattuk, ahol a mar
izoelektromos pontjuk szerint szétvalasztott fedérmolekulatomegiknek megfaleh
vandoroltak. A 2-D elektroforézis esetén nincs tés&g molekulatomeg-marker alkalmaza-

sara.

Fehérjetisztitds 2-D gélelektroforézishez:

100 ul betdményitett fehérjemintat (80 pg fehérieta) ReadyPrep™ 2-D Cleanup
kittel (Bio-Rad Laboratories) a gyart0 utasitasarst kicsaptunk és somentesitettiink, majd

125 pl rehidracios [IEF (isoelectric focusing) vaginta] pufferben oldottuk fel.

A stripek rehidralasa:

A tisztitott és megfeléltérfogati minta pufferben felvett (kb. 1@Bminta) mintakat egy
rehidralo talca egy—egy mélyedésébe pipettaztukaaza -20°C-rol nem sokkaloélb kivett
7 cm-es, pH=3-10 vagy 4-7 IPG strip&k(immobilizalt pH gradiens csikokrdl) csipesz
segitségével lehuztuk a \édliat, majd a valyukba hasaltattuk. 1,5 ml olaj&tiorad)
mértink minden stripre, hogy ne szaradjanak kiod#h keresztil szobéh allni hagytuk,

hogy az IPG csikokon talalhato vékony akrilamid &g magaba szivja a mintat.
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Izoelektromos fokuszalas (IEF):

Miutan az IPG stripek megduzzadtak, az olaj lesatatan géllel lefelé athelyeztiket

a fokuszalo talcara. Minden strip ala bidesztilldita tiszta vizzel atitatott 8mpapircsikot
helyeztiink az elektrédokra, a kiszaradas elkeriggdekében 1,5 ml olajat pipettaztunk a
stripekre. A fokuszal6é télcat igy helyeztik a PaotelEF Cell (Biorad) készulékbe és
elinditottuk a fokuszalast.

Az izoelektromos fokuszalas feszlltség gradienS€2i:

* 0-250V, 20 perc (egyenletes feszlltség emelés)

» 250-4000 V, 2 6ra (egyenletes fesziiltség emelés)

e ezutan 4000 V-on 10000 Vh (Volt éra) (gyors fesatidt emelés)

A stripek equilibralasa:

Az |IEF-t kovebten a stripekil leitattuk az olajréteget nedvesiisipapir segitségével,
majd a géleket egy rehidral6 talca egy-egy mély&hkedelyeztik at tgy, hogy az akrilamid
réteg felfelé nézzen. (Iigy lefedve és félidba csgmhan -80°C-on tarolhatjuk a felhasz-
nalasig.) Ezutan 10-10 perc erejéig 2,5-2,5 ml ldéalo puffer I-t, majd equilibralé puffer

[I-t mértink rajuk.

A 2-D gél futtatasa:
A stripeket a gélre helyezésietlegyenként 1xTRIS-glicin elektrod puffer 2-D tith

pufferbe meritettiik/aztattuk. Ekézben felmelegifetthagar6zbdl (0,5% alacsony olvadas-
pontd agaréz oldva 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,98S és nyomnyi Bromofenol kék
elegyében) 1-1 ml-t pipettazunk az akrilamid gékjige, és ebbe helyeztik a stripeket.
Miutan az agar0z megszilardult, a gél futtatasaMmi-Protean 2-D Cell (Bio-Rad
Laboratories) keészllékben elinditottuk. A SDS-PAf@Ezben (6.2.2.4.) leirtak szerint
Laemmli-féle pufferrendszert, 13%-0s szeparalo ¢gl5%-os tomodtgélt alkalmaztunk. A
futtatast &llandé 200 V-os feszlltséggeljtés mellett kiviteleztik. Harom, egymastol
fuggetlendl izolalt fehérje mintat szeparaltunk 2gBlen, hogy az ADP-ribozilalt fehérjek

reprezentativ mintazatat kapjuk eredmeényuil
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6.2.2.7. A fehérjefoltok tomegspektrometrias analige

A tripszinnel emeésztett fehérjek tomegspektromiatamalizisét Dr. Fazakas Ferenc
végezte a DE OEC Klinikai Kutaté Kozpontjdban. Adgék azonositasa MALDI-TOF
(matrix-assisted laser desorption/ionization - tiofeflight) tdomegspektrometrias eljarassal
tortént. Az egyes fehérjék azonositaséra a fragmatézat alapjan van letisteg.

A fehérjék gélben valoé tripszines emésztése:

A fehérje foltokat kivagtuk a Coomassie-BrillantuBtval festett 2-D gétd. A kivagott
géldarabokat ékz6r haromszor atmosva 200 mM ammodnium-bikarbornd%-os aceto-
nitril oldattal mentesitettiik a festékt(10 perc), majd eltavolitottuk a feltliszoét. Asany
hémérsékletre allitott SpeedVac-ban 40 percig széwko A beszaritott géldarabokat 30
percig, 60°C-on 5 mM DTT-t tartalmazé 25 mM MHOs-oldatbanrehidraltuk, majd
jédacetamidos alkildlas (25 pl, 55 mM IAM/25 mM BHHCO;, 30 percig, szobdim,
sotétben) kovetkezett, amelyet 25 mM ammonium-bigaatos mosas zart. Ezutan a gélben
levé fehérjéket tripszinnel (proteomics grade Trypsirofie IGD Kit, Sigma-Aldrich)
emésztettik egy éjszakan at, 37°C-on 9% acetonitnitalma 40 mM ammodnium-
bikarbonatban. A reakciéti@d 5%-o0s hangyasav adasaval allitottuk le, majdmigek gélldl
valo extrakciojat 20 perces szonikaldssal segKettulltrahangos vizfuben. A
tdmegspektrometrids analizist megéen a kinyert peptideket ZipTippel (Millipore,
Bedford, MA, USA) sbmentesitettik.

Fehérjeazonositas tdmegspektrometria seqitségével:

A mintdkat MALDI-TOF minta tartd0 lemezre csOppetiigt és a-cyano matrixban
MALDI-TOF tomegspektrografiaval (Applied BiosysterMoyager-DE-STR) analizaltuk
pozitiv ion reflektor tzemmaodban, 20000 V valtakdesziltség hasznalataval, 66%-os |ézer
intenzitassal. A védskullst kalibraciohoz standard peptidet alkalmaztunk. Aéf@geket a
peptidtdtmegek alapjan az NCBI MASCOT programjavalMaifix  Science;

http://www.matrixscience.com azonositottuk. A keresési paraméterekben a aeite

karbamidometilaciojat fix modosulasként, az ADPaglaciot pedig valtozd6 modositasként
vettik figyelembe. Ha a MOWSE (MOlecular Weight ®ba eredménye 76 vagy annal
magasabb érték volt, akkor sikeresnek vettik arfelazonositasat. A 76-nal nagyobb protein

score-ral rendelkézfehérjetalalatokat szignifikansnak értékeltik.dn€nyes azonositashoz
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a peptid fragment lefedettségnek meg kellett haéadr80%-ot.

6.2.2.8. A mbdositd csoport azonositasa HPLC-s madsrel

A 6.2.2.1. pontban lefrtak szerint késziilt M143kéepnat (500 pl) fehérjéit’fP]NAD"
felhasznaldsaval ADP-ribozildltuk, majd TCA-val &iptuk, a 6.2.2.2. pontban leirtaknak
megfeleben. A csapadékot haromszor dietil-éterrel mostulgjdmé M guanidin-HCI
koncentraciéju 500 pul 10 mM KOH oldatban felszusef@tuk. 100 pl mintat azonnal
kivettiink beble a radioaktivitas kezdeti értékének megméréséhe?’P izotoppal jeldlt
fehérjék alkalikus hidrolizishez 3 éran keresztil°@-on inkubdltuk a mintat, majd a
fehérjéket perklorsavval kicsaptuk 0°C-on egy éamaat (Jouanneau és mtsai, 1989; Ochi és
mtsai, 1992). A minta centrifugalasat (12000 x @, @erc, 4°C) koveéen a fellliszo
radioaktivitasat hataroztuk meg folyadék szcintild méréssel (Aquasol oldatha®O pl
felliliszot kiegészitettik 1@l nukleotid standard oldattal, ami 100-100 nM ADRAMP-t és
ADP-rib6zt tartalmazott. A minta nukleotid tartalimdmagas nyomasu folyadék
kromatogréafiaval (Waters 650E Solvent Delivery $yst analizaltuk. A nukleotidokat
forditott fazisi kromatogréfiaval , BST Si-100-S ©18 (250 mmx4,6 mm i.d., 5.0 um
részecske mér@t oszlopon, 1,8 ml/perc folyasi sebesseggel, azifesl B pufferbe vald
linearis gradienssel valasztottuk el.

A puffer: 10% metanol tartalmi 10 mM KPIO, (pH=6,0)

B puffer: 50 mM KHPO, (pH=6,0)

Az elualads kdézben 254 nm-en detektaltuk a nuklegatl Az atfolyé mintabol 0,5 ml
térfogatu frakciokat gyjtottink ©6ssze és szcintillacios modszerrel meértik mintak
radioaktivitdsat (PerkinElmer Liquid ScintillatioAnalyzer 2800 TR). Minden mintabdl

h&rom parhuzamos mérést végeztink.

6.2.3. AS. coelicolorM145 ASCO5461::apmull mutans létrehozasa ReDirect

technikaval

A ReDirect (Rapid Hficient Directed_Reombination_Tme saving) technikaval két f
lépésben helyettesitettik 8C0O5461gén genomialis alléljat egy apramycin rezisztencia
kazettaval (Gust és mtsai, 2003)0&0r E. colrba transzformalt, &C0O5461et és genomi

kornyezetét tartalmazo St3D11 cosmidon cseréltigkdént a kazettara helyspecifikus
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4. A A RED plazmidot tartalmazo I 1. APCR-hez

E. coli transzformalasaa SCO5461 2. Primertervezes sziikséges templat
gént hordozé St3D11 cosmiddal elkészitése
39nt
ts: (temperature-sensitive replicon) g — .
homérséklet érzékeny replikaciot -%m oriT B aacv N ori %@ 1384 bp
okoz6 szakas N
ORF ~— plJ773
39nt
cat:
chloramphenicol . 1 3. PCR acc(3)I\V: apramycin
rezisztenciaér E.coli BW25113 / pl790 rezisztenciaért felés gén

\
ts

~ LRED
< Recomb.
plasmid

oriT (origin of transfer):
-..m oriT B az RK2 plazmidbdl
i szarmazo, konjugéaciéban

sziikséges kespont

A RED gének: 5. AANRED
bet, exo ek’Ssggitik a rendszer FRT: az FLP —rekombinaz
rekombinaciot indukcioja L- 6. transzformalas felismeri ezt a szekvenciat

gam gatolja a gazda
RecBCD exonukleaz V
enzimét

arabin6zzal

E.coli BW25113 / plJ790 / cosmid

neo nea kanamycin reziszenciaért fedelgén
w ﬁ, ORF (open reading frame): nyitott leolvasasi keret,

esetiinkben SCO546 aér

s00c = 7. A hémérséklet érzékeny plJ790
A RED plazmid elvesztése 37<C-o0s
inkubalassal

37°C

E.coliBW25113 / cosmid

8. A St3D11::apr mutans cosmid izolalasa
és ellen 6rzése

9. A konjugéciot segit 6 puz8002
E:coli ET12567 | pUZ8002 / cosid plazmidot hordoz6, nem metilalé

neo E. coli ET12456 transzformalasa a
rekombinéans cosmiddal
e

10. E. coli és S. coelicolor konjugalasa

E.coli ET12567 / pUZ8002 / cosmid

< 11. A dupla crossing
[

overen keresztiilment
exkonjugansok sz (irése

ndl” S |

5. abra.A ReDirect technika folyamatabraja

Streptomyces

A szamokkal jeldlt Iépések részletes leirdsa 86a&pontjaiban taldlhato.
(http://www..streptomyces.org.uk/redirect/protoddl 4.pdf alapjan, modositva)
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rekombinacidk Gtjan. Ezt kouetn a kazettat tartalmaz6 cosmidot konjugalasstdtjuk be
S. coelicolorsejtbe, hogy ott szintén megtorténjen a mutagénio&mid €s a kromoszéma
kozott az a két atkereszteles, amely a kazetta és a gén helycseréjét ereeéaigby abra).

Azért szilkséges két |épésben végrehajtani a cgarét] a génre specifikus 5’ és 3’
végekkel rendelkézapramycin rezisztencia kazetta egy linearis PGRék, Streptomyces
ekben viszont nincs olyan rekombinaciés rendszer amely egy linearis DNS és a
kromoszoma k6zott lezajlo rekombinaciot végrehdtake erre szolgalad RED rendszeE.
coli gazdaban iikodik hatékonyan. A harom, a lambda fagok homokgpmbinéciéjdhoz
fontos géndgam, betsexqg plazmidon kédolt aE. coliBW25113/plJ790 térzsben.

6.2.3.1. A génspecifikus kazetta elkészitése PCR-re

Az apra-oriT PCR templat tisztitasa
1. Az apra-oriT kazettat hordozé plJ773 plazmidet coli DH5a. térzskbl izolaltuk GenElute

midiprep kittel (Sigma) a gyarté utasitasai szefmtabra 1. pontja).

2. A plJ773 plazmidbdl kihasitottuk restrikcios esmgssel az apramycin rezisztencia gént
hordozé kazettat. 100 pl végtérfogatu reakciobad ¢ DNS-t emésztettiink 50 EcoR|
(Fermentas) és 50 Hindlll (Fermentas) enzimekkel R pufferben (Fermentas).

3. Az emeésztést ethidium-bromidot tartalmazo, 0p®oagar6z geélen ellénztik, majd
kivagtuk a kazettat tartalmazo 1398 bp-os fragmeategélidl. A DNS-t QBIOgene-
GENECLEAN kittel a gyarté utasitasai szerint izbl&la géldarabbdl. A tisztitott kazettat 10
mM Tris-HCI (pH: 8) oldatban, 100 ng/ul oldatké@02C-on taroltuk.

PCR primerek tervezése:

A SCO5461megszakitdsahoz szukséges forward (F) primer §wvé gén transzkrip-
ciés start pontja étti 36 nukleotid és a keddATG triplet (nagy bdivel) kapcsolodik egy 20
nukleotidnyi, azapr kazetta 3'végével komplementer szekvenciaju szakasszal @is/dl).
5461F primer: 5 CGG-AAT-GCG-TCG-CTC-CGC-GGC-CGG-GAGT-ATC-CGC-
ATG -att-ccg-ggg-atc-cgt-cga-cc 3'. A reverz (R) prindgevégén a gén utolso tripletjével és
az azt kovet 36 nt genomi DNS szekvenciaval komplementer szakasshhez kapcsolddva
a kazetta 5’ végevel egye19 nt-os szekvencia talalhatd. 5461R primer: 5GcG5T-TCC-
TGC-GCC-CCT-GAG-CCA-GGA-CGG-CCG-GTBCA -tgt-agg-ctg-gag-ctg-ctt-c - 3° (5.
abra 2. pontja). A nem kivant rekombinéacids folytokaelkeriilése végett BlastN kereséssel

48



meggyzoédtlink arrél, hogy a gént és kdrnyezetét hordoz® $t3cosmidon csak egy helyet,
a SCO5461lokuszt jeldlnek ki a 39 bp-os szakaszok. Az StBZbsmid szekvencidja a
Sanger Koézpont honlap-jan talalhato (ftp.sangerkdpub/S_coelicolor/cosmid_inserts).

A StreptomycePDNS magas G/C tartalma miatt DMSO-t hasznaltunkprinerek
olvadaspontjanak megfetelhémérséklet helyett azért alkalmaztunk azéel® ciklusban
50°C, a kovetkez 15 ciklusban pedig 55°C-ot, mert a primereknekkcaa3’ harmada
komplementer a templathoz.

5 ul PCR terméket 1% agar6z gélen dileziiink. A 39 bp-os meghosszabbitasok
miatt a kazettanal 78 bp-ral nagyobb, 1476 bp-oseédket vartunk (5. abra 3. pontja).

PCR reakciok az 5461F/5461R primerparral

A PCR reakciteleqy dsszetav

5461F (Forward) (100 pmol/ul) 0,5 pl /50 pmol

5461 R (Reverz) (100 pmol/ul) 0,5 ul /50 pmol
Templat (100 ng/ul) 0,5 ul /50 rg),06 pmol
Puffer (10x) (GoTaq colorless, -Mg) 5 ul /11X

dNTP-k (10 mM) mindegyik&l 1l /50 uM mindegyikél
DMSO 2,5 pul /5%

GoTag DNS polimeraz (Promega) 1l /2,5 unit

MilliQ ultratiszta viz 36 ul

Végtérfogat: 50 pl

A ,REDIRECT” PCR program lépései: denaturacio 94¢Z perc); 10 ciklusban
denaturacio 94°C (45 masodperc), hibridizacié 50F&masodperc), szintézis 72°C (2 perc);
15 ciklusban denaturéacié 94°C (45 masodperc), diacio 55°C (45 masodperc), szintézis

7°C (2 perc); végul szintézis 72°C (5 perc).

A PCR termék tisztitasa:
A PCR termék tisztitasat MinElute PCR Purificatlotiel (QIAGEN) végeztik a gyartd

utasitasai szerint. Az vizzel elualt PCR termékdemtraciéja ~200 ng/ul volt.
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6.2.3.2.E. coliBW25113/plJ790 transzformélasa az St3D11 cosmiddal

1. Az E. coli BW25113/plJ790 torzset egy éjszakan at 30°C-on, g#i-mel razatva
novesztettiik 10 ml LB + 25 pg/ml chloramphenicdyéiony taptalajban (5. 4bra 4. pontja).
2. A kinétt tenyészettl 100 pl-t 10 ml SOB + 20 mM MgS©O+ 25 pg/ml chloramphenicol
taptalajra oltottunk at.

3. A tenyészetet 3-4 d6ran at 30°C-on tost&d®0 rpm-mel vald razatassal @~ 0,6-ig
novesztettuk.

4. Lecentrifugaltuk a sejteket (6000 x g, 5 pef€¢

5. A fellliszo ledntése utan dvatosan felszuszprikda sejteket 10 ml jéghideg 10%-0s
glicerinben.

6. A centrifugalast megismeételtiik a 4. pontbarkigzerint. A felllisz6 ledntése utdn 5 ml
jéghideg 10%-0s glicerinben szuszpendaltuk fel jeelsst, majd Ujra a 4. pontban leirtak
szerinti centrifugalas és fellliszo ledntése kéemtkt. Vegul a sejteket a ~100 pl rajtuk
maradd 10%-os glicerinben szuszpendaltuk fel.

7. 50 pl sejtszuszpenziét dsszekevertink ~ 10012 |fl) St3D11 cosmid DNS-sel, majd
attettlk egy jéghideg elektroporator kivettaba (@@) és BioRad GenePulser |l
elektroporatorral — a kovetképaraméterekkel: 2@ 25 uF, 2,5 kV — sokkoltuk a sejteket.
Az elvart idb konstans 4,5-4,9 msec.

8. A sokkolt sejtekhez a legroévidebbidbelll 1 ml jéghideg LB-t pipettaztunk, Eppendorf
cHbe attettilk és 1 6ran keresztil 30°C-on inkubaltuk.

9. A sejteket LB agar + 50 pg/ml kanamycin + 25 mlgthloramphenicol lemezekre
szélesztettuk.

10. A tenyészeteket 30°C-on inkubaltuk egy éjszaddaaasztul.

11. A Petri csészékben K telepek kodzul egyet, amely a tolitjol elkilonilten
novekedett, atoltottuk egy Erlenmeyer lombikba 5L+ 50 pg/ml kanamycin + 25 pg/ml
chloramphenicol taptalajra.

12. Az egy éjszakan at 30°C-on razatott tenyészetésnap reggel, mint adulttrat

felhasznaltuk a kdvetkézranszformalas kompetens sejtjének elkészitéséhez.
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6.2.3.3. AS. coelicolorSt3D11 cosmidot tartalmazde. coli BW25113/plJ790
transzforméalasa a PCR-rel amplifikalt kazettaval

1. AS. coelicolorSt3D11 cosmidot tartalmaZt coliBW25113/plJ790 ékenyészet 1%-at
leoltottuk 10 ml SOB + 50 pug/ml kanamycin + 25 pbémoramphenicol taptalajra, amely-
hez ezutan 100 pl 1M L-arabinéz térzsoldatot adttmokyy indukéljuk a plJ790 plazmidon
lévé L RED rendszer génjeit (5. abra 5. pontja).

2. A kompetens sejtek felndvesztésének és mosasdmedei megegyeznek ad#i elektro-
poralasnal a 3.-6. pontban leirtakkal.

3. 50 pl sejtszuszpenziot ~ 200 ng (1 pl) tisAtRER termékkel (6.2.3.1.) kevertiik dssze,
majd attettik egy jéghideg elektroporator kivettdd®2 cm) és BioRad GenePulser II
elektroporatorral — a mar ismert paraméterekkeQ2®5 uF, 2,5 kV — elektrosokkoltuk a
sejteket. Az elvart idl konstans 4,5-4,9 msec (5. abra. 6. pont).

4. ROgton 1 ml jéghideg SOC-ot tettlink a sokkgltegbez és 1 6ran &t 37°C-on inkubaltuk.
8. A sejteket LB agar + 50 pg/ml kanamycin + 50mpigdpramycin lemezekre szélesztettik.
Mivel nem volt célunk tovabbi gének megszakitasasmidon, ezért 37°C-on inkubaltuk a
transzformalt sejteket, hogy elveszitsék @ehérzékeny plJ790 plazmidjukat (5. abra 7.
pontja).

6.2.3.4. St3D11::apr mutans cosmid DNS izolalasa élendrzése

1. A Petri csészékben Kitt transzformans telepek kdzul egyet leoltottunnbLB + 50
png/ml kanamycin + 50 pg/ml apramycin taptalajr® ésan at 37°C-on razatva novesztettuk.
2. 4 ml tenyészetet 1ml-es adagokban centrifuga(@@00 rpm, 8 perc, 4°C), majd a
feltluszot leontottuk (5. dbra 8. pontja).

3. Az 1 ml kultarabdl szarmazé sejteket 100 plltlatban szuszpendaltuk fel kéricazd
segitségével.

4. Rogton 200 pl ll.oldatot adtunk hozza és 10-atergattuk fejjel lefelé a csdveket.

5. Azonnal 150 pl Ill. oldatot adtunk hozza és brsatforgattuk a csoveket.

6. Az Eppendorf csdveket centrifugaltuk (13000 rgrperc, szobah Heraeus BIOFUGE
pico centrifuga).

7. A fellluszot tiszta ébe tettik at és azonnal 400 pl 1:1 fenol/klorofaagyet tettiink
hozza. Az elvalasztast éslegitend 2 percig kémagazoval kevertettik a cstveket, majd

centrifugaltuk (az éiz6 lépésben irtak szerint).
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8. A fels fazist attettik Uj asbe és 600 pl 2-propanolt adtunk hozza. A mintakpéfrig
jégen alltak.

9. A csoveket centrifugaltuk (a 6. pontban irtagrsz), majd a feltliszo leszivasa utan 200
ul 70%-o0s etanollal mostuk az tledéket.

10. Ujra centrifugaltunk a 6. pontban irtak szeést5 percig szob&mérsékleten szaritottuk
nyitott cdHben a kicsapott DNS-t. 50 pl 10 mM Tris-HCI (pH=8pfferben szuszpendaltuk
fel a cosmid DNS-t.

A kazetta jelenlétének elleirzése a mutans cosmidban PCR-rel:

A SCO5461gén megszakitdsanak bizonyitdsaraEazcoli BW25113/ St3D11::apr
cosmid transzformansokbdl izolalt cosmidot PCRekérsriztik. A felhasznalt Strl: 5'-
GCCACCTACGGGTGAGAAT-3’; Str2: 5-GGACGAGGGATGGGTACG' primerpéar a
SCO5461gént megeizé genomi szekvencian a starétgl -24 poziciotdl indulva a gén stopja

uténi utani 504 bp-nyi genomi DNS szakasszal béagnagy a gént, vagy az azt helyettesit
kazettat szaporitja fel. Ha ez a koztes szakaszeamleti gént tartalmazza, akkor 1177 bp PCR
termeék, ha pedig a kazettat, akkor 1949 bp terneédtkezik.

A PCR reakcibeleqy 0sszetgv

Strl primer (100 pmol/ul) 0,5 ul / 50 pmol

Str2 primer (100 pmol/ul) 0,5 ul / 50 pmol
Templat (izolalt cosmid, 100 ng/ul) 0,5 ul /B®~ 0,06 pmol
Puffer (10x)(Taq puffere, - Mgl 5ul /1X

dNTP-k (10 mM) 1 pl mindegyikh /50 uM mindegyikBl
MgCl, (25 mM) 3 ul /1,5 mM

DMSO 2,5 pl / 5%

Taqg DNS polimeraz (Promega) 0,5 pl / 2,5 unit

MilliQ ultratiszta viz 33,5 ul

Végtérfogat: 50 pl

Az .ELLENORZO” PCR program lépései: denaturaci6 95°C (5 per6);ciklusban:
denaturacio 95°C (30 masodperc), hibridizacio 5@C masodperc), szintézis 72°C (1 perc
30 mésodperc); végul szintézis 72°C (10 perc).

5 pl PCR terméket elléniztiink 1% agar6z gélen. A kazetta jelenléte nli&@49 bp-os

terméket vartunk.
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6.2.3.5. A nem metilalé. coli ET12567/pUZ8002 transzformalasa, majcb.
coelicolorM145 konjugéalasa a transzformansokkal

1. Az E. coli ET12567/pUZ8002 kompetens sejtédlitasahoz a sejteket 37°C-on
novesztettiik LB + 25 pg/ml kanamycin + 25 pg/mlocaAmphenicol taptalajon, ezzel a
pUZ8002 plazmidra és@ammutaciora valo szelektalast segitettitk @. 4bra 9. pontja).

2. A kompetens sejteket transzformaltuk @iT-tartalmi kazettas cosmiddal, a 6.2.3.2.
pontban leirtak szerinti elektroporalassal. Az igglakulé transzformansokat 50 pg/ml
apramycin tartalmu taptalajon szelektaltuk.

3. Leoltottunk egy transzformans telepet 10 ml LB56@ pg/ml apramycin + 50 pg/ml
kanamycin + 25 pg/ml chloramphenicol taptalajrae§y éjszakan keresztil névesztettik
37°C-on razatva.

4. Masnap a tenyészétbl00 ml-t atoltottunk 10 ml friss LB + a fenti @pibtikumokat
tartalmazo taptalajra és ~ 4 Oraig novesztettlkC3aat:, OQyyo ~ 0,4-0,6 eléréséig.

5. Lecentrifugaltuk a sejteket (4000 rpm, 5 pef€,4JOUAN K23 centrifuga).

6. A fellliszo lebntése utan oOvatosan felszuszpenda sejteket 10 ml LB-ben, hogy
eltavolitsuk az antibiotikumokat amelyek géatolnd&teeptomyces novekedédert a mosasi
lépést a centrifugaldsokkal egyitt ismételtik,kéxtetben pedig felszuszpendaltuk a sejteket
1 ml LB-ben.

7. Amig azE. coli sejteket mostuk, addig konjugalasonként 10 plf)(treptomyces
coelicolorM145 spoéréat adtunk 500 pl 2 x YT taptalajhozigdkkoltuk 50°C-on 10 percig és
aztan hagytuk kitini (5. 4bra 10. pontja)

8. Osszekevertiink 0,5 Al coli sejtszuszpenziét és 0,5 ndgokkolt sporat. A mintat rovid
ideig centrifugaltuk (30 masodperc, 3000 rpm, sh6pBIOFUGE Pico Heraeus centrifuga).
Ledntottik a felliliszo nagy részét és a ~ 50 pladée folyadékban felszuszpendaltuk a
sejteket.

9. Higitasi sort készitettiink a szuszpenziébdl eliz0*-t5| 10“-szeres higitasig, minden
lépésnél 100 ul-es végtérfogattal.

10. Minden higitast maradéktalanul szélesztettifi1 S+ 10 mM MgC} taptalajra és
inkubaltuk 30°C-on 16-20 6ran at.

11. Felllrétegeztik a lemezeket 1 ml viz + 0,5 nadidixinsav (20 pul a 25 mg/ml
térzsoldatbol, ez az antibiotikum szelektiven Bz coli sejteket pusztitja el) + 1,25 mg
apramycin (25 pl az 50 mg/ml toérzsoldatbdl) antilkiom oldattal, amelyet egy kamaoval

Ovatosan szélesztettik a tenyészetre. 30°C-oraftit az inkubalast masnapig.
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6.2.3.6. Az exkonjugansok szelektalasa és DNS-lleabrzése

A kettos atkereszteadésen atment, apramycin érzékennyé vatreptomyceselepek

szirése:

1. Replikdztunk vagy steril fogpiszkaloval atvitkiminden egyes SFM lemezen &in
koloniat parhuzamosan LB + 25 pg/ml nalidixinsa@0rpg/ml apramycin taptalajra és LB +
25 pg/ml nalidixinsav + 50 pg/ml apramycin + 50 mgkanamycin taptalajra. A dupla
atkereszteiéses exkonjugansok kanamycin érzékenyek és apiramgzisztensek. (Az LB
gyors, nem sporulalé névekedést tesz i@t (5. 4bra 11. pontja).

2. A kanamycin érzekeny klonokat egyenként ataltotsporulalaciot élsegié SFM + 25
png/ml nalidixinsav + 50 pug/ml apramycin lemezekse86°C-on felndvesztettik.

3. A kinétt telepeket a kanamycin szenzitivitAsuk mégaésére replikdztuk vagy
fogpiszkéloval atvittik parhuzamosan LB + 25 pg/mdlidixinsav és LB + 25 pg/mi
nalidixinsav + 50 pg/ml kanamycin lemezekre.

4. A kanamycin érzékeny telepeket egyenként SFNd i&/ml apramycin lemezekre oltottuk
at és 30°C-on novesztettik spéra szuszpenzio keheit €és a génmegszakitas PCR-rel valo
ellensrzéséhez templatot szolgaltatd genomi DNS izoléli#iésziileteként.

Streptomyceg&romoszomalis (genomi) DNS izolalas:

Nikodinovic médszerét hasznalva izolaltunk genommiBINS-t (Nikodinovic és mtsai, 2003).

1. 30 ml YMG + 0,5% (w/v) glicin tartalmu taptalaj@6 éran at, 28°C-on razatva ndvesztett
tenyészet centrifugalasa (4000xg, 5 perc, 4°C) atAfiledéket kétszer mostuk 10 ml 10%
(w/v) szacharéz oldattal.

2. Az utolsé centrifugalast kovign a sejteket 10 ml lizis oldatban szuszpendakikniajd

10 mg lizozim hozzdadéasa utan 37°C-on, 20 peraggan mozgatva inkubaltuk.

3.1 ml 10% (w/v) SDS-t és 5 mg proteindz K-t (Pega) adtunk hozza és 55°C-on 1,5 6réig
inkubaltuk.

4. 3,6 ml 5 M NaCl-dal és 15 ml kloroformmal 20 q@gr 6 rpm-mel razattuk, majd
centrifugaltuk (5000 x g, 20 perc, 4°C). A vizegi$h attettiik tiszta Beckmannite.

6. 1 V izopropanollal kicsaptuk a DNS-t, majd cdagaltuk (12000 rpm, 15 perc, szolsah
BIOFUGE Pico Heraeus centrifuga).

7. 4-6 ml jéghideg, 70%-o0s etanollal mostuk és tsreatrifugaltuk (6. pontban irtak szerint).
8. 1 6ran at szobéh, leve@n szaritottuk, majd ~300-400 pul milliQ vizzel felottuk.
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A konjugansokbdl izolalt genomi DNS ellefirzése PCR-rel:

A 6.2.3.4. pontban leirt ,ELLERNRZO” PCR programmal és reakci6eleggyel, ez
esetben az exkonjugarStreptomycesl izolalt genomi DNS-t hasznalva templatként
ellendriztik, hogy a sejt erede®CO5461génje érintetlentl maradt vagy az apramycin
rezisztencia gént hordozo kazetta helyettesitiutbbi esetben 1949 bp-os PCR termékeket
vartunk. A PCR terméket tisztitas utan (QIAquickl Getraction kittel) Xhd restrikcios

endonukleazzal D pufferben (Promega) emésztveesieiztik.

6.2.4.Az S. coelicolorM145 ASCO5461::apitdrzs komplementalasa

A SCO5461gén klbnozadsa pWHMS3 vectorba:
A SCO5461gént hordozé St3D11 cosmidrol amplifikalt gént \WHM3 ingazoE.
coli-Streptomycewektorba kivantuk klénozni a lacZ promoter mogéh&h a primerekre

terveztik a megfelélrestrikcios hasitohelyeket. A polimeraz lancreakéioveten a PCR
terméket és a pWHM3 vectocoRI-gyel ésHindlll-mal (Promega) emésztettik. A gélb

izolalt inzertet és vektort ligaltuk, majd HB1&L coli sejtekbe transzformaltuk.

A SCO5461gént amplifikald polimeraz lancreakcio:

A PCR primerek 3’ végein talalhaté SC0O5461gén szekvencigjabol szarmazo, start
kodontdl indul6 20 bp-nak, illetve a stop kodonnadégzdé 19 bp-nak megfelél
komplementer szekvencia. A primerek 5’ végére padRfCR termék klonozdsahoz szikséges
megfeleb restrikcidés hasitd helyeket terveztik. A forwardnerben (5461HindStart) a start
kodon ebtt, azaz 5’ irAnyban a genomi szekvenciabol oddllbp van, ezt éki meg a
Hindlll restrikcios endonukleaz 6 bp-nyi hasitasi saicidja (aldhuzott). A reverz
primerben (5461EcoStop) a stop kodonhoz@&tTCA elé 1 bp kertlt, mellette &caRl
felisme hely kovetkezik (aldhuzott). Mindkét primer 5 &g tovabbi 4-4 bp az
endonukleaz aktivitas @&degitéséhez jarul hozza, azaz, hogy a hasitasiahBlyR terméken
ne legyen tulzottan a szekvencia végén. A primenésodlagos szerkezetét és heterodimer
képzését Oligoanalyzer 3.1 programmal ditetik (http://www.idtdna.com/analyzpr
5461HindStart primer: 5-CAG GAA GCTGC ATG ATC CAA CCA CTA GTC TG-3
5461EcoStop primer: 5-CAA TGA ATT GT CAG TGC CAG GGC TGG TAG-3'.

A reakcidban a primer kétlés |épésében hasznalifdk a primerek magas Tm pontja
(74°C és 77,9°C) miatt kissé alacsonyabb a szoks@molas szerinti (Tm-ek atlaga — 5°C)
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értéknél. A termékmennyiség megnovelése és az ifikpecsavok kikliszobolése céljabol
kilonbdd Mg?*-ion koncentraciokkal (1-1,5-2 mM), a primer kdési Iépésben kiilnbéz
hémérsékletet hasznalva (67-69-71°C) és a lanchos#aabidejének hosszat valtoztatva
teszteltik a reakciokat.

5 ul PCR terméket 1% agardz gélen ditertink. A PCR termék tisztitasat MinElute
PCR Purification kittel (QIAGEN) végeztik a cégésa szerint.

A PCR reakciteleqy dsszetav

5461HindStart primer (Forward) (5 uM) 2 pl /0,2 uM
5461EcoStop primer (Reverz) (5 uM) 2 ul 0,2 uM

St3D11 cosmid templéat (53 ng/ul) 2 ul 50/ng~ 0,06 pmol
PCR puffer (10x) (Pfu puffer-Mg) 5 ul 1X

dNTP mix (10 mM mindegyik&l) 1l / 50 uM mindegyikib
MgSOy (25 mM) 4 ul /2 mM

DMSO 2,5 ul / 5%

Pfu DNS polimeraz (Fermentas) 1l /2,5 unit

MilliQ ultratiszta viz 3 ul

Végtérfogat: 50 pl

A ,PWHM3" program Iépéseidenaturacido 95°C (5 perc); 35 ciklusban: denatarac
95°C (45 masodperc), hibridizacié 67°C (45 masagpeszintézis 72°C (1,5 perc); végul
szintézis 72°C (10 perc).

Restrikcios hasitas és ligalas:
A pWHM3 plazmidot és a tisztitott PCR terméketoRl és Hindlll (Fermentas)

restrikcidos enzimekkel, a cég leirasa alapjan Repudl 37°C-on 4 Oran at emeésztettik. A
ligdland6 fragmenteket géibizolaltuk (QIAquick gélextrakciés kittel), hogy lavagott kis
részeket eliminaljuk és ezutén ligaltunk.

A 10 ul végtérfogatu ligaz reakcidelegy Osszedtital pl T4 ligaz (3 Weiss u/ul;
Promega); 5 pl ligaz puffer (2 X); 1 ul pWHM3aAdII- EcoRI (gélksl izolalt) vektor
fragment (50 ng/ul); 2 uBCO5461 (Hindl-mal és Ecarl-gyel emészett és géalbizolalt)
inzert (50 ng/ul); 1l nukledz mentes MilliQ viz.liyalasi elegyet 16°C-on inkubaltuk egy
éjszakan at.

56



E. coli transzformalas és a transzformansok szelektalasa:

A ligalds termékekeént keletkezett a pWH1 plazmidz B coli HB101 torzsbl
elektrokompetens sejteket készitettink (Maniatis nésai, 1982), majd GenePulser I
elektroporatorral (BioRad) jéghideg elektroporakiivettaban (0,2 cm) transzformaltuk a
sejteket a pWH1 plazmiddal a kovetkeparaméterek beallitasaval: ellendllas / @00
kapacitas / 25 uF, feszlltség / 2,5 kV, ( a vas-#49 msec id konstanssal). A sokkolt
sejtekhez azonnal 1 ml jéghideg SOC-ot adtunk &&ah at 37°C-on inkubaltuk. Ezt
koveten 100 pg/ml ampicillint, 0,5 mM IPTG-t és 80 pg/iigal-t tartalmaz6 LB-agar
lemezekre szélesztettik a baktérium sejteket éségpakdn at 37°C-on ndvesztettik. A
pWH1 plazmidban apgal gént megszakitotta a beékdd SC(H461 gén, ezért a
transzformansokban nem teriddik f-galaktozidaz, amely az X-galbdl kék terméket aikita

eld.

Streptomyces$ranszformalas:

Protoplaszt eballitasa

1. 25 ml YEME téaptalajra 0,1 ml spéraszuszpenzibotimnk le és sikrazogépen lassan
mozgatva, 30°C-on , 40 éraig inkubaltuk.

2. A tenyészetet centrifugéltuk (3000 rpm, 10 péfE&, JOUAN K23 centrifuga).

3. A fellliszot leontottik és a sejteket 15 ml ikteh0,3%-0s szahardéz oldatban
felszuszpendaltuk, majd ismételten centrifugaltarik pontban irtak szerint.

4. Megismételtik az ét6 mosas és centrifugalas Iépést.

5. A fellluszot ledntottik, majd a micéliumot 8 Ripufferben oldott, sterilre 8z 4 mg/ml-
es lizozim oldatban szuszpendaltuk fel és inkuBaB@°C-on ~1 6ran keresztul. Fazis-
kontraszt mikroszkoppal ellériztik.

6. Steril pipettaval néhanyszor felszivtuk a szeszpt az esetleges micélialis gobok
megszintetése céljabol, majd tovabbi 15 percig bAkunk és Ujra mikroszképosan
ellendriztik a protoplaszt kégrést.

7. 5 ml P-puffert adtunk a szuszpenziohoz és megmitiilk az €z6 lépést. A protoplaszt
képzdeést ismét faziskontraszt mikroszképpal eleztik. (Ha nem volt kielégit a
protoplasztalds hatasfoka, akkor tovabbi 5 ml 1 mhglizozim oldattal folytattuk az
inkubalést a kivant hatasfok eléréséig, maximuméa &eresztil.)

8. A protoplasztot lestik steril vattan, hogy eltavolitsuk az esetlegan@otoplasztalodott

micélialis formakat, majd steril ianyag cébe ontoéttik.
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9. A protoplasztokat kicentrifugaltuk (4000 rpmpé&rc, 25°C, JOUAN K23 centrifuga) és a
fellilisz6t ledntottik.

10. Végezetil a protoplasztokat 10 ml P-pufferbmrsspendaltuk fel, amelgb5 mi-t -20°C-

on taroltunk késbbi felhasznalasig, a maradék 5 ml-rel kivitelezalkanszformalast.
Transzformalas

1. Centrifugaltuk a protoplasztot (3000 rpm, 7 p&8°C, JOUAN K23 centrifuga) és a
feltluszot leontottik. Az Gledéket adosnyhe Gtogetésével szuszpendaltuk fel a visszaidara
utolso csepp pufferben.

2. Hozzaadtuk a plazmid DNS-t (maximum 10 pl pusféa).

3. Azonnal 0,5 ml 25%-0s PEG tartalmu P-pufferualitmég hozza és automata pipettaban
néhanyszor felpipettazva 6sszekevertik a szusagenzi

4. 2-3 percnyi allds utan hozzaadtunk 5 ml P-pufferajd centrifugaltuk a protoplasztot
(3000 rpm, 7 perc, 25°C).

5. Lednto6ttuk a fellluszot, és ujabb 1 ml P-puféerlszuszpendaltuk fel a protoplasztot.

6. 250 ul szuszpenziot szélesztettiink R5 lemezeknekubaltuk 30°C-on 20-24 oraig.

7. 1 ml 500 pg/ml koncentracioju thiostrepton dldialemezenként 1980 ul desztillalt viz és
20 ul 50 mg/ml koncentracioju thiostrepton torzat)dfelllrétegeztilk a transzformacios
lemezeinket.

8. 30°C-on inkubaltuk a lemezeket tovabbi néhamigyamig a telepek spoérat képeztek. Két

nap utan a transzformansok telepei mar lathatoaékak.

6.2.5. Mikroszképos modszerek

6.2.5.1. Sztereomikroszkopos fotozas

Az SMMS, SMMS+10% szachardz és az R5 taptalajokireseett 2, 3, 4 napos és 1
hetes S. coelicolor M145 és aASCO5461::apr mutans tenyészetek Nikon SMZ-2T
sztereomikroszkoppal 10-60x nagyitassal latottiy@lumesterséges fénnyel atvilagitott vagy
oldalrdl napfénnyel megvilagitott felszinét Olymp@AMEDIA Digital Camera C-4000
Zoom féenyképedgéppel fotéztuk le. A 2 és 3 napos tenyészetekasdkzialtunk inkabb
mesterséges féenyt, Kdsb az antibiotikumtermelés és a Ilégmicéliumok miatt

atvilagithatatlanna valtak a tenyészetek.
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6.2.5.2. Faziskontraszt mikroszképos vizsgalat

A faziskontraszt mikroszkép lényegében egy specikbindenzorral és faziskontraszt
objektivvel kiegészitett hagyomanyos fénymikroszkdamelynek segitségével nagy
kontrasztot lehet elérni &l azaz festékekkel nem kezelheés egyéb festetlen minték
esetében is (Lodish és mtsai, 2000).

SMMS, SMMS+10% szachar6z és R5 taptalajpa allitotteg fedlemezekre
randvesztettik az M145 és a mutans MASE0O5461::apr Streptomycédrzseket. 3 nappal
a leoltds utdn a fétemezeket kihuztuk a tptalajbdl és azonnal melandixaltuk a
mintakat. A kiszéritott fetlemezeket egy csepp glicerinnel megnedvesitve lgrpzre
forditottuk. OLYMPUS BX40 mikroszképpal, 1000xnaggsal vizsgaltuk a mintakat.
OLYMPUS DP70 kameraval fotOkat készitettlink.

6.2.5.3. A Streptomyces mintdk DNS tartalmanak vizsgalata konfokalis

mikroszkoppal

A S. coelicolorM145 ASCO5461::aprmutans torzset apramycint tartalmazo, a vad
tipususS. coelicolorM145 torzset antibiotikum mentes SMMS, SMMS+10%ckmroz és R5
taptalajokba allitott Uveg fétemezekre noveszettik 2 napig illetve 1 hétig (32pontban
leirak szerint). A DNS festéséhez adlminezekre 20 pl illetve 50 pg/ml propidium-jodid
keriilt az alkoholban feftlenitett, beszamozott targylemezekre pedig 10 pividI®. A kettt
egymasra boritottuk és a felesleg leitatasa utdraakész mintakat fenyt védve egy oraig
szobaldmeérsekleten allni hagytuk. Végul a mintakat 4°Chisbe tettik.

A propidium-jodidos festéshez nem volt szikség saéte edtt mas kezelésre, mert a
metanolos fixalas permeabilizalta a membrant, igyép membranon athatolni képtelen
festékkel elérhéwé valt a DNS. Ha a festék DNS-hez ddik, fluoreszcenciajanak
kvantumhatasfoka jelefgen mega.

Dr. Vamosi Gyorgy és Kovacs Krisztina segitségev@lE OEC Biofizika Intézetében
lévé konfokalis mikroszkoppal (Olympus FV1000 Confoddicroscope) készitettik el a
felvételeket.A vizsgélatok soran 543 nm-es hélium-neon, ille#88 nm-es argon lézert és

ImageJ 1.44p programot hasznaltunk.
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6.2.6. A torzsek antibiotikum termelésének és szekcidjanak vizsgalata

Szilard taptalajon ndveszett tenyészetek antibiotitm termelése:

A Streptomyced/1145 vad tipusu és a M146SCO5461::aprmutans térzset a mutans
esetében 50 pg/ml apramycin tartalmd, a vadnalbiatikum mentes szilard SMMS,
SMMS+10% szachardz és R5 taptalajon, a lemez félédelyezett steril filteren (Paraplan
nitrocelluldz, 0,2um, Millipore) névesztettiik. A koronggal egyiitt acélium maradéktalanul
eltavolithatd egy hét elteltével, és a kiulonbdenyészetek esetében a taptalajba diffundalt
antibiotikumok mennyisége szemmel 6sszehasonlithat@lik. A leoltast kovét 3. és 7.
napon fotokat készitettink a filterkorongos tengészl, ezutan pedig eltavolitottuk a

korongokkal egytitt a micéliumot és az alatta ekszid6tt taptalajt is lefényképeztik.

Folyékony taptalajon névesztett tenyészetek-actinorhodin termelésének mérése:

A folyékony SFM-ben 4 nap alatt felnbveszistt coelicolorM145 és azS. coelicolor
M145 ASCO5461::apmutans torzs tenyészetének lecentrifugalasa a000 x g, 10 perc,
4°C) a feluluszokbadl az extracellulagisactinorhodin mennyiségét hataroztuk meg.

Ehhez a feluliszot 1IN HCI oldattal pH=2-3-ra savtotiuk, majd fél térfogatnyi
metanol:kloroform (1:1) elegyet adtunk hozza, éné®kevevel intenziven kevertettiik. A
centrifugalast (3000 g, 10 perc, 4°C) kovéen a kloroformos fazis abszorbanciajat 542 nm-
en fotométerrel mértik. Az abszorbancia aranyos eulilszé y-actinorhodin
koncentracidjaval.

Az 1 mg fehérjetartalomra vonatkoztatgtactinorhodin koncentraci6 megadasahoz a
feliluszé és az Uledék fehérje tartalmat is CoomaBsotein Assay reagenssel (Pierce)
hataroztuk meg. Az lledékben &éwmicéliumokat ultrahanggal feltartuk, majd 1 M NaOH
oldattal hidrolizaltuk 37°C-os vizfuéthen inkubalva 16 6ran keresztul. Centrifugalas (600
g, 10 perc, 4°C) utan a feltluszot semlegesite#ikiindulasi és az Uledék feldolgozasaval
nyert fellliszobadl is 20-20 pl-t 1-1 ml Coomasgietgin assay reagenssel elkeverve 595 nm-
en fotometraltuk. A fehérje mennyiség meghatardm@sdBSA (bovine serum albumin)
standard fehérje higitasi sort hasznaltunk (miesattcé protokoll, 1-25 pg/ml). A kimutatas
a Bradford eljarason alapul, azaz a CoomassieaBtilBlue (CBB) G-250 oldat savas
kozegben fehérjékkel kék komplexet képez. Az 595emmmérhet abszorbancia valtozasa
aranyos a minta fehérjetartalméaval (Kieser és msii1).
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6.3. Bioinformatikai elemzések

A S. coelicolor M145 tenyészet sejtkivonatabdl szarmazo, MALDI-TOF
tomegspektrometriaval analizalt ADP-ribozilalt fge&et a tripszines emésztéssel keletkez

peptidfragmentumok tomege alapjan az NCBI Mascaigm@mjaval [Matrix Science;

(http://www.matrixscience.cojhazonositottuk.

A S. coelicolorgenomjaban talalhato ADPRT enzimeket kédolo gémekséesét, a DNS
szekvencia adatok pozicio-érzékeny 6sszehasonlaaddCBI honlapjan talalhaté PBLAST
és PSI-BLAST (ittp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.cyi és a StrepDB adatbazisban
(http://streptomyces.org.Ukévé StrepDB BLAST szekvencia homoldgia kérggogramok

segitségével végeztik el.

A SCO5461 fehérje aminosavszekvencigj&CGD5461gen ortologjainak géntermékével
és a tovabbi homoldg fehérjékkel tbbbszoros szakmdlesztéssel hasonlitottuk 0Ossze,
amelyet a ClustalW2 programmal htip://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.hjml

végeztink, majd a a konzervalt aminosavakat a Badesl3.31 program segitségével emeltik

ki (http://bioweb.pasteur.fr/seganal/interfaces/boxstam).

A SCO5461 fehérje legvalostinb masodlagos szerkezetét az SSPRED program
(http://www.coot.embl.de/~fmilpetz/SSPRIEEBs TMpred serverh(tp://ch.embnet.qj) hasz-

nalataval kaptuk, 3-D szerkezetét pedig a {P8)tomata homoldgia modeltezszerver

segitseégével készitettik éktfp://ps2.life.nctu.edu.tv

A SCO5461 fehérje N-terminalis feltételezett szlggrekvencigjat a SignalP (3.0 verzid)
programmal littp://cbs.dtu.dk/services/SignalBlemeztik, majd a TatFind 1.4 verziojat és a

TatP 1.0 verzigjat hasznaltuk annak eldontésér@gnvaalodi Tat szignal szekvencia-e

(http://www.signalfind.orggshttp://www.cbs.dtu.dk/services/TatP-1.0

Az amplifikaciéhoz felhasznalt oligonukleotid prirek masodlagos szerkezetét és
heterodimer képzését Oligoanalyzer 3.1 programnidtp:(/www.idtdna.com/analyzer
ellerdriztik. A nem kivant rekombinaciés folyamatok elkése végett BlastN
(http://www.ncbi.nlm.nih.qgov/BLAST.c{ikereséssel ggodtiink meg arrol, hogy a ReDirect

techninka masodik lépésében felhasznalt primereBt3d11 cosmidon csak egy helyet

jeldlnek ki.
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7. EREDMENYEK

7.1. ADP-ribozilalt fehérjék azonositaséstreptomyces coelicolevol

A S. griseusszal korabban végzett kisérletek tapasztalaigyefembe véve, aigént a
fehérjék ADP-ribozilaciéjdhoz szikséges optimélisséKeti feltételeket allitottuk be.
Meghataroztuk a 36 6ras kort, SFM téptalaj felszireelofanon novesztes. coelicolor
M145 tenyészet sejtjedb készllt nyers sejtkivondehérjéibe tortéhr ADP-ribdz beépllés
idéfuggését. A mintat kettéosztottuk és az egyikegészitettik 500 uM ADP-rib6zzal.
Mindkét reakcidelegyll 3-3 parhuzamos mintat készitve 100 uM [ZBadenin]NAD (7,5
x 10’ Bq) szubsztrat hozzaadasaval inditottuk az ADBzillcids reakciét. A mintakbél a 0.,
5. percben, aztan pedig 10 percenként 100-100 pkci@elegyet kivéve folyadéek
szcintillaciés moédszerrel meghataroztuk a TCA-viasaphatd fehérjékbe tortént radioaktiv
ADP-rib6z beépilés mértékét. Az ADP-rib6zzal kiegjtett mintaban — a kontrollban
mérthez képest — folyamatosan magasabb ADPRT #idivimértink mind a harom
parhuzamos mintapar esetében.

Az 6. abran lathatd, hogy 30 perc utan csokkendkaeZehérjékbe beépillt ADP-riboz
mennyisége. Ennek valosilag az az oka, hogy a citoplazma kivonatbans I&NAD
glikohidrolaz elbontja a NADot, az ADP-rib6z-fehérje glikohidrolaz pedig lefijsa

14000 4

12000 4
10000 + ADP-rib6z
2000
G000 7

4000

A fehérjékbe beépiilt
radioaktivitas mértéke
(dpm x mg fehérje")

At kontroll

1dé (perc)

6. abra.A fehérjékbe tértené ADP-rib6z beépllés idfliggésének és a mintahoz
adott ADP-rib6z hatasanak vizsgalata SFM-agaron néesztettStreptomyces
coelicolorM145 micéliumbdl nyert sejtmentes citoplazma kivoatban

Minden adatpont harom fiiggetlen mérés eredményéihesiia.
m: kontroll minta, A : 500 uM ADP-rib6zzal kiegészitett minta.
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fehérjékbe beépllt ADP-ribdzt. A mintdhoz adott AB%Hz gétolja az ADP-ribdz-fehérje
glikohidrolazt, ezért nagyobb mérték- a kontrollban mérthez képest — a ,hideg” ADP-
rib6zzal kiegészitett mintakban az ADP-rib6z beépill A jeldletlen ADP-rib6z
hozzaadasaval azt is biztositjuk, hogy csak az ADBRzim katalizalta enzimatikus fehérje
ADP-ribozilaciét mérjuk, ugyanis a nagy feleslegléwd hideg ADP-rib6z megakadalyozza,
hogy a citoplazma kivonatban BWAD glikohidrolaz altal a radioaktiv NADboI eBallitott
jelzett ADP-rib6z nem enzimatikus aton, Schiff saképzéssel beéplljon a fehérjékbe
(Penyige és mtsai, 1990).

Az optimdlis reakci6 il meghatarozasa utdn megprobaltuk azonosit&hi @elicolor
sejtkivonatdban kimutathatdé ADP-ribozilélt fehégékA modszertani részben leirt médon
celofanon, SFM taptalajon novesztett, 36 0r&s, coelicolor M145 tenyészet sejtjeit
ultrahanggal feltartuk és centrifugalassal letkdpik a sejttormeléket. Ezutan a sejtmentes
citoplazmakivonatot 30 percig 3D-on ebinkubaltuk, majd kettéosztottuk. Az egyik
mintahoz szubsztratként 250 uM jeldletlen NA@ adtunk, a masik mintahoz azonos
térfogatl dHO-t, majd a tovabbiakban mindkét mintat azonos lkdéiyek kdzoétt kezeltik.
30°C-on 30 percig tartd inkubalast kogenh a reakciot 9x-es térfogatnyi jéghideg aceton
hozzdadasaval Allitottuk le, a fehériéket egy &pmzaat -20C-on tartva csaptuk ki. A
kicsapott fehérjeket 150 mM NaCl-t, 10 mM Mg&| 0,005% SDS-t és 500 mM ureéat
tartalmaz6 20 mM-os HEPES pufferben (pH 8,6) fedgpendaltuk és a mintakbdl az ADP-
ribozilalt fehérjéket m-aminofenilboronsav affirsi@omatografias eljarassal tisztitottuk
tovabb. Az affinitaskromatogréfias oszloprél 200 ndborbitollal oldottuk le a fehérjéket,
majd — YM 3000-es filtert hasznalva — ultraszssel bekontcentraltuk.

A mintakbol szarmazo6 fehérjéket 2-D SDS-PAGE gélélasztottuk szét és Coomassie
Brillant Blue oldattal megfestettiik. Amint az adbran lathatd, a kontroll, nem ADP-riozilalt
mintaban is talalhatoak fehérjék. Ezek poziciojakgylatiiag megegyezik egyes, az ADP-
ribozilalt mintabdl izolalt fehérjék poziciojavdteltételezhéten a kontroll mintdban lathatd
fehérjék endogén médon ADP-ribozilalt fehérjék, brakrdl a 30 perces 8inkubalas alatt a
ADP-ribozil-protein glikohidrolaz nem tavolitottd az ADP-rib6z csoportot. Az m-amino-
fenilboronsav-agar6z oszlophoz vicinalis diolt akmaz6 glikozilalt fehérjék is kéthetnek,
ezeknek a kontroll mintdban is jelen kell lennilkkgyes baktériumokban irtak méar le
glikozilalt fehérjéket, pl. Clostridium és Streptococcus térzsekben, Mycobacterium
tuberculosisban, de Streptomyceskben méeg nem talaltak glikozilalt fehérjét (Messn
2004). Ennek ismeretében, 6vatossagbol, csak ardlombintahoz viszonyitva Gjonnan

megjeled vagy Iényegesen megnovekedett mennyigégérjéket vettilk ADP-ribozilaltnak.
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7. dbra.Az in vitro ADP-ribozilalt mintabdl és a kezeletlen kontroll gjtkivonatabdl
izolalt ADP-ribozilalt, 2-D gélen szétvalasztott feérjék mintazata

A kontrollhoz viszonyitva lényegesen intenzivelliefdleg tjonnan megjelénfoltokban lev
fehérjéket tekintettilk enzimatikusan ADP-ribozil&hériének.A.: A nem ADP-ribozilalt
kontroll mintabdl szarmazo fehérjék mintdzadda Az in vitro ADP-ribozilalt mintabdl
szarmazo6 fehérjék mintazata. A szogletes keretb&lfofoltokban egy fehérje kilénbéz
izoformdi vannak jelen, ezek keletkezése poszittao®s modifikaciéval vagy spontan
dezaminacioval magyarazhato; a korokbers lioltok pedig egy adott fehérje két izoformajat
tartalmazzak: az eredeti fehérjét, ill. az ADP-gibé@lt format.

ADP-ribozilalt fehérjék azonositasa tomegspektrometas modszerrel

A Coomassie Blue-val festett 2-D gélendéwltokban talalhaté fehérjek azonositasara
gélben tortéd tripszines emeésztést és a fragmentek MALDI-TOF smédel torted
analizisét hasznaltuk, amelynek eredményét a Pazdibtartalmazza. A mintabdl 8 fehérjét
tudtunk azonositani, amelyek 10 efi@ozicidéban talalhatéak a gélen (7. abra, 3. tahjaz

Az l-es szamu, kerettel jel6lt csoport minden &ign aSCO5477gén terméekének
izoformait sikerult azonositanunk. A SCO5477 feléepgy oligopeptid ABC transzporter
ligand-kot, periplazmatikus lipoprotein alegysége. S&05477gén abldKB paraldgja. A
BIDKB fehérjéhez hasonléan a SCO5477 fehérje italtanzza LLTTAACG, a fehérje
lipiddel valé6 modositasahoz szikséges motivumataésszirileg egy membran felszinéhez
kotott fehérje. A csoport minden izoformajanak poja a teljes fehérje ismert
molekulattmegének megfetel A foltok pl—ja viszont a vart értékhez képestcatmyabb,
amit magyarazhat a fehérje ADP-ribozilacidja [eggativ toltést hordozd foszfat csoport
[D,2 egységgel csokkentheti a fehérje izoelektropm#jat (Vincent és mtsai, 1999)]. Az

elnyult 2-es foltban a glutamin szintetaz |1 (GSInA&; glutamat-ammaonia-ligaz) enzimfehérje
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talalhatd, amelyet 8C021983én kbddol. A fehérje molekulatdmege és izoelektremontja
is megfelel aS. coelicolor GSI aminosavsorrendjéb szamitott értékeknek. A foltokban
talalhaté mindegyik fehérjéb sikertlt MALDI-TOF analizissel azonositani azt385-420
aminosavakat tartalmazo triptikus fragmentet, abmatyaz adenililalhato, konzervalt Tyr-397
talalhatd. A fragment 2807,4 Da-os moltdmege aztatjay hogy a mintankban a GSI nem
volt adenililalva a konzervalt Tyr-397-en.

A 3-as foltbdl egy feltételezett periplazmatikubégét, a SCO2008-at azonositottuk. Ez

a fehérje is egy ABC transzporter komplex periplattkus, elagazo lancu aminosavatdkot

A.
a: 1699.8 Da b: 2123.1 Da
A
s f ~
207 TGAAGVLVGFGGGAAHTRNVLGIQVPMATAVADVAAA RR 245

B.

a

AU l

b
)l H‘ ‘ wl““" [N
500 1160 17|00 23‘00 29‘00 35‘00

C.

at+ b+
| Lo N

T T T T T
700 1200 1700 2200 2700 3200
m/z

8. bra.A 4-es és 5-0s foltbdl izolalt IMPDH triptikus peptdfragmentjeinek aminosav
sorrendje (A.) nyilakkal jel6lt poziciojuk a médostatlan fehérje MALDI-TOF
tomegspektrogramjan (B.), az 4-es foltban talalhatdkét kilénbdzs argininen is ADP-
ribozilalt, az eredetihez képest megndvekedett mdalatomegii peptidfragmenteknek
megfeleb csucsok (a, b+) tdmegspektrogramon (C.)
A vastag bdivel kiemelt argininek a feltételezett ADP-ribozilaminosavak az IMPDH-ban.
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lipoprotein alegysége. Ezt a fehérjét cisztein kkdi@on ADP-ribozilalt formdban Sugawara
és munkatarsai is azonositottdk mar korabban (Sargeg@s mtsai, 2002).

A 4-es és az 5-0s foltban az inozin-5-monofosaiéhidrogenaz (IMPDH) fehérje
talalhaté. Az 5-6s folt helyzete megfelel a moédosit nélkuli teles IMPDH
molekulattmegének és pl értékének. A 4-es foltbaw lizoforma kissé nagyobb
molekulatémed, de pl-ja alacsonyabb, mint a fehérje eredetiaply MASCOT web alapu
kere$programban a poszttranszlaciés modifikacios ledegek bedllithsasaval sikerdlt
azonositanunk, hogy a fehérje a 207-225 és a 23@riptikus peptid fragment témege a vart
1699,8 Da és 2123,1 Da értékekhez képest 541 Dasrghdvekedett (2240,8 Da-ra és
2664,1 Da-ra). A fragment nagyobb molekulatdmegeyikegaminosavanak ADP-
ribozilacidjaval magyarazhato. A peptidfragmentekl&ise alapjan megallapithatd, hogy az
IMPDH két kulonb6d helyen lehet ADP-ribozilalva. Miutan mind a kéagment tartalmaz
Arg-t, lehetséges, hogy a Arg-225 és az Arg-244éa rkodositott aminosav. Ezek a
fragmentek az IMPDH egyik &en konzervalt régidjanak a részét alkotjak (8ajbr

A 6-0s foltban a SCO1968 fehérje azonosithato. dgyzfeltételezett szekretalt hidrolaz,
amely a glikofoszfopirol-diészter-foszfodiészte®saladba tartozik. A fehérje pl-ja — a 2-D
gélen elfoglalt pozicidja alapjan — alacsonyabb,ntma fehérje eredeti pl-ja. A
molekulattmege kis mértékben alacsonyabb a fehigémert moltomegénél. Az irodalmi
adatok alapjan ismert, hogy egyes ADP-ribozilalthéigek esetében megfigyeltiet
elektroforetikus mobilitas valtozas, ami lehet alészolagos molekulatdomeg csokkenés vagy
novekedés is (Bornancin és mtsai, 1992; Vincemai, 1999).

7-es és 8-as foltbdl a FolD (metilén tetrahidrafoldehidrogenaz/tetrahidrofolat
ciklohidrolaz; génje &C04823 bifunkcionalis proteint azonositottuk. A 7-estfean a FolD
pontja. A 8-as foltban lévfehérje tripszines emésztésével kapott fragmekibekl hianyzott
a 158-166 peptid fragment (885,5 Da), viszont megjeegy Uj, 1426,4 Da-os fragment, a
kilonbség itt is 541 Da, ami megfelel az ADP-ribdaltémegének. Az Gjonnan megjelent
fragmentumban talalhatd Arg-166-ot tartjuk a naggplosziiséggel ADP-ribozilalt
aminosavnak.

A 9-es foltban &8C0O6108elzédi fusH gén termékét, a FusH feltételezett extracellularis
észterazt sikertlt azonositani. Ez egy szteranvaamtibiotikumra, a fuzidinsavra specifikus
észteraz, amely hidrolizalja és ezzel inaktivajjaaatibiotikumot (Haar és mtsai, 1997). A 9-
es foltban 1€ fehérjének azonban sokkal alacsonyabb a moleknkgé és savasabb a pl-je,

mint az eredeti, nem maddositott proteinnek. A FusiholdgjaStreptomyces lividansan
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egy prekurzor (zimogén) fehérje (UniProt: Q5434m)jksl az aktiv enzim limitélt proteolizis
hatdséara alakul ki és szekretalt extracellularsrekent latja el a funkciojat. A 9-es a foltban
talalt fehérje nem a teljeS. coelicolor FusH fehérjét reprezentalja, hanem nagyjabdl a
molekula felét kited fragment.

A 10-es foltban &8CO762%¢én terméke, a SpaA fehérje taladlhatd, amely a olasdv
racemaz/mukonsav laktonizal6 enzimcsaladba tartoXikSpaA azE. coli RspA éhezés
indukalt fehérjéjének a homoldgja (Huisman és KoltE994; Piette és mtsai, 2005). A
modositas helye ismeretlen ebben a proteinben, I navéoltban talalt fehérje tripszin

fragmentjei csak a SpaA fehérje C-terminalisateeentaljak.

3. tAblazat.A Streptomyces coelicoloM145 torzshil izolalt és a 2-D gélen megjel6lt 10

foltbol (F) MALDI TOF analizissel azonositott nyolg in vitro ADP-ribozilalt fehérje

jellemzéi.
Loz Molekulatomeg
. - Feltételezett vagy Sze_kref: 105 és pl Szekvencia
F Gén Fehérje - - szignal- . !
ismert funkcid . vart lefedettség
szekvencia | -z--=mgmstoensee-
€s mért értéke
. Transzport: .
_feltetele_zet'g egy ABC transzporter .N termlr_1a||s, 65,3 kDa; 6,5
1 | SCO5477 oligopeptid kod komolex ligandka lipoproteinekre 654 kDo 5 8 41%
lipoprotein P 9e jellemz 5.4 kDa; 5,
alegysége
2 | SC0O2198 glutamin-szintetaz ww nincs 22,6 kDa; 5,3 55%
N,-asszimilacié 52 kDa; 5,3
Transzport: ) -
feltételezett egy ABC transzporter N termllnahs, 43,5 kDa; 5,5
3 | SCO2008 . o 1 . . liporoteinekre 47%
aminosavkdt lipoprotein komplex ligandkdd ellemzb 44 kDa; 5.4
alegysége J
4 L . . 40,1 kDa; 5,9
4 inozin-5’-monofoszfat- Metabolizmus: . o
(;S SCO4771 dehidrogenaz (IMPDH) | nukleotid bioszintézis nincs 40 kDa; és%% 83%
. Metabolizmus: N-terminalis, .
6 | SCO1968 szeflfrlreetztlehzigﬁ)léz glicero-foszfodiészter- | valészirileg géigDa:i 44%
foszfodiészteraz levagodik a o
FolD Metabolizmus:
7 (metilén tetrahidrofolat a tetrahidrofolat 29,8 kDa;6,3
és | SC04824| dehidrogenaz/ metilén 1 szénatomos nincs 30 kDa; 6,3 51%
8 tetrahidrofoléat modosulatainak egymasha €s 6,1
ciklohidrolaz) alakitasa
hidroféb,
FusH - . ._| membrant atér| 55,4 kDa; 5,9 0
9 | SC0O6108 (szekretalt észteraz) fuzidinsav rezisztencia N-terminlis 58 kDA, 5.4 31%
domén
Metabolizmus:
SpaA mandulasav racemaz . 45,2 kDa;, 5,9 0
10 | SCO7629 (éhezés-indukalta enzim) /mukonsav laktonizald nines 24 kDa; 5,7 33%
enzimcsalad tagja
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7.1.1. A médosito csoport azonositasa HPLC-s modszs

Annak bizonyitasa érdekében, hogy az ADP-ribozikaeakciobdl izolalt fehérjékhez
valéban ADP-rib6z kapcsolodik, magas nyomasu fadkdomatografia segitségével
azonositottuk a moédositott fehérjék hidrolizigiékeletked radioaktiv nukleotidot. Ehhez az
ADP-ribozilaciés reakcio igfliggésének vizsgélatahoz hasznalt sejtkivonat eitésvel
azonos moédon készitettiink sejtkivonatot, amely rfétiéradioaktivan jeldlt ¥P]NAD"
szubsztrattal ADP ribozilaltuk és TCA-val kicsaptugyanugy, mint azt mar fentebb is
leirtuk. A csapadekot dietil-éterrel mostuk, majdagidin-HCI tartalmi KOH oldatban
felszuszpendaltuk. 100 pl mintat azonnal kivettibédsle, hogy folyadék szcintillacios
médszerrel a radioaktivitas kezdeti értékét megikérp 2P izotdppal jelélt fehérjéket az
KOH-o0s alkalikus hidrolizisiiket kowén perklorsavval kicsaptuk. A lecentrifugalt minta
fellluszéjanak radioaktivitasat folyadék szcintltés méréssel hataroztuk meygfeliliszot
ADP, AMP és ADP-rib6z tartalmu nukleotid standarddattal egészitettik ki, hogy ezek

jelenlétét magas nyomasu folyadék kromatografideatlitott fazisi C18 oszlopot hasznalva

A ADP ADP-rib6z AMP
H 0,5 ‘$
UV abszorbancia *
254 nm-en

(tetsBleges egység)*®

8 10 12 14 16

L}
N
(o]

Id6 (perc)
B 10000 1 ADP-rib6z
8000 1
» AMP
Bq / frakcio 60001
400011
ADP
2000 1

0

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
1d6 (nerc

9. 4bra.S. coelicolorM145-bél késziilt sejtkivonat ebzéleg [F°PJNAD*-dal inkubalt
fehérjéinek alkalikus hidrolizisét kdveté forditott fazisi HPLC analizis eredémye

A. A mintaban lé¥ nukleotidok ellciés mintazata, a csucsok balrbbja az ADP, az ADP-
ribdz és az AMP jelenlétére utalndk. A kilénb6z frakcidk folyadék szcintillaciéval mért
radioaktivitas-értekei.
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detektalhassuk és igy kulonkioizakciokba tudjuk ggjteni a lehidrolizalt, radioaktivan jel6lt
nukleotidokat. Az eludlt frakciok radioaktivitas&zcintillaciés szamlaléval mértik. A
haromszoros parhuzamos kisérlet eredményei Ossmprsk. Az ADP-ribdzzal egyitt
eludltuk a legtbbb radioaktiv nukleotidot (58,1%2t kovette az AMP-vel egyutt elualodo
radioaktiv AMP (37,7%). Csak egy kicsi frakcion$,1%) radioaktiv nukleotid elualédott az
ADP-vel egyiitt (9. abra).

7.2. ADPRT enzimet kodolé gén azonositasasa coelicolorban

Noha mar évekkel ez#t kimutattuk a fehérjék ADP-ribozilaciét Streptomycegkben,
a sejtekben jelenlév ADPRT enzimet nem tudtuk izolalni. Sajat valamBiagawara és
munkacsoportja altal publikalt eredmények alapgenivalosziti, hogy aS. coelicolorban
Arg és Cys oldallancra specifikus ADP-riboziltrafesaz enzimek is jelen vannak (Penyige
és mtsai, 1990; Sugawara és mtsai, 2002).

Az S. coelicolor genomban megtalalhatd #&lycobacterium smegmatisan €%
rifampicin ADP-riboziltranszferazzal, az Arr-ms tafével homoldg fehérje génje, am-sc,
de mas ADPRT-t nem talaltak a StrepDB adatbazigbkithaté gének annotécidja soran

(http://streptomyces.org.ukActinomycetales group Databadetip://broadinstitute.ofg Az

ADPRT-okra jellem# rovid motivumok aminosav sorrendjének ismeretébeekvencia
homoldgia keresprogramok felhasznalasaval (PBLAST, PSI-BLASTeSDB BLAST) aS.
coelicolor genomjaban sikerilt azonositanunkS&05461gént, melynek fehérje terméke

nagy valészitiséggel egy ADPRT enzim.

7.2.1. ASCO5461gén és ortologjai a megszekvenaBtreptomycesajok genomjaban

A SCO5461gén aS. coelicolorkromoszoma tulnyomoérészt létfontossagu, konzervalt
géneket tartalmaz6 kozponti régidjdban talalhatdstt& 5° irdnyban, vele azonos
orientacioban négy gén helyezkedik &CQO5457-SCO5460)gy kézenfekiinek finhet
annak feltételezése, hogy ezek egy operon elemneinek, de erre nincs kisérletes bizonyiték.
A SCO5461et 3’ iranyban egy ellentétes orientacioju ge8CGD546Xkdveti, amelymar nem
tartozik a feltételezett operonhoz. Az 6t azondenéacioju gén ortoldgjait 6btreptomyces
térzs genomjaban talaltuk meg (StrepDp://streptomyces.org.uldctinomycetales group
Databasehttp://broadinstitute.ofy(10. abra).
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10. abra.A SCO5461genomidlis kérnyeztében talalhatdé gének és ortolfaik a

2087 {2086 |

B

megszekvenalStreptomycegienomokban

A fajokat jelob roviditések jelentése a kdvetkezSCO: S. coelicolor SLIV: S. lividans
TK24, SALB:S. albus]1074, SPRIS. pristinaespiraliATCC 25486, SCAS.scabies SGR:

S. griseus Az ortoldg géneket a nyilak hegyének azonos @aitia jelzi. A szamokkal nem
jelzett kis nyilak beékédott geneket jeleznek. 8. griseusesetén £C0O5462nek megfeldl
ortoldg gén - elkllonilve a tobbi ortolég egyittésé a genom tavolabbi részében talalhatd
meg.

A S. coelicolor legkdzelebbi rokonaban, &. lividansban az ortolég gének
elhelyezkedése teljesen azonos$.acoelicolorban talalttal. Ahogy egyreéna tavolsag a
filogenetikai torzsfan (11. 4bra) a térzsek kdzégyre tobb eltérés tapasztalhatéS Aalbus
ban valtozatlan formaban megtalalhato a feltéteapetron, de &C0O54620rtoldégja nincs
jelen. AS. pristinaespiralidoan mar 3 gen ék&dott be az ,operon kézepébe”. A tavolabbi
rokonokkal is hasonl6sagot muté&dscabiedben kdzvetlenlil &CO54631ortoldg mellett 5.
pristinaespiralisban lewtsl kulonboz beékebdodtt gén ugyanebben a pozicibbanSa
griseusban is megtalalhat6 (10. abra).

A torzsfanS. coelicolorhoz viszonyitva tavolabbi agakon elhelyezkegtreptomyces
fajokban 8. griseus, S. venezuel& clavuligerusS. avermitili$ az 6t azonos orientacioju
génldl csak négynek van ortol6gj& ( clavuligerusban csak haromnak), mivel ezekben nem
talalhaté meg &C0O5461hez hasonlo szekvencia. R scabiedben talalt, &5C0O5461ertolog
mellé beék&ldott SCAB27781gén ortologja viszont jelen van az emlitett tokbea, tehat a
S. scabies kozeli és a tavoli rokon térzsek kozotti atmaekttekinthet az altalunk vizsgalt
gének szervélése tekintetében, amivel teljesen 6sszecs@&tgeptomycesk torzsfajan &.
coelicolorral kdzeli és a tavoli rokon csoport k6zotti kozediselyezkedése is (11. abra).
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S.chartreusis
S.galilaeus
S.bobili
S.resistomycificus
.echinatus
S.lavendulae
S.subrutilus
S.virginiae
S.clavuligerus 44—

S.bilciniensis

S.purpureus
S.wvenezuelae

S.peucetius

microitreptospora

= &.
S.griseus
S.ornatus
r—1 S.argenteolus
S.setonii
S.caviscabies

S.tauricus

S.bottropensis
S.scabies «¢
S.nevagawaensis
S.diastatochromogenes
S.mirabilis

g.acldiscabies

S.griseocarneus
S.abikeoensis
S.salmonis
S.elivoreticuli
S.Iosecverti:i&latus
.cinnameneus
S.albulus

S.platensis
-mashuensis
S.rimosus

S.albus ——
S.Xasugaensis

S.malaysiensis
S.melancsporcfaciens

S.bluensis
.espinosus
S.thermecalcalitolerans

S.thermovulgaris
S.thermoviolaceus
S.thermodiastaticus
S.thermocarbeoxvdovorans
S.thermocarboxydus
S.albideflavus
S.sampsenii L .
S.brasiliensis
S.diastaticus
S.eurythermus
S.nodosus
S.ambofaciens

R )

S.tendae

S.glaucescens
S.goralensis

2. pseudegriseclus

S.macrosporus
_|—|_ S .megasporus
S.thermelineatus

11. dbra.A Streptomycegk 16S rRNS-e alapjan készitett filogenetikai toisfa

A nyilakkal megijeldlt fajok genomjat mar megszekaidk, ezért ezeket felhasznaltuk a
szekvenciahomoldgia-keresésbenviv.ls.kitasato-u.ac.jpee2.htm).

A S. coelicolornak ebben a feltételezett operonjaban egyetlenedésem bizonyitottdk
eddig kisérletesen a funkcidjat. Ez igaz a fentebbitett ortologjaikra is. AStreptomyces
adatbazisban &C0O5461génhez z6tt rovid dsszefoglald (annotacid) a gén termédgit
feltehetten nem processzalhatd N-termindlis szignallal riedé szekretalt fehérjének irja le
(http://strepdb.streptomyces.org.uk  Legtdbb  ortologjanak S lividans TK24,
SSPG_02248;1S. albus J1074, SSHG_04549.3s&abies SCAB27771S. pristinaespiralis
ATCC 25486 SSDG_06196.1rermeke is feltételezett szekretalt fehérje. Atételezett
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operonban taldlhatd tobbi fehérje kozott SEO545Mek és ortologjainak a termékei
egyontelien feltételezett enoil-CoA-hidratazok, mig SCO5458és az Osszes ortoldgja
feltételezett lipoproteineket kédolnak. BCO5457Aba-A-tipusu regulator proteint kodol,
mint ahogy az &. scabiedben és &. griseushan Iéw génnek szintén egy lipoprotein a

terméke, szintlgy a tobBitreptomyceben 1éw ortoldgjanak.

SCC MITTSIRRRTAANVLSLSAVL——-ATTAATAFGAAPAPSAAP
SLIV MITTRIRRRTALNVLSLSAVL-—-ATTAATAPGAAPAFPSALP
sCAB YRRRARAWVLSLSAVL-——-ATSAATAPAQTETATATS
SPRI MITTRARRRAAVITLALAATLVPARAGTAAGTASTPAAPAR

-PACPQFDDRETERA
-PACPQFDDETELRL
PACPRFDDEVHAR
T-ATCPDLGDPLHAR

SALB M--TRIRRRAAAITLSLSALL--AAPAVSAREPAAPARPARP —-ANCPVVEDPLTAR

consensus W L 1':-: - - - - -

SCC ADRGVDVDRITPEPVWRTTCGYLYREDSRGPQVVFEEGFHAKDVONGQYDVERYVLVNQE

SLIV ADRGVDVDRITPEPVWRTTCGYLYREDSRGPQVVFEEGFHARDVONGQYDVEKYVLVNQE

SCAB ADPRVDVERITPDEVWRTTCGYLYREDSRGPAVVFEQGFLPEDVIDGQYDIESYVLVNQE

SPRI ADRSVDIDRITEPEPSFRDNCR(LYRRDGRAPEVIFDQGFHPEAPQNGQYDIEKYVLVNQE

SALB ADPRVDAGRITPEPAFRDNCS(LYRRDGREPPAVIFDEGFLPEDTVNGQYDLEAYVLVNQE

CONSENSUS  #% ww waww » % % feww] s & & = »  ww  » Rk R ok
2 3

SCC SHYVSTSYPHDLYKTWYKSGYNYYVDAPGGIDVNKT IGDTHRKWAQVEVAFPGGIQREYI

SLIV SHYVSTSYPHDLYKTWYESGYNYYIDAPGGIDVNET IGDTHEWAQVEVAFPGGI QREYT

SCAB SHYVSTTYPEDLYKTWYESGYNYYIDAPGGVDVNKT IGDREKWAQVEVAFPGGIRTEFV

SPRI SHFVSTTYPHDLYKQW-KSAWNYYIDAPGGIDVNRT IGDTHRWAHQAEVAFPGGIARDFT

SALB SHYVSTTYPHDLYKQW-KSDWNYYIDAPGGIDVNRT IGDTHRWAHQREVAFAGGIRSEFT

consensus el wmww whEwwEEwE W W WEE O OEWREWW wWww wwww W ww v wwwlr www

SCC IGVCEVDRQTRTE IMSDCE SNPHY QPWH-——

SLI'V IGVCEVDRQTETE IMSDCE SNEHYQEWH-—X

SCAB IGVCPVDKKTRTEEMSECVGNPHYEPWH--X

SPRI VGACEVDKQTERE IMSECRONENYLEWR-LX

SALB VGACPIDRAAKQE IMGECVDNPQYREWRRRY

consensus " mEE " - R W RR

12. abra.A SCO5461gén és ortoldég génjei fehérjetermeékeinek
szekvenciaillesztése

A fajokat jel6b roviditések jelentése a kdvetkezSCO: S. coelicoloy SLIV: S. lividans
TK24, SALB: S. albus]1074, SPRIS. pristinaespiraliATCC 25486, SCAS.scabies SGR:
S. griseusA 1-3 szammal jeldlt, vastag vonalas kereteklzeABPRT enzimekre jellendz
konzervalt motivumokat emeltik ki. A vékony vonalksretekben talalhaté aminosav
motivumok illetve egy-egy aminosav az adott fehdétjgerminalis szignalszekvenciajaban
taladlhatok.

A SCOb54614éltal kédolt fehérje aminosav szekvencidja nagiffakonossagot mutat a

rokon torzsekben talalhaté ortolégok altal kdédodhérjék aminosavsorrendjével. Az
azonossag foka 99% & lividansfehérjéje esetében, 77%Sa scabiesesetén, 69% &.
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pristinaespiralisban 1éw ortolog gén termékénél és 65%Sa albusfehérjét nézve. Nem
megle@ modon kilénésen nagyfoku az azonossag az ADPilitaviszferdzokra jellendz

harom konzervalt motivum aminosavsorrendjét telar{ii2. abra).

7.2.2. ASCO5461geén feltételezett fehérje termékének homoldgjai

Az ADPRT enzimekre jellemiznagyfoku szekvenciabeli plaszticitas megneheziide
sorolhat6 enzimfehérjék silico felismerését, ezért a PSI-BLAST programmal pratkat
SCO5461 protein homoldgjait azonositani. A pozimpékeny PSI-BLAST az ismételt
szekvencia illesztések adatai alapjan egy olyaredési matrixot general, amelyben a

konzervalt aminosavak nagyobb sullyal esnek latbat a nem konzervaltak, ezaltal az

H6l - s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e - MITTSLRRRTAAAVLSLSAVLEATTA
Peentsin-l MA- - - - - - - o e o e e e e e s e e o DRQPYMING IQAAVVEWIRALDLEIISLL
Pierisin-2 M8 - - - - - - - oo o oo NNPPYMINGIQAAVVEWIRALDLEIISLL
MTX MAIKKVLKIILAIIITISCQLPLNQKTVYASPNSPKDNIWIQAASLTWLMDMSSLEYQLI
CT-A - s e e e et e s e s st e tscvsessecesnsses soes ssencesnens ossnsensenses
consensus 1

5461 ATAPGAAPAPS AAPAKAAPACPQFDDRIKAAADRGVDNDRITPEPVWRTTCGT)S S|
Pierisin-l LSR--AWPMAL LATSELRWR-PTVLTDIDNV- - - - - - c oo oo VELDRRQREVES \‘H
Pierisin2 LSR- -BAWELALLTTTELRWR-BTVLTDEDNV- - - - - - - - - - - VELDRRQRSVES VH
MIX STR--IPSFA- - SENGLYMR-EQTIDSNTGQ- - --- - --c-co--- IQIDNEHH \i?
CT-A - e e e e e e e e e e e e e oo o MVKII FNFFIFL5SF S5 YANDDKS AW S|
CONSENnsus - = = & = s : 2 -
5461 -FHAKDVQN - - - - - - - - - GQYDVEK - - -- -¥VLVNQP ST

Pierisin-1 -BVPIVIRE- -- - --- - -~ N-PDWEETDLYGFAKNNHP § I|F 3

Pierisin-2 FEVPIVTRE --------D-PDWEETDLYGFAKNNHP S I|F =T

MTX -FEIPRVINQ- --------- NLSPVEDTHLLNYLRTNSP § I|F S TR

CT-A LMPRGQNE YFDRGTQMNINLYDHARGTQTGFNR - -HDDQY

CONsensus : 3

3461 ----KIWYKSG - ------ TVD-ESZGG IDVRIKT I G -D THKWADQ ViV

Pierisin-l - - -KKYVWTPR NANRGIV EIT-EN4GGVDV SFS -DASPWPNOM

Pierisin-2 - - -KKYVWTPRNANRGIV EIY-ESJGGVDV SFS -DASPWPNOM £

MTX LGLEITPWTPHSANNNII EIF-ESIGGIDIMASL S RNHNPFPNE D 1

CT-A HLVGQTIL SGHST- - - -TPIRV IATESNMENV VLG -AYSPHPEE Q

comsensus . . . . . s b T SR .

3461

Pierisin-1

Pienisin-2

MTX

CT-A

COnsensus = . - *a

5461 | - - e e e e e i e e eme oo

Pierisin-l DGGHRDQRSERSASSY--DD
Pienisin-2 DGGNKDGRSERSTSSY--DD
MTX EGNNMDSKGFI LDLDYNQDF
CT-A PGCGNAPR S SMSNTCD- - EK
CONsensus B

13. &bra.A SCO5461 és homoldgjai k6zotti tobbszords szekvaaillesztés

A minden fehérjében azonos aminosavak jeldlésékete boxok és a consensus sorbad lév
csillagok szolgalnak, a szlirke boxok és alul a gopedig a SCO5461-ben és még legalabb
egy fehérjében azonos aminosavakat jel6lik. Az sz8ma kerettel az ADPRT aktivitashoz
szliikséges konzervalt szekvencia motivumokat emkitik
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egymassal csak korlatozott aminosav szekvenciacsazagot mutatd, nagyon tavoli fehérje
csaladok tagjai is megtalalhatéak.

A PSI-BLAST keresésunk eredménye alapjan a SCOJ3463treptomycedajokban
talaltakon kival) aPieris rapae(répalepke) DNS-specifikus ADP-riboziltranszfendag a
pierisin-1 fehérjéjének katalitikus alegységévelyB3azonossag, 43% pozitiv)Pabrassicae
(k&posztalepke) pierisin-2 fehérjéjének katalitikategységével (35% azonossag, 44%
pozitiv), a Bacillus sphaericuséltal termelt, mono-ADP-riboziltranszferaz mosquitl
toxinnal (MTX1; 31% azonossag, 46% pozitiv) és yeédé nem utolsésorban a kolera toxin
katalitikus A alegységével (CT-A, 24% azonossagl%3pozitiv) mutat homoldgiat. A
tobbszorés szekvenciaillesztés eredményét a 18.rabtatja.

Erés homologiat talaltunk még &treptomycegkkel kozeli rokonsagban Iév
Streptosporangium roseumSM 4321 hipotetikus fehérjéjével (YP_003344216s1)Ebben
42% a SCO5461-ével azonos aminosavak aranya, a BRAEbkra jellemé# szekvencia-
motivum |ényegében megegyezisacoelicolorfehérjéjében ledkkel.

7.2.3. A SCO5461 fehérje szerkezete silico adatok alapjan

7.2.3.1. Az mono-ADP-riboziltranszferdz enzimekregllemz6 konzervalt motivumok
a SCO5461 fehérjében

A tObbszorés szekvenciaillesztéssel tortént Ossoehiddsokkal azt talaltuk, hogy a
SCO5461 protein minden olyan konzervélt motivumattalmaz, amely az ADPRT
enzimcsaladra jellendz Az Irodalmi attekintésben ezeket mar részletasamertettem. A
SCO5461-ben lév YR szekvencia megfelel a CT-csoportba tartozo reekre jellem#
aromasaminosav-R/Hnmotivumnak; az YVSTSY szekvencia megfelebaamas-hidrofob-S-
T-S—hidroféb motivumnak; végil a QVE megfelel @/E-X-E motivumnak (8/C. &bra)
(Holbourn és mtsai, 2006).

Figyelemre meélté az, hogy a SCO5461 legkozelebbndiégjainak a szekvenciak
0dsszehasonlitdsabdl kapott aminosav azonossagoledeiét tekintve a pierisinek és aztan
az MTX tekinthebek, de ha az enzimaktivitds szempontjabol legf@itbeak itélt konzervalt
szekvencia-motivumokat vesszik figyelembe, akkorC&A bizonyul a legkdzelebbi
homolégnak. Ha példaul a konzervalt motivumokbdalhaté legfontosabb 10 aminosavat
hasonlitjuk csak 6ssze, akkor a SCO5461 és a CdozAtk 90% azonossagot kapunkt, az

aminosavak 100%-a pozitiv. Az MTX-nél ezzel a szassal csak 60% az azonossag, 90%
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pozitiv, mig a pierisineknél szintén 60% azonosk&galunk és 80% pozitivitast. Az MTX
és a pierisin fehérjék az 1. motivumban a fontagnar melletti aromas, hidroféb tirozin
helyett hidroféb aminosavat (V ill. L) tartalmaznak 2. motivumban a harom kdzponti
aminosav Y-V-S-T-S) azonos a SCO5461-ben ¢&el, csupan a hataron &waminosavak
nem egyeéek. A kolera toxinban az emlitett 2. motivum tedjeegyezik a SCO5461-ével. A
3. motivum az MTX-ben és a CT-A-ban is, akarcsaéibdi CT-szeii toxinban jellemeéen
E-X-E (Nagahama és mtsai, 2000). Az enzimikddése szempontjabol a leginkabb
konzervalt, katalitikus glutaminsav mellesak a pierisinekben talalunk a SCO5461-ben

megles glutamint Q-X-E).

7.2.3.2. A SCO5461 protein feltételezhé&szekunder és tercier szerkezete

CT-A

c ~ A:aromas aminosav-R/Hhotivum

B: hidroféb aminosav-S-T-S-hidroféb aminosav
motivum
C: Q/E-X-E motivurr

SCO5461

14. abra.A kolera toxin A alegység 3-D szerkezetének és a Q8461 fehérje
altalunk megjosolt 3-D szerkezetének 6sszehasonbta

Az A és B jelzés motivumoknak nem csak szekvenciaja azonos, hamethalyezkedése is.
CT-A-ban A a séarga, B a lila nyillal jelzett, migS£05461 modellben A a s6tétzéld, B a
vilagoszoldp-lemezen talalhat6. A C motivum a CT-A-ban a kékishurkon, a SCO5461
modellben pedig a narancsszifi-lemezeket 0sszekitszakasz ellds hataran fekszik. A
feltételezett modellen a kék szthtndulva fokozatos szinatmenet jelzi a fehérjekseacia
elejétl valo tavolodast. A CT-A szalagmodellje Holbours éwunkatarsainak cikkéb
(Holbourn és mtsai, 2006) szarmazik, a SCO546lagraddellt pedig a kolera toxin
modelljére valo ravetitéssel, PS2 modéilsezoftverrel készitettik.
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Az ADP-ribozilal6 toxinok csaladja irdnti nagy ékiiédésnek kdszonh&tn szamos ADPRT
enzim harom-dimenzids szerkezetét mar meghatérokdakilk a mar emlitett MTX- ét és a
CT-A-ét is (Reinert és mtsai, 2006; Zhang és mt295). Ezekre az ismert szerkezetekre és
a szekvenciahomologiara alapozva a PS2 modefieaftver alkalmazasaval elkészitettik a
SCO05461 fehérje 3D struktarajat (14. 4bra).

A csak részleges aminosav szekvencia hasonlésagémstl a SCO5461 proteinben
talalhatop lemezek ést hélixek alkotta konformaciéo megfelel az ADPRT enek harom-
dimenziés szerkezetében az aktiv centrumot alket@érjevaznak. A SCO5461-ben a
konzervaltYRésYVSTSYnotivum a kolera toxinhoz hasonléan ad&s masodik, egymasra
melegesen all@-lemezen van, mig a katalitikus Glu-154 a kolerdriodl egyp-lemez és
egy a-hélix kozotti ARRT hurokban, mig ebben a fehérfelxét -lemez kozotti, az ARTT
huroknak megfelél hurok hataran talalhatdé (Holbourn és mtsai, 2Q08) abra).

A SCO5461 fehérje aminosav sorrendje alapjan arjehieltételezhét szekunder
struktardjat (16. abra) egy masodlagos szerkepgs#i program, az SSPRED segitségével
hataroztuk meg. A program altal javasolt szekustierktira a benne talalhademezeko-
hélixek és rendezetlen szakaszok szamat és hdlytakintve j6I Osszeegyeztetbieta
megjosolt 3-D szerkezettel. A konzervalt motivurmoikd a PS2, mind az SSPRED szoftver
altal j0solt szerkezetben az @lés masodil-lemezen, illetve a 4. és. B-lemezt elvalaszto

révid hurkon talaljuk meg.

Pr edSS aaaaaaaaaaaaaaaaa
SCCh461 1 M TTSLRRRTAAAVLSLSAVLATTAATAPGAAPAPSAAPAKAAPACPQFD 50

Pr edSS aaa bbbb bbbbbbb aaa
SCb461 51 DRTKAAADRGVDVDRI TPEPVART TCGTL YRSDSRGPQVVFEEGFHAKDY 100

Pr edSS aaa aaa bbbbb bbbbbbb bb
SC6461 101 QNGQYDVEKYVLVNQPSPYVSTSYDHDL YKTWYKSGYNYYVDAPGAE DVN 150

Pr edSS bb bbbbb bbbbbbb aaaaa
SC6461 151 KTI GCDTHKWADQVEVAFPGE QRKYI | GVCPVDRQTKTEI MSDCESNPHY 200

Pr edSS
SC6461 201 QPWH

15. dbra.A SC0O5461 fehérje SSPRED program szerinti feltétetett szekunder
szekvenciaja

A konzervalt motivumokat tartalmazo szekvenciakttil f-lemez szekunder strukturét jeiol
b betik a 3-D modell (14. abra) adoftlemezeinek szinével megegyegziniek. Az a
szimboluma-helikélis masodlagos szerkezetet jelez.
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7.2.3.3. Az N-terminalis szignalszekvencia

A SCO5461 fehérjében a szignalszekvenciakat azin8gjnalP program (3.0 verzidja)
felismert egy N terminalis, harom rés$tballo, RRTAA motivumot tartalmaz6 szignal
szekvenciat (1.— 42. aminosav), amely hasonlitkaz-arginin transzlokacios (twin-arginin
translocation, azaz Tat) szignalhoz (Li és mts@)52 Widdick és mtasi; 2006). Azonban a
Tat szignalok azonositasara specializalt programaklatFind és a TatP — egyike sem talélta
valodi Tat szignalnak az emlitett szakaszt. A SG&54rotein N terminalis szignal
szekvenciaja a Sec szekrécios utvonal szignalgjépél is mutat fellletes hasonldésagot, de a
c régio legvégén lév pozitiv toltés lizin (K41) oldallanca Sec elkekil szignalként
funkcional. (Li és mtsai, 2005).

Widdick és munkatarsai az altaluk k6zolt kisérlbakStreptomyceskhbsl szarmazo,
feltételezett Tat szignalszekvenciakat teszteheky képesek-e a markerként hasznélt agaréaz
enzimfehérje sejthl vald kiszallitasara. Kisérleteik eredméngékidertilt, hogy a SCO5461
fehérje kis mennyiségben ugyan megtalalhag aoelicolorsejtfalaban, de 8C0O5461gén
N terminalis szignalszekvenciaja (16. abra) nenvdiakxtracellularis szekrécidra szolgalo
szignal. Ugyanisn vivo nem tette lehét/é a hozza fuziondlt agaraz enzim kiszallitasat az
extracellularis térbe (Widdick és mtsai. 2006). &zeredmény arra utal, hogy a SCO5461
nem extracellularis fehérje, valosiii, hogy egy transzmembran fehérjét kod8IGO5461

gen.

MITTSLRRRTAAAVLSLSAVLATTAATAPGAAPAP SAAPP@AAPAC PQOFD

N régio H régio C régio

16. abra.A SC0O5461 fehérje N terminalis szignalpeptidje ésrmak harom régidja

A K41 aminosavat piros kerettel jel6ltik.

A TMpred és SSPRED szoftverrel készitett masodlageskezet modellek egymassal
dsszhangban azt mutatjak, hog$@05461egy transzmembran fehérjét kédol. A fehérjének
van egy rovid (9aa), N terminalis intracellularisntenje, egy 19 aminosavbdl allo, helikalis
transzmembran domeénje és egy 176 aminosavbol@ltérminalis extracellularis katalitikus

doménje (17. abra). Valostisithet, hogy az életciklus stacioner fazisaba.acoelicolor
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sejtek altal szekretalt protedz enzimek aspecifiasitasa kovetkeztében kerilhet SCO5461
fehérje a sejtfalba.

—( 5

intracellularis membranon extracellularis katalitikus domén
domén atnyulé a-hélix

17 .abra.A SCO5461 fehérje feltételezett hArom doménje

7.3. AS. coelicolorM145 ASCO5461::apmull mutans elkészitése

A SCO5461gén S. coelicolorban betoltétt biologiai szerepének vizsgélatarauaz
.forward” genetikai modszert valasztottuk, azazéslitettiik &. coelicolorSCO5461génre
nézve null mutansat és azt vizsgaltuk, hogy a geéwte hianya okoz-e valtozast a
fenotipusban, valtozik-e a morfologiai differendiddis és az antibiotikum termelés a
mutansban.

A SCO5461gén helyettesitéséhez egy apramycin reziszterdim s a konjugaciot
lehetvé tewb oriT regiot tartalmazdapra-oriT kazettat hasznaltuk. Aapra-oriT kazetta
elkészitéséheE. coli DH5a/plJ773 torzsbl izolaltuk a plJ773 plazmidot. A plazmidot
Hindlll és EcaRl restrikciés endonukleazokkal emésztettiik, azkimyottapra-oriT kazettat
tartalmazé 1398 bp-os vektor szakaszt géholaltuk és templatként hasznéltukamra-oriT
kazettat amplifikaloPCR reakcioban. A PCR reakcidhoz az 5461F és 54@iRereket
hasznaltuk, amelyek 5’ végének 36 nukleotidnyi azak megegyezik & 05461gén kodolo
szakasza étti (5’) és utani (3") genomi DNS szekvenciaval. A476 bp hosszisagu PCR
terméket QIAGEN MinElute PCR Purification kittel gtesztitottuk. Ezt kovéen a
SCO5461geént tartalmazo St3D11 cosmidot transzformaltukEazcoli BW25113/plJ790
toérzsbe. A linearis PCR termékeapfa-oriT kazetta) E. coli BW25113/plJ790/St3D11
torzsbe elektroporaltuk. A transzformansokat karamtyés apramycint tartalmaz6 LB
taptalajon szelektaltuk. A kétszeresen rezisztearstformansokban lejatszédott a homoldg
rekombinacio (ketis atkeresztélés), a cosmidon [évSCO5461gén kicseréldott azapra-
oriT kazettara, létrejott a gént nem tartalmazo St3fapicosmid.

Ennek bizonyitasa érdekében tobb tetdpixolaltunk cosmidot és Strl és Str2
primereket hasznélva PCR-rel elieiatik, hogy tartalmazza-e a kazettdt a cosmid. A

megfeleb transzformansok egyikéb nagyobb mennyiségben izolaltuk a St3D11::apr
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cosmidot, amelyet azutdn a DNS metilacibban mutansoli ET12567/pUZ8002 térzsbe
elektroporaltunk. Az apramycin rezisztens transmfimmsok kozil egyet hasznéltunk a
kovetked lépéshez.

Az apramycin reziszterts. coliET12567/pUZ8002 torz€ibkonjugacioval juttattuk at az
a St3D1l:apr cosmidot &. coelicolor M145 toérzsbe. A homolog rekombinacid
eredmeényeként §. coelicolorgenomjanak &C0O5461geént tartalmazo része kicséidik a
St3D11::apr cosmidapra-oriT kazettat hordozO szakaszaval. A é&ettatkeresztédés
eredményeként keletkézS. coelicolor exkonjugans telepek kanamycinre eérzékenyek,
apramycinre viszont rezisztensek. Kivalogatasukaot0 mM MgCj-ot tartalmaz6 SFM
taptalajon kiwtt, apramycint és nalidixin savat tartalmazé oldafelllrétegzett telepeket
replikdztuk parhuzamosan csak apramycint ill ap@my és kanamycint egylttesen
tartalmazo LB taptalajra is. Osszesen 345 telep aptamycin rezisztens és kanamycin

érzékeny. Az apramycinre rezisztens, kanamycirzék@&ny telepeket egyenkeént atoltottuk

1 2 3 4L

1949 bp

18. abra.Apramycin rezisztens, kanamycin érzékenys. coelicolor
exkonjugansokbdl izolalt genomi DNS elleérzése PCR-rel

1, 2, 3, 4 KUlénb6® apramycin rezisztens, kanamycin érzéké&ycoelicolortelepekisl
izolalt genomi DNS-6l Str1-Str2 primerparral felszaporitott, a kazgékenlétét bizonyito,
1949 bp PCR termék.: 1 kbp méretmarker.
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apramycint tartalmazé SFM téptalajra, végul aékinelepekkel Ujra elvégeztik azébbi
parhuzamos leoltasos eltgmést. 57 telep mutatkozott masodik izben is apcamy
rezisztensnek és egyben kanamycinre érzékenynek.

Hét, duplan ellebrzétt apramycin rezisztens, kanamycin érzékeny mxigansbol
genomi DNS-t izol&ltunk (Nicodinovic és mtsai, 2008 kapott genomi DNS-t templatként
hasznaltuk az ellémnzé PCR reakciéban, amelyet ugyanazzal a primerpé®tal és Str2) és
ugyanolyan kondiciokkal végeztik, mint a cosmid etttartalmanak ellénzésénél (18.
abra). Azapra-oriT kazetta méretének megfdlehagysagu, 1949 bp-nyi PCR termékeket
géldl izolaltuk ésXhad emésztéssel ellénztik. Az igy szelektélt és elléreott S. coelicolor
exkonjugansok kozul egyet kivalasztottunk, és &ztcoelicolor M145 ASCO5461::apr

mutans torzsnek neveztik el, ezt hasznaltuk towdbbgalatainkban.

7.4. AS. coelicolorM145 ASCO5461::apmull mutans komplementélasa

A S. coelicolorM145 ASCO5461::aprtorzs komplementalasahoz a kék-fehér szelekciot
lehetvé tevb pWHM3 E. coli-Streptomycesngazo plazmidba, a lacZ promoter mogé,
Hindlll és EcoRl hasité helyek kdzé klonoztuk a teljes vad allgly, hogy az a promoterrel
egy leolvasasi keretbe essen. A coelicolor M145 genomidlis DNS-éF a restrikcios
enzimek hasitd helyeit is tartalmazo 5461HindSést5461EcoStop primerekkel, PCR-rel
felszaporitott DNS-t PCR termék tisztitd kittel ztisottuk. Ezutan, mint 636 bp-os PCR
terméket, mind a pWHM3 plazmid&cadrl-gyel ésHindlll-mal emésztettik. Agar6z géib
izolaltuk a hasitott termékeket, végul ligélttket. A ligalas termékeként a pWH1 plazmid
keletkezett. AZ. coliHB101 torzset elektroporalassal transzformaltukHdWblazmiddal. A
transzformansokat ampicillint, IPTG-t és X-gal-tté&dmazo LB taptalajra szélesztettik. A
fehér telepekdl plazmidot izolaltunk, majd a tisztitott plazmidgélelektroforézissel éSma
ill. EcaRI-Hindlll emésztéssel is elléniztik. PCR segitségével is meg@g§dtink a ligalas
sikeres voltarol. 5461HindStart és 5461EcoStop @makkel felszaporitottuk a klonozott
SCO5461gént az izolalt plazmidrdl. Pozitiv kontrollként @t3D11 cosmidot, negativ
kontrollként az tires pWHM3 plazmidot hasznaltukpWH21 plazmidrol felsokszorozott, 636
bp hosszusagu PCR termék jelenléte bizonyitja mozlés sikerességét (19. abra).
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123 40L

19. abra.A pWHM3 plazmid és aSCO5461gén ligalasabdl szarmazo6 pWH1 plazmid
ellenérzése PCR-rel

1: A negativ kontrollként hasznalt pWHM3 templattahas PCR termék2: A pozitiv
kontroll St3D11 cosmid templéatté8; az 1. miniprepbl szarmaz6 pWH1 templattal dsa 2.
miniprepldl szarmazé pWH1 templattal is 636 bp PCR terméketunk, tehat sikeres volt a
ligalas.L: 1 kbp létra.

A pWH1 plazmidot hagyomanyos moddszerrel transzfttukaa S. coelicolor M145
ASCO5461::apr toérzsbe, az igy komplementalt mutans térz&et coelicolor M145
ASCO5461::apipWH1-nek neveztik el.

7.5. AS. coelicolorM145 ASCO5461::apmutans fenotipusadnak analizise

7.5.1. Morfolégiai differencialédas

A SCO5461gén apramycin rezisztencia kazettaval tortént dimdgitése kondiciondlis
pleiotrop fenotipust eredményezett. SFM taptaladd. coelicolor M145 ASCO5461::apr
null mutans (tovabbiakban a mutans) fenotipusa @zorolt aS. coelicolor M145 vad
torzsével (tovabbiakban a vad vagy M145). Mivel atdns jol wtt és sporazott ezen a
taptalajon, ezért is hasznaltuk ezt a taptalajpéraszuszpenzié elkészitéséhez. Irodalmi
adatokbdl koézismert, hogy egyes mutansok fenotipuséfolyasoljak a tenyésztési
kortlmények, ezért a vad térzs, a mutans & aoelicolorM145 ASCO5461::apipWH1
(tovabbiakban a komplementélt mutans) toérzsekebrhakilonbos taptalajon — SMMS,
SMMS+10% szachar6z (a tovdbbiakban SMMS+) és Rmyésztettik és 6sszehasonlitottuk
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a torzsek morfologiai differencidlédasat. SzilariNBS taptalajon a mutans megkésett
morfoldgiai differencidlodast mutatott a vadhozaékomplementalt mutanshoz viszonyitva.
A mutans 48 oOras koru tenyészete hasonlitdiblad mutansokéhoz, mikézben a vad és a
komplementalt mutans mar légmicéliumot és sporékatett. 120 éras tenyészetek esetén
mar a mutansnal is megjelent a légmicélium, de képeett olyan tomdgspdrat, mint a
masik két torzs (20. 4bra).

Az SMMS+ taptalajban léy 10% szachardéz ozmotikus stresszt okoz, ami fokazta
mutans és a vad torzs morfoldgiai differencidlobasdéw kulonbséget. A mutans tenyészet
légmicélium képzése és a sporulacidjadkés keza@dott. 120 éras korban még alig volt
lathat6 Iégmicélium a tenyészet felszinén (20. )alle az egy hetes tenyészet mégdmesen

spoérazott (nincs abrazolva).

48 h 120 h

SMMS

R5

20. abra.A mutans torzs, a komplementalt mutans és a vadpiisu M145 térzs
fenotipusanak dsszehasonlitdsa harom kilonbé&zaptalajon tenyésztve

Az S. coelicoloM145ASCO5461::apmutans, &. coelicoloriM145ASCO5461::apipWH1
komplementalt mutans és &. coelicolor M145 vad tipusu torzseket egymas mellett
tenyésztettik Petri csészében SMMS, SMMS+10% sréxlés RS taptalajon. 48 éras és 120
oras korukban ellgmiztiik fenotipusaikat. A képek melletti sematikagzon jeloltik be az
egyes torzsek helyzetét.
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Erdekes modon a mutans fenotipusét a tapanyagadrmtag, ozmotikus stresszt okozo
R5 taptalajon az is befolyasolta, hogy egyedéit m Petri csészében vagy a vad és a
komplementalt mutans mellett tenyésztettik. Az bidksetben az SMMS taptalajordtn
tenyésztekhez volt hasonlé a fenotipusa, azaz 48 kmrban még nem differencialédott, de
120 oOréds korban mar megjelent a légmicélium ésufloris a tenyészet (20. abra). Az
Onmagaban ndvekédmutans tenyészetben még egy hetes korban is csakasyos
léegmicélium képzést figyeltink meg. A 7 napos mstdelszine [az idsebb, 12 napos
tenyészeté is (nincs abrazolva)] ,kopaszhadd mutansokéhoz hasonldé megjelengslt, de

abldA mutanstdl eltéien termelt actinorhodint (21. abra).

SMMS+10%szachar6z
' g 0

mutans

21. abra.Az S. coelicolorM145 ASCO5461::apmutans és a vad tipusu M145 torzsek

fenotipusaharomféle taptalajon, kilon-kilén Petri csészékbemovesztve

Az egyedl tenyésztett mutans fenotipusa hasonkbSMMS+ taptalajon is, de ott a
légmicélium képzés kicsit &eljesebb volt 1 hetes korban (21. abra). A kuloetriP
csészékben novekuvenyészetek esetében tehat még kifejezettebbemegffigyelhed, hogy
a taptalajpan l&v szachar6z kivaltotta ozmotikus stressz (SMMS+, RB¥leltette a
morfologiai differencidlédast, de az SMMS+ taptatajvégul 1 hetes korban mégis csak
létrehozott légmicéliumot és sporakat is a mutérsst

A mutans mikroszképos vizsgalata megdtette a fent leirt fenotipusos jellesket. A
fazis-kontraszt mikroszkopos vizsgalatokhoz agameleekbe beszart fémezekre
novesztettik ra a sejteket. A 22. abran lathatgy IBMMS taptalajon 5 napos tenyésztés utan
csavarodott Iégmicélium és spéralancok figyelektmeg a vad térzs mintdjaban. A mutans
mintajaban is lathato légmicélium és sporalanca dporalancok keveésbé szabalyosak, sok a

mintakészités soran levalt spora, ami arra utay leosporafal szerkezete kilonb6zhet a
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ASCO5461:.apr

SMMS
5 napos

SMMS+
5 napos

R5
5 napos

22. abra.A vad tipusu M145 és a mutans tenyészetének fermisa fazis-
kontraszt mikroszkoppal vizsgélva
A méretvonalak 10 um-t jelentenek a képeken.
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vadétdl. A vad torzzsel 6sszevetve lathatd, hoggdaak mennyisége is kevesebb (22. abra).
A vad és mutans kozotti kilonbség még kifejezett8MMS+ taptalajon, ahol a vad torzs
mintajaban hosszul, egyenes spoéralancok talalhata&onlé lancok a mutans mintajaban is
eléfordulnak, de a sporak mérete valtozo és aberggygnetlentl megduzzadt hifacsucsokat
és duzzadt sporékat is nagy szamban lathatunk talmaim (nyilak is jelzik a 22. abran). Mig a
vad térzs normalis differencialédast mutat, az R5a0vesztett mutans 5 napos mintajaban
alig talalhat6é legmicélium vagy spéra, a nem dédfemialédott vegetativ micélium dominal.

Ez a fenotipus 12 napos tenyésztést kiBresem valtozott Ienyegesen (22. abra).

M145 ASCO5461::apr

b . .

SMMS+

R5 ..

23. 4bra A vad tipust M145 és a mutans 7 napos tenyészed&rDNS tartalma

konfokalis mikroszképpal vizsgalva

Nincs jellegzetes kilénbség a mintdk DNS tartalméba fehér nyilak a fazis-kontraszt
mikroszkoppal is jol lathaté duzzadt hifacsucsolést abnormalis spérakat jelolik. A
méretvonalak 10 um-t jelentenek a képeken.
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A komplementalt mutans torzs fenotipusa mindeggkdlajon tenyésztve megegyezett a vad
torzs fenotipuséval (nincs brazolva).

A fentebb emlitett harom taptalajba allitott deinezekre novesztett vad és mutans
sejtek DNS tartalmat a tenyészetek 2 és 7 napab&aorpropidium-jodidos festést kowen
konfokalis |ézer pasztdzd mikroszkoppal vizsgalthkDNS minden mintaban kimutathato
volt, még a mutans SMMS+ taptalajon megfigyathetizzadt hifacstcsaiban és a gyakran
nagyobb mérdét duzzadt sporakat tartalmazod, abnormalis sporalban is (nyilakkal jeldlve

az eqgy hetes mintakrol készlilt képek egyikén a@Bgan).

7.5.2. Antibiotikum termelés és szekrécié

A S. coelicolorM145 vad tipusu torzs és az M1ASCO5461::apmutans actinorhodin
termelését szilard SMMS, SMMS+10% szacharéz, RSaldpn és folyékony SFM
taptalajon is vizsgaltuk. Szilard tenyészetek dmmiéezittal a taptalaj felszinére helyezett
steril filterkorongra (Millipore, 0,1 nn@) oltottuk le a sporakat. Ez a tenyésztési mod teléet
teszi, hogy oOsszehasonlitsuk: (a) a fehér korongiwmeked tenyészetek szinét (a
szinintenzitds aranyos a micélium termelte antikuoh mennyiségével); (b) a korong és a
rajta ndveked micélium eltavolitasa utdmiutan a sejtfonalak nem tudnak athatolni a steril
szirén és nem ének bele a taptalajbagz extracellularis térbe kivalasztott antibiotikum
mennyiségét. A 24. abran megfigyethehogy R5 taptalajon mar 3 napos korban sok
antibiotikumot termel mind a vad, mind a mutans/észet (a tenyészetek szine kék). 7 napos
korban a mutans jelefgen toébb antibiotikumot termel és szekretal, ami@é eltavolitasa
utan jol lathaté. A masik két taptalajon éppenrgiéesen valtozott a térzsek antibiotikum
termelése. A vadhoz képest a mutans termelt kebesetinorhodint, dleg az SMMS
taptalajon, ahol egyaltalan nem is szekretaltaaaptalajpa. Az SMMS+ taptalajon nem
latszott ilyen jelerits kulonbség a vad és a mutans antibiotikum terraedss szekrécioja
kozott, csak a tenyészetek eltérine jelentett kiilonbséget, ami az intra- ésaerttularis pH
ertékek kozotti kilonbségre utalhat (24. abra).

Az antibiotikum termelés pontos méréséhez az attothn termelésre legalkalmasabb,
folyékony SFM taptalajban novesztettik 4 napig,(30h a mutans és a vad torzset. A 4
napos tenyészeib a micélium kicentrifugalasa utan a felluliszob@tdroztuk meg az

extracellularigy-actinorhodin mennyiségét. A vad tipusiu M145 tdezmelte a legtdbb
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3 napos

7 napos

ASCO5461 M145 ASCO5461 M145 ASCO5461 M145

24. bra.Antibiotikum termelés vizsgélata killonb6# szilard taptalajokon

A taptalajra helyezett steril &@korongokra néveszef. coelicolorM145 ASCO5461::apra
muténs és a vad tipusu M145 torzsek tenyészeteirhé#le taptalajon ndvesztve, 3 napos és
és 1 hetes korban fotozv#\)( a taptalajok fotoja azt kouen, hogy a micéliumot a
korongokkal egyuitt eltavolitottulBj.

(a) (b)

1 mg fehérje

Actinorhodin pmelxml!

0 I
Mutans Vad
25. abra.Antibiotikum termelés vizsgalata folyékony SFM tapalajon

(a) 4 napos tenyészetek centrifugaldsat kieta tenyészetek felliliszoi és a lellepitett
micéliuma. A cs5ben aS. coelicolorM145 vad tipusu torzs feliliszéjd, cssben aS.
coelicolor M145 ASCO5461::apmutans torzs fellluszoj& cHben a vad tdrzs micéliuma,
D cghen a mutans micéliumdb) Az extracellularisy-actinorhodin antibiotikum 1 mg
fehérjére vonatkoztatott koncentracioja a mutare éd tipusu torzs feluliszéjaban.

extracellularis antibiotikumot, 1 mg fehérjetartala vonatkoztatva ~3,Gumol/ml vy-
actinorhodint mértlink, a mutans esetében pedig @pidl/ml volt ez az érték, azaz szinte
nem volt mérhét mennyiséf actinorhodin a felliliszoban (25. abra b). Ez admény azért

érdekes, mert amint az a 25. bran a fotdn isikatsind a vad, mind a mutans tenyészetben
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tartalmazott a micélium actinorhodint, azaz a msité termelt antibiotikumot, de nem

valasztotta ki azt az extracelluléris térbe.

7.5.3. ADP-ribozilalt fehérje-mintazat

A vad S. coelicolor M145 térzset celofannal boritott R5 taptalajon,maitans és
komplementalt mutans térzset apramycin tartalmintéa celofannal boritott R5 taptalajon
tenyésztettik 30°C-on. 32 0Oras tenyészetek micélindh sejtkivonatot készitettiink és a
fehérjék ADP-ribozilaciojat radioaktivan jelolt dmrtrattal, R[adeni?P]NAD*-dal 30°C-on
30 percig végeztik. Az ADP-ribozilaciés reakciotvkien a mintak fehérjéit TCA-val
kicsaptuk, TCA-val és dietil-éterrel tobbszér mdstuvégul SDS-sel kiegészitett
elektroforézis mintapufferben 5 percig forraltukegy éjszakan at 4°C—on inkubaltuk, hogy a
fehérjék tokéletesen visszaoldddjanak. Az SDS-PA@GEt4st megélzéen a mintakat 90°C—
on 5 percig Ujra felmelegitettik. A fehérjéket ald 200 V fesziltséggel futtattva 13%-0s
szeparal6 géts 5%-o0s tomordtgel felhasznalasaval készilt SDS-PAGE-en valaskisizet.

Az SDS-PAGE elvéalasztast koven a gélt Immobilon P transzfer membranra blotkoltu

MW 1 2 3
(kDa)

66 — |

45 —

30 —

26. abraAz S. coelicolorM145 vad térzs (1. minta), azS. coelicolorM145
ASCO5461:.apfpWH1 komplementalt mutans térzs (2. minta) és a8. coelicolorM145
ASCO5461:.:apmutans torzs (3. minta) radioaktivan jelolt ADP-ribozilalt fehérjéinek

mintazata

Az abra bal oldalan a molekulatomeg standard fékgrpzicidja van jelélve (MW minta). A
nyil a vad és a komplementalt mutans térzs mintéilbegtaldlhatd ADP-ribozilalt fehérje
hianyat mutatja a mutans mintajaban.
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semi-dry modszerrel. A blottot levég hagytuk szaradni, majd kazettdba tettiik és egy
€jszakas exponalas utan MolecularDynamics Phoshgdm SI készilek segitsegeével
detektaltuk a radioaktivan jel6lt ADP-ribozilaltierjeket. A 26. abran lathaté radiogrammon
nyillal jeldlt pozicibban eltérést talaltunk a vhiizs, a komplementélt mutans és a mutans
térzs ADP-ribozilalt fehérje mintazataban. Egp5 kDa mérdt ADP-ribozilalt fehérje
hianyzik a mutans mintajabdl, de a komplementééiadara Ujra megjelent a komplementalt
mutans torzsben.
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8. AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE

A fehérjék mono-ADP-ribozilacijat katalizalé enak kozil elsként a betegségeket
okozo, embs sejtek fehérjéire hatdé bakteridlis toxinokat igéle fel. A toxinokhoz hasonlo
szerkezdt, endogén mono-ADP-riboziltranszferaz (ADPRT) eredtet azoOta kimutattak mar
pro-, és eukaridta sejtekben is (Hayaishi és U8I85; Briinne és Lapetina, 1989; Lowery és
Ludden, 1990; Ludden, 1994; Okazaki €és Moss, 199¥zaki és Moss, 1999; Deveze-
Alvarez és mtsai, 2001; Corda és Di Girolamo, 2@i33irolamo és mtsai, 2005; Di Paola és
mtsai, 2012). Az ADPRT Kkatalizélta fehérje modagit?a mono-ADP-riboz-fehérje
glikohidrolaz (MARH) enzimek teszik reverzibiliss&z ilyen ADP-ribozilacids szabalyozo
ciklusban részt véyADPRT/MARH enzimparok kozl legismertebb és fidigiai funkciojat
tekintve is a legrészletesebben jellemzett a fatsizzald és nitrogén-fixalasra is képes
Rhodospirillum rubrurban 1éw két enzim. Ebben a baktériumban az ADP-ribozitalégz
DRAT és az ADP-ribdzt eltavolito DRAG a nitrogénxdias kulcs enzime, a dinitrogén
reduktaz aktivitAsdra hatva szabalyozza a nitrog&szimilaciét (Ludden, 1994).
Altalanossagban azonban kijelenthetjilk, hogy pridkarorganizmusokban kevés ismeret all
rendelkezésre a fehérjék mono-ADP-ribozilaciéjabiakogiai szerepéi.

Munkacsoportunk korabban mar kimutatott ADP-ribélzil fehérjeket és ADPRT
aktivitast Streptomyces griseumn €sS. coelicolorban is (Barabas és mtsai, 1986; Barabas
és mtsai, 1988; Shima és mtsai, 1996). Agmatinzrésa target molekulaként sikerilt
bizonyitani arginin-specifikus ADPRT meglétét griseushan (Penyige és mtsai, 1990), de
hosszu ideig nem voltak pontos molekularis ismerktesem az ADP-ribozilalt fehérjéslr,
sem a modositast katalizalo enzint@kiA S. coelicolorban a reverzibilis protein ADP-
ribozilacié/de-ADP-ribozilaciés ciklus jelenléténgtal az a tény is, hogys. coelicolor
genomjaban legalabb hat, az ismert MARH enzimekkglymértélt szekvencia homologiat
mutato gén talalhatdSC0O0086, SCO1766, SC0O2028, SCO2030, SCO4435, ST
szekvencia analizis). Az is ismert, hogy &z coelicolor genomban megtalalhaté egy
Mycobacteriurrban azonositott, rifampicin ADPRT ortoldg, az Ao{SC0O2860)gén. Nem
kizart, hogy a gén terméke képes feherjek ADP-ilaomjara is (Baysarowich és mitsai,
2008).

A mono-ADP-ribozilacid sejtben betoltott funkcidginmegértéséhez coelicolosral
folytatott jelen munkank soran céluiztik ki, hogy (1) azonositsuk a sejtben endogén Gto
ADP-ribozilalt fehérjéket; (2) szekvencia homolégiapjan probaljunk meg azonositani még

ismeretlen ADPRT enzimet kédolo gént; tovabba @Bpaonositott ADPRT enzimet kddolo
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gén megszakitasaval/antibiotikum rezisztencia kametortén kicseréléséval |étrehozott null
mutans fenotipusanak vizsgalataval szerezzink epiaxt az adott ADPRT enzim biolégiai

szerepéil.

8.1. Azin vitro ADP-ribozilaciés reakcio optimalis feltételeinek leallitasa

Az S. coelicolorsejtkivonatahoz radioaktivan jel6f2P]-NAD*-ot adva szubsztratként
kimutattuk, hogy a fehérjékbe torterADP-rib6z beépillés 30 percnél éri el maximumat,
ezutan csokken. Ennek a cstkkenésnek valilezjraz az oka, hogy a sejtkivonat NADGH
aktivitasa elbontja a NADot és a poszttranszlacios modifikaciot reverzbii te¢ MARH
aktivitds pedig lehasitja az ADP-rib6zt a fehérgékFeleslegben adott, nem jel6lt ADP-
rib6zt adva a reakciohoz novelni tudtuk az ADP-rzibfehérjékbe tortéh beéplléesét.
Valoszinileg a MARH aktivitas gatlasa kdvetkeztében emelikeale ADP-ribdz beépllés (a
NADGH-t nem gétolja az ADP-rib6z; Penyige A. szeyeél kdzlése). A nagy foloslegben
lévé ,hideg” ADP-rib6z csokkenti a reakcidelegyben jdés, a radioaktiv NAD
bontasabél szarmazdP]-ADP-rib6z nem enzimatikus Gton fehérjékbe tésterépiilését is,
lehetivé téve azt, hogy valdban csak az ADPRT enzime#likatta fehérje ADP-ribozilaciét
mérjuk a kisérletben. Az ADP-ribozilalt fehérjékdtoliziséll szarmaz6 nukleotidokat

HPLC-vel elvalasztva kimutattuk, hogy valéban ADBSe csoporttal médosultak a fehérjék.

8.2. A vad tipusu térzs ADP-ribozilalt fehérjéinekizolalasa és azonositdsa

A S. coelicolorban talalhatdo ADP-ribozilalt fehérjék izolalashmzaminofenilboronsav
affinitas kromatografiat, 2-D SDS-PAGE elektrofastzés a gélben tripszinnel valo
emesztest kovét MALDI-TOF tomegspektrometrias peptid analizist zregtunk. Nyolc
fehérjét sikerllt egyértelien azonositanunk &. coelicolorADP-ribozilalt fehérjéi kozil.
Eredményeink azt mutattak, hogy néhany fehérje,téliblaban eltér pl értéki foltban is
kimutathato volt a 2-D-gélen. A tébb foltot is edtalé fehérjeket két csoportba lehet osztani.
A SCO5477az 1. szammal jelolt keret) esetében a fehérjermalekulatomegének és pl-nak
megfeleb poziciéju B folt mellett tébb izoforma is jelen volt, amelyaknkis mértékben
alacsonyabb az izoelektromos pontjuk a SCO5477rjtreéjellem®d értéktl. A masodik
csoportba tartozo fehérjek két foltban voltak mEgjatoak a 2-D gélen. Mindkét fehérje
esetében (4. és 5. folt: SCO4771; 7. és 8. folD&&24) az egyik izoforma moltdmege és pl-
ja a nativ fehérjére jellemiz értéknek felel meg, mig a masik valtozat azonos

91



molekulattmeggel, de alacsonyabb izoelektromos tglomendelkezik. A pl értékének
savasabb tartomanyba valé eltolédasat okozhatjdeldgyvalamilyen poszttranszlacios
fehérje modositas, mint az ADP-ribozilacio, ahot kégativan t6ltott foszforsav maradék
kapcsolédik a fehérjéhez (Rieul és mtsai, 1987505477 esetében a tébb elt&oforma
létrejottét ADP-ribozilacié mellett az Asp és Glpostan dezamidacidja is eredményezheti
(Zomber és mtsai, 2005).

A nyolc azonositott fehérjét harom csoportba saiplik a feltételezett vagy ismert
élettani szerepuk alapjan, igy megkilonboztethetid szekretalt fehérjéket, (2)
dehidrogenaz enzimeket és (3) egyeb fehérjéketaltstunk talalt négy ADP-ribozildlodo
szekretalt fehérje két bioldgiai funkcié koré csdpsithatdé. A SC0O2008 és a SCO5477 egy-
egy ABC transzporter komplex extracellularis ligaddé lipoprotein alegysége.
Eredménylnket megésiti, hogy a SC0O2008-at korabban cisztein oldab&an&DP-ribozilalt
fehérjeként mar kimutatta Ochi és munkacsoportjéSisgawara €s mtsai, 2002). A fehérje
ADP-ribozilalédé ciszteinje azonos azzal a ciszielpamely minden leeddipoproteinben a
transzlokaciohoz szikséges szignalszekvenciabaakdipobox részében talalhaté (Rahman
eés mtsai, 2008) és amelynek szulthidril csoporgzahdipoprotein diacilglicerol transzferaz
egy lipid molekulat kapcsolva a membranhoz rogzitiérett, a cisztein melletti hasitas miatt
szignalpeptidet mar nem tartalmazo lipoproteinttffings €s mtsai, 2009). Sugawaraéek azt
feltételeztek, hogy ha ez a Cys oldallanc ADP-rilddadik, akkor valdszitileg nem
szekretalodik az érettlen fehérje és igy a liparodiacilglicerol transzferaz enzim nem
kapcsolhat hozza lipidet. Az ADP-ribozilacié tehégyrészt megakadalyozna a fehérje
kijutdsat a kuls membranfélre, masrészt annak lipid molekulan kaidismembranhoz
roégzilését is gatolna, tehat a citoplazmaban ma#dsdB-ribozilalt fehérje nem képes a
transzportfolyamatokban ellatni a szerepét (Sugavwamtsai, 2002). A SCO5477 fehérjében
is megtalalhaté egy, a SC0O2008-éhoz hasonlo, aatefgpozicioban ciszteint is tartalmazé
szignalszekvencia, ezért Piette és munkatarsakeéggményiikben azt feltételezték, hogy a
SCO5477 is ADP-ribozilélt protein (Piette és mt28i05). Az a tény, hogy mi ADP-ribozilalt
fehérjeként azonositottuk a SCO5477-et alatdmasztjaz elképzelést.

A masik két szekretalt fehérje, a SCO6108 (FusHx &C01968 hidrolaz enzimek. A
FusH a fuzidinsav antibiotikum elleni rezisztandi&élelés észteraz (Haar és mtsai, 1997).
Mivel az ADP-ribozilalt FusH-t is a citoplazma kivatbdl izolaltuk, intracellularis
lokalizacioja arra enged kovetkeztetni, hogy a fgh@&DP-ribozilacidja befolyasolhatja az
extracellularis térbe iranyuld transzportot. A S@68 egy feltételezett szekretalt hidrolaz,

amely aBacillus subtilisGIpQ proteinjével mutat homolégiat. A GlpQ egy At&-éhezés
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altal indukalt glicerofoszfolipid foszfodiészterdamely a zsirsavakat mar nem tartalmazo,
deacilalt foszfolipideket glicerin-3-foszfatta hidizalja (Antelmann és mtsai, 2000). Miutan
az eddig megismert példak arra utalnak, hogy az -Aib®2ilacio inaktivalja a moédositott
fehérjét, az enzim reverzibilis ADP-ribozilaciojasajt glicerin felhasznalasat befolyasolo
poszttranszlacios szabalyoz6 mechanizmusok egefiet$. coelicolorban.

Az ADP-ribozilalt fehérjék masodik, dehidrogenazotatalmazd csoportjdba tartoznak
a SCO4771 és SCO4824 gének kodolta fehérjék. Ezekelmen a MASCOT program
segitségeével sikerult azonositanunk az ADP-ribliziigptid fragmenteket is.

SCO04771 fehérje, amely egy inozin-5-monofoszfahideogenadz enzim (IMPDHE.
coelicolorban. Prokariotakban az intracellularis GTP kondemd dond szerepet jatszik a
morfologiai differencialédas szabalyozasadban. AzZPINMH az inracellularis GTP-szibtt
figgd de-novo GTP bioszintézist katalizalja, ezért azirmnADP-ribozilacidja a spéraképzés
és az antibiotikum termelés fontos élettani szalxymechanizmusként itkbédhet (Ochi,
1987; Inaoka és Ochi, 2002). A dehidrogenazok as@mak masik fehérjéje &aCO4824ltal
kodolt FolD, amely a tetrahidrofolat anyagcseretdsetfunkciot ellatdé enzime, metilén-
tetrahidrofolat dehidrogenaz és metilén-tetrahiolaif ciklohidrolaz is egyben. Az enzim
altalunk ADP-ribozilaltnak azonositott GAEVVVVGR piid fragmentuma az evollcidsan
erssen konzervalt NADRKoOt6 motivum része (Allaire és mtsai, 1998). A FolD ADP
ribozilacidja és ezaltali inaktivacioja a metion#s purin bioszintézist gatolva dént
fontossagu lehet az éldleges anyagcsere folyamatok és a differencialédaisalyozasaban.

A SCO4771 és a SCO4824 fehérje kdzott az a hasapléegy multimerként 1atjak el a
funkcidjukat a sejtben. Erdekes modon mindkegsetében az eredeti, moédositas nélkiili
forma és az ADP-ribozilalt forma is megtalalhato2@>-gélen. A két forma egyuittes
jelenlétének fontos kovetkezménye lehet, hogy atimal aktivitasat a komplexet alkoto
ADP-ribozilalt és a moédositotatlan alegységek k@rtany befolyasolja. Az alkotoelemek
egyedi modositottsagatdl valé aktivitas-fliggés awime aktivitAsnak egyfajta finom-
hangolasat teheti leliete, amellyel a mkodési egységet alkot6 komplex a sejt
anyagcseréjének pillanatnyi szikségletéhez tudodyaz Hasonlé regulacios mechanizmus
figyelhe®® meg azE. coliban, ahol a glutamin szintetdz enzim tizenkét agadegységének
egyenkénti adenililaltsagi allapota szabalyozzaram aktivitdsat (Okano és mtsai, 2010).

A harmadik csoportba két fehérje tartozik. Az eggik éhezésre érzékery®CO7629
kodolta SpaA protein. A SpaA fehérje &z coliban a stacionaris fazis szabalyozasaban
szerepet jatszo RspA fehérjével homoldg (HuismaKadter, 1994). Kordbban mar kiderilt,
hogy aSCO7629én megszakitasatreptomyceskben kondicionalis, sejidiségbl fliggo
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fenotipust eredményez. A mutans tenyészete nadslirsisgg esetén minimal taptalajon
késsbb kezd antibiotikumot termelni, ugyanakkor nagyabbnnyiséget termel, mint a vad
(Schneider és Chater, 1996). A SpaA enzim endodgR-Abozilacidja hatassal lehet tehat a
baktérium sejtériiségre adott valaszara. A masik ide tartozé feharfgC0O2198kodolta
glutamin szintetaz, a GInA, amelynek aktivitasatkaridtakban @leg bélbaktériumokban)
egy poszttranszlacios modositas, az adenililacebd&yozza (Lowery és Ludden, 1990;
Woehle és mtsai, 1990)S. coelicolorban is kimutattdk a fehérje konzervalt Tyr-397
oldallancanak adenililalédasat (Hesketh és mts@i22 Fontos megjegyeznink, hogy
munkacsoportunk korabbah griseusban mar kimutatta a Glnk vitro ADP-ribozilaciojat
ami inaktivalta a glutamin szintetaz aktivitasaerfifige és mtsai, 1994Rhodospirillum
rubrumban és k&bb Synecocystigajokban is leirtak ezt a mddositast (Woehle ésamt
1990; Silmann és mtsai, 1995). A mostani eredmékyi@hat ismét megésiti azt a
megfigyelésiinket, hogStreptomycegkben a GInA ADP-ribozildlodhat.

Az &ltalunk azonositott nyolc fehérj@bhat Ujonnan azonositott ADPRT célfehérje.
Ketté6 esetében korabbi eredményeket sikerllt misgemink. A glutamin szintetazr@.
griseusban mar korabban kimutattak, hogy ADP-ribozilalehérje és a mostani
eredményeink szerir8. coelicolorban is ADP-ribozilalodik. A Piette-ék altal ADPeozilalt
fehérjének feltételezett SCO5477 (Piette és mPHl5) esetében pedig mi mutattuk ki, hogy
ez a fehérje valbban ADP-ribozilalt. Fontos eredynék tartjuk, hogy talaltunk négy olyan
fehérjét (a SCO5477-t, az IMPDH-t, a SpaA-t és dDRY amelyek konkrét példaul
szolgalhatnak a fehérjék ADP-ribozilacioja és afologiai differencialodas kdzott korabban
altalunk feltételezett kapcsolatra (Penyige és imt€90, 1996; Shima és mtsai, 1996).

8.3. ADPRT enzimet kodol6 gén azonositdsa szekveamtwbmologiak alapjan és a

szekvenciain silico elemzése

Harmadik célkitizésink egy ADPRT enzim génjében mutans torzs dikész és
fenotipusos vizsgalata volt. Ehhedsor azonositanunk kellett ADPRT enzimeket kodold
géneket. Kézenfekvmegoldas lett volna Mycobacterium smegmatisan 1éw rifampicin
ADP-riboziltranszferdzzal nagyfoki homolégiat matétrr-sc fehéjét kodol&CO2860gén
megszakitasa, de a gén elhelyezkedése a kromoszéatdnikailag nagyon megneheziti ezt a
kisérletet (Baysarowich és mtsai, 2008).

Ezért ebszor bioinformatikai modszerekkel probaltunk olygéneket azonositani a

megszekvenaltStreptomyces coelicoloA3(2) genomban, amelyek ADPRT enzimeket
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kodolhatnak. Mivel az ADPRT-ra jelleiznagyfoku szekvenciabeli plaszticitas megneheziti
a homoldgok in silico azonositasat, ezért pozicio-érzékeny PSI-BLAST grammot
hasznaltunk a szekvencia analizishez. A mar isTA@PRT fehérjék teljes aminosav
szekvencigjanak dsszehasonlitasa csak kisntéagdnossagot mutat, de a NARS©hely és

a katalitikus aktiv centrum kialakitasahoz szilkségérom efsen konzervalt szekvencia
motivum segithet az ADPRT enzimek azonositasabasrzekvencia analizis eredményeként
kéet, feltételezhéen ADPRT-t koédolo geént talaltunk &. coelicolorgenomjaban, a mar
emlitett SCO2860 és aSCO546féneket. A harom motivumra #dtett 6sszehasonlitas
alapjan az ismert aminosav szekvenciaju ADPRT-a&kintve aStreptomycegtrzseken
kivul a lepkékben éforduld, embs sejtekre citotoxikus, DNS-t ADP-ribozilal6 pienisl és -

2, aBacillus sphaericugermelte, Arg specifikus MTX és Mibrio choleraeArg specifikus
kolera toxinjanak katalitikus alegysége, a CT-A doigultak a SCO5461 legkdzelebbi
homologjanak.

A SCO5461 fehérje megjésolt masodlagos szerkegstatCT-A ismert 3-D szerkezetét
alapul véve a SCO5461 fehérje szerkezeti modedljenegalkothaté volt. A kolera toxin
szerkezetéhez hasonléan a SCO5461 fehérjében if-le@thezen taladlhaté az élkeét
konzervalt motivum, és egy huroksiestruktarara tehéta harmadik motivum. Ebben a
harmadik motivumban, a katalitikus glutaminsavadaitalmazo un. ARTT hurokban talalhato
Q/E-XE motivumban van egy fontosnakné eltérés a SCO5461 és a homologjai kdzoétt. Az
MTX-ben és a CT-A-ban is, akarcsak a tobbi argspecifikus toxinban jelleméen E-X-E
ez a szekvencia (Nagahama és mtsai, 2000), migOb&81-berQ-X-E ez a motivum. llyen
szekvencia taladlhat6 a DNS-t modositoé pierisinekl@@naszparagin specifiku@ostridium
botulinumC3 exoenzimjében és a cisztein oldallancot ADBzilalé pertussis toxinban ié.
kolera toxint is magaba foglalé arginin specifikBDPRT-oknal a motivumban azdésen
konzervalt katalitikus glutaminsav 6ifi glutaminsav E-X-E) esszencidlis a szubsztrat
kotésehez. Mivel aszparagint és ciszteint ADP-iibtiz toxinokndl, $t DNS-t ADP-
ribozilald enzimnél isQ-X-E motivumot talalunk, ezért a Q ezen a motivumoriilbe¢m
alkalmas a SC0O5461 a szubsztrat specifitAsanakat@glzasahoz.

Az ismert genomidlis szekvenciafstreptomycedorzseket figyelembe vév8CO5461
ortoldgjai a torzsfan tavolabb talalhat6 torzsekh@na$S. griseushan nincsenek jelen, csak a
torzsfan egyméshoz kdzelebld &treptomycesirzsekben. AStreptomycetirzsek kozil &.
coelicolorral kozeli rokonsagot mutatd torzsekben talalhapmtetikus fehérjekg. lividans
TK24, SSPG_02248;1S. albus J1074, SSHG_04549.8; scabies SCAB2777]1 S.
pristinaespiralis ATCC 25486SDG_06196)1és aStreptomyceskkel kozeli rokonsagban
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lévé  Streptosporangium roseumDSM 4321 tbérzsben Iév hipotetikus fehérje
(YP_003344216.1) mutatkoztak a SCO5461 legkdzelrbiologjainak. Lehetséges, hogy a
rokon térzsek k6zog$se horizontalis géntranszfer révéen kaphatta a haksetoxinokkal
hasonlosagot mutato fehérjetermeéket kodolo szek&e(iaysarowich ésmtsai, 2008).

A SCO5461 fehérjében a szignalszekvenciadkat azin8gjnalP program felismert egy
N termindlis, harom résab allé szignal szekvenciat, amely bar hasonlit ker-arginin
transzlokacios (Tat) szignalhoz, a Tat szignaloknasitasara specializalt programok — a
TatFind és a TatP — egyike sem talalta ezt a spekdevalodi Tat szignalnak. Ezt az allitast
Widdick és munkatarsai kisérletesen is bizonyikptta SCO5461 szignalszekvenciaja
alkalmatlan volt egy riporter fehérje extracelligatérbe tortéé szekréciojara (Widdick és
mtsai. 2006). A gén szignalszekvencidja a Sec éz#lg Utvonal szignal peptidjével is mutat
hasonlosagot, de a SCO5461 szignalszekvencia Gjaggk legvégén lévpozitiv toltés
lizin (K41) oldallanc Sec elkerélszignalként funkcional (Li és mtsai, 2005). Ezékbz
eredményekll az a kovetkeztetés vonhato le, hogy a SCO5461 srkretalt fehérje. Ezzel
dsszhangban a TMpred és SSPRED szoftverrel késziésiodlagos szerkezeti modellek azt
mutatjak, hogy &8C0O5461egy harom doménnel rendelkeranszmembran fehérjét kodol.
Tartalmaz egy rovid N termindlis intracellularisndént, egy helikalis transzmembran domént
€s egy nagyobb extracellularis katalitikus doméhtaz a SCO5461 valésiileg egy

periplazmatikus, membranhoz kotott enzim.

8.4. Az altalunk azonositott ADPRT gén elimindlasa S. coelicolorgenombdl

Kisérleteink utolsé fazisaban& coelicolorgenomban &C0O5461gént egy apramycin
rezisztenciaért felés gént tartalmazo génhelyettésitazettara cserélve létrehoztukSa

coelicolorASCO5461::apmull mutanst.

8.5. A létrehozott null mutans fenotipusanak elemzage

Mivel kozismert, hogy egyes, a morfoldgiai diffecgaiodasban érintett mutansok
fenotipusat befolyasoljdk a tenyésztési korilméngekrt négy kilonbézszilard taptalajon
— SFM, SMMS, SMMS+10% szachar6z (a tovabbiakban SWMes R5 — tenyésztettiikSa
coelicolor M145 vad fenotipusu torzset ésSacoelicolorASCO5461::aprmutans térzset és
vizsgaltuk a tenyeszetek morfologiai differenci@sét. A gazdag, szojaliszt tartalmu SFM

taptalajon nem talaltunk fenotipusos kulonbségébrasek kozott, de az SMMS minimal
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taptalajon a mutans megkésett morfologiai differ@ddast mutatott a vadhoz képest. Mig a
vad térzs normalis spéraképzést mutatott, a mut8ndras koru tenyészetében lIégmicélium-
mentes,bald mutansokra emlékeztetbérszefi volt mutans telepek felszine. A 120 oras
tenyészetben azonban mar k&gt légmicélium és a mutans végeredményben spibridzo
de nem képzett olyan tomiegpdrat, mint ami a vad fenotipusra jelldmAz ozmotikus
stresszt okozé 10% szacharézt tartalmazé SMMSHal&ph ugyanezek a tulajdonsagok
jellemezték a mutans tenyészetet, de meglitee tolddott ki a differencialodas kezdete (7.-
8. napra). A tdpanyagokban gazdag, szintén ozneskesszt okozo R5 taptalajon viszont
nem spérazott a mutans, ha egyedift a Petri csésze felszinén. Telepeinek fellletég i,
s6t 12 napos korban is csak szorvanyos légmicéliupzést figyeltink meg. Nem a
klasszikus értelemben vebiald fenotipus volt jellem& a mutansra, hiszen a telep szélén
képzdott keves Iégmicélium és antibiotikumot is termAlimutans differencialodasa viszont
extracellularisan komplementalhatonak bizonyult. Hamutdnst a vad tbrzzsel egyitt
névesztettik R5 taptalajon, akkor, ha megkésve ispdeulalt a mutans. Valostieg a vele
egyutt fejbdé vad torzs tenyészetd@b szarmazd diffazibilis kis molekulak kerultek
kapcsolatba a mutans sejtekkel (feltékat rodlinok, chaplinok) és d@degitették azoknak a
differencialédéasat. Ha olyan t4ptalajra oltottukalenutdns tenyészetet, amelyet a vad térzs
mar ebzéleg hasznalt, azaz mar eltavolitottuk a celofandwveszett tenyészetét, de a sejtek
altal szekretalt diffazibilis faktorok a taptalajpanaradtak, akkor is megfigyelléevolt a
mutans spora képzése R5 taptalajon. Ez a jelerrsgégutal, hogy a légmicélium képzéshez
szikséges diffuzibilis faktorok (Classen és mt2a)6) kozil egy vagy tébb termelésére vagy
A Petri csészekben novekienyészeteken szabad szemmel megfigy@lfestotipusos
valtozasokat mikroszkoposan is nyomon kovettik ptatajokba szurt feilemezekre
novesztett tenyészeteken. Faziskontraszt mikrogeddpz 5 napos tenyészeteket vizsgalva
lathatova valt, hogy SMMS taptalajon a vad torzstédiban mar megjelent a csavarodé
légmicélium és a szabdalyos sporalancok, mig a muédetében a nagy tonfiegegetativ
micéliumban ritkabban fordult @légmicélium és emellett szabalytalan alaku spacak és
sok, a mintakészités soran levalt spéra is medfigiyevolt. Osszességében kevesebb spéra
jellemezte a mutanst, mint a vadat. A vad és mukémétti kiilonbség még kifejezettebbé valt
az SMMS+ taptalajon, ahol a vadra jelldimzosszu, egyenes spéraldncokhoz hasonléak a
mutans mintajaban is voltak, de a sporak méreteesekben jeleisen eltért egymastolps
gyakran ebfordult az is, hogy a spérak és hifacsucsobsen megduzzadtak. Mindez arra

utalhat, hogy a mutans spérak kereszt- és sejkfalidnbozhet a vadétol, azaz a normalis
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sejtfalszintézishez és a differencialdédads normi@@majlasdhoz valdsziteg szikség van a
SCO5461 aktivitasara, kulondésen ozmotikus stressetér. Az R5-6n  normélis
differencialédast mutato vad térzshoz képest azgetelten ndvesztett mutans mintaiban 5-,
s6t még 12 napos korban is csak jelentéktelen meéglyen volt megfigyelhétiégmicélium
vagy spora.

Az emlitett harom t4ptalajon, szintén &&mezekre ndveszett vad és mutans tenyészetek
DNS tartalméat propidium-jodiddal festettiik meg. Kakalis |ézer pasztazd6 mikroszkoppal
nem talaltunk semmilyen kilénbséget a kulonfélg¢alapkon wtt térzsek micéliumaban a
DNS elhelyezkedésében.

A ASCO5461::aprmutans antibiotikum termelését is vizsgaltuk sdilés folyékony
taptalajokon. A Petri csészébendészilard taptalaj felszinére helyezett fehér steirokre
oltottuk ra a térzsek sporait. Ez megakadalyozzahemgy a micélium beléjon a taptalajba,
ezért ha a koronggal egylitt a tenyészetet is ditadoa taptalaj felszinét, akkor lehetvé
valik a tisztan az extracellularis térbe kivalasizaztinorhodin vizsgalata. A vad és a mutans
torzsek kozott a tapanyagban gazdag R5 taptalagpasttaltuk a leglatvanyosabb
kilonbséget. A 3 napos tenyészetek még dsszeréneeinyiséf actinorhodint termeltek. 7
naposan a mutans mar jelésgn tébb antibiotikumot termelt és szekretalt anghdMinimal
taptalajokon, azaz az SMMS és SMMS+ t4ptalajon siett tenyészeteknél az R5-6n
megfigyelthez képest ellentétes tendenciat figyddtineg, mivel a vad térzs tenyészetéhez
képest a mutans térzs kevesebb actinorhodint terfidég az SMMS taptalajon csokkent le
er6sen a termelt antibiotikum mennyisége, és a muténs is szekretalta azt a tdptalajba. Az
ozmotikus stresszt okoz6 SMMS+ taptalajon nem ddtsiyen jelenés killonbség a vad és a
mutans antibiotikum termelése és szekrécioja kpzétk a tenyészetek eliészine jelentett
kulonbséget, ami az intra- és extracellularis ptékak kozotti kilénbségre utal. A mutans
taptalajoktol fugg, elté6 viselkedésére magyarazatul szolgalhat talan aité@dlezés, hogy
a SCO5461 fehérje hianya miatt a differencialoddlasbulasa mutansban befolyasolja a
szekunder metabolit termelést is, késleltethetiletvie csokkentheti azt. A 6
tapanyagellatottsdg ozmotikus stresszel kombinahszont a megrekedt morfoldgiai
differencialédas, a spoérazas hianya mellett azbmmilkum taltermelését és d@eljesebb

A S. coelicolomem differencialédik folyékony taptalajon, antittkmmot viszont termel.

A torzsek altal termelt extracellularisy-actinorhodin  pontos mennyiségének
meghatarozasdhoz az erre a célra leggyakrabbamadttasbolyékony SFM taptalajon

tenyésztettik a vad- és mutans torzseket (annakés#, hogy szilard SFM t4ptalajon nem
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tapasztaltunk eltérést a mutans és a vad torzstipeisaban). Bar a két tenyészet
micéliumanak kék szine azt jelezte, hogy az adtiodin termelése normalis médon zajlik
mindkét térzsben, a mintdk lecentrifugalasa utdhaléva valt, hogy a mutans tenyészet
sejtjei egyaltalan nem valasztottak ki az extratétls térbe az antibiotikumot. A szilard és
folyékony taptalajon tapasztalt eltérés arra utay az antibiotikum szekrécid szabalyozasa
kilonbdd lehet a folyékony és szilard taptalajon ndovedadtiirakban. Ezek az eredmények
arra utalhatnak, hogy az actinorhodin transzpattji@éelos fehérjék egy részének aktivitasat
bizonyos koralmények kozott kozvetett vagy talanzugilen modon a SCO5461 Aaltal
katalizalt ADP-ribozilacio befolyasolja. A. coelicolorM145-k51 4ltalunk izolalt és MALDI-
TOF analizissel azonositott ADP-ribozilalt fehérjk&zott azonban nem talaltunk olyat,

amelyet egyérteliden kapcsolatba lehetne hozni az antibiotikum soekmechanizmusaval.

8.6. A null mutans térzs komplementalasa

A teljes, genomialisSSCO5461gént plazmidon (pWH1) bejuttatva komplementaltuk a
mutans torzset. A komplementalashoz hasznaltigdrameklonoztuk a pWHM3 plazmidon
elhelyezked gyenge lacZ promoter mogé, igy & coelicolor ASCO5461::apipWH1
komplementalt mutans térzsben a SCO5461 fehérectédttt, de nem expresszalddott nagy
-mértékben. A komplementalt mutans szemmel és msuk@ppal megvizsgalva is minden
taptalajon azonos fenotipust mutatott, mint az M%48 tipusu toérzs, tehat a null mutans
vadtol eltéé fenotipusos jellegeiért a SCO5461 fehérje hidayaz a szubsztrat(ok) mono-
ADP-ribozilaciéjanak elmaradésa tethétlelossé.

8.7. A SCO5461 fehérje ADPRT aktivitasanak bizonyésa

Funkcionalisan is igazoltuk, hogy a SCO5461 feh&EPRT aktivitassal rendelkezik. A
ASCO5461::apr mutans-, a vad- és a komplementélt torzs ADP-iiélbz fehérjéi
mintazatanak 6sszehasonlitasa igazolta, ho@C&®5461gén egy ADP-riboziltranszferaz
enzimet kodol, mivel a mutans mint4jabdlgb kDa mérdt ADP-ribozilalt fehérje hidnyzott,
ugyanez a fehérje viszont ADP-ribozilalodott a kéenpentalt tbérzs mintajaban. Ez a mutans
torzs komplementalasanak sikerességét is bizonyitja

Az éltalunk megszakitotCO5461gén tehat nagy valosZiseggel egy mono-ADP-
riboziltranszferaz enzimet kédol. Ezt a feltételdmiket egy néhany hete megjelent

kozlemény is igazolja. Nakano és mtsai — a piesldiel dolgozé munkacsoport —
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megklénoztak a SCO5461 fehérje katalitikus doméégn vitro kimutattak annak ADP-
riboziltranszferaz aktivitasat. Kisérleti rendsdadl kovetkeden guanin vagy deoxiguanin
tartalmda nukleotidokat, oligonukleotidokat és ét8stRNS-t hasznaltak akceptorként az
ADPRT aktivitas kimutatasahoz. Fehérjek ADP-ribaeibjat nem vizsgaltdk (Nakano és
mtsai, 2013).

A MALDI-TOF analizissel altalunk azonositott ny@dMP-ribozilalt fehérje kozul egy —
a SCO5477gén kodolta ligandot két ABC-transzporter alegység — a mutansbol hianyzo
fehérjéhez hasonlé molekulatbntiegzért elképzelhét hogy valdban ezt a fehérjét mddositja
a membranhoz rdgzilt SCO5461 enzim. A vad fenofipiiszsek és a mutdns mintait
egybevetve az ADP-ribozilalt fehérje mintdzat nemtatott dramai kilénbséget, ami azzal
magyarazhatd, hogy 8C02860es aSCO5461genek termékei mellett még tébb ADPRT

enzim is jelen lehet &. coelicolorsejtjeiben.

8.8. Eredmeényeink rovid 6sszefoglalasa

1) Nyolc ADP-ribozilalt fehérjét azonositottunk @. coelicolotbdl, amelyekBl ketto
esetében mar kordbban feltételezték ezt a poszttéanids modositast, hatot pedig mi irtunk
le elbszor ADP-ribozilalt fehérjeként.

2) Azonositottuk az eddig nem ismert ADPRT enzinG@05461 génjét &. coelicolor
genomjaban.

3) Elkészitettik &CO5461génre nézve null mutaiss coelicolortdrzset.

4) A gén megszakitdsa kondicionalis pleiotrép fgnust eredményezett. A mutans
fenotipusanak elemzése arra enged kovetkeztetgy Streptomyceskben a mono-ADP-
ribozilacio és a differencialédas kozott valobapdsolat van, mint ahogy azt mar korabban
feltételeztik.

5) Kimutattuk, hogy SC0O5461 fehérje egy ADPRT enzamelyre sziikség van folyékony
tapkdzegben az actinorhodin szekréci6jahoz, és yamébkzt vesz a morfoldgiai

differencialédas szabalyozasabaiied (ozmotikus) stresszt okozo kérilmények kdzott.
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9. OSSZEFOGLALAS

A fehérjék-mono-ADP-ribozilacidja egy reverzibiliposzttranszlacios maodositas,
amelyet a mono-ADP-riboziltranszferaz (ADPRT) erglinkatalizalnak. Kisérleteink soran a
bonyolult morfologiai és differencialodasi folyartatrendelkeé és antibiotikumot termél
Streptomyces coelicoloiA3(2) baktérium torzsben taladlhaté ADP-ribozildiehérjéket
kivantuk izolalni és azonositani. Célunk volt tovataz eddig nem ismert ADPRT enzimek
génjeinek szekvencia homolégiak alapjan taft@aonositasa és egy ADPRT génre nézve
null mutansS. coelicolorntdrzs eballitasa. A mutans fenotipusanak elemzésével éadagéen
aton ADP-ribozilalt fehérjék megismerésével a f@hénono-ADP-ribozilacidS. coelicolof
ban bet6ltott bioldgiai funkciojat akartuk megismier

Elsdként a vad tipus®. coelicolortenyészettl készitett nyers citoplazmakivonatbian
vitro ADP-ribozilaltuk a fehérjéket. Az optimalis readioriilmények azonositasat kGéem
m-aminofenilboronsav affinitds kromatografias éggal tisztitottuk és 2-D SDS-PAGE gélen
valasztottuk szét az ADP-ribozilalt fehérjéket. Alluen tortéd tripszines emésztésb
szarmazo6 fragmentek MALDI-TOF tomegspektrometriaaliaisével azonositottunk nyolc
ADP-ribozilalt fehérjét: SCO5477, SC0O2198, SCO208&04771, SCO1968, SCO4824,
SC06108, SCO7628%at fehérjét mi azonositottunkéekdr ADP-ribozilalt fehérjeként, kétt
esetében pedig megsitettiink korabbi irodalmi eredményeket.

A S. coelicolor genom in silico vizsgalataval azonositottunk egy feltételeébet

ADPRT-t kodol6 gént, 8C0O5461et. A SCO5461gent egy apramycin rezisztenciaert fésel
kazettaval helyettesitettik a genomban, az igjtitr null mutans $. coelicolor M145
ASCO5461::apy kilonbdz taptalajokon normalis vagy megkésett differencaki mutatott
vagy nem is sporulalt. A genomidlis gén plazmidatwbejuttatasaval komplementaltuk a
mutanst, ezaltal annak kondicionalis pleiotrop fgnesa visszavaltozott a vad tbrzsre
jellemzre. A vad torzs, a null mutans ésSa coelicolorM145 ASCO5461::apipWH1
komplementalt mutans torzs ADP-ribozilalt fehérjeintazatanak ©sszehasonlitasa azt
mutatta, hogy a mutans térzs mintajabdl hianyzik [@p kDa mérdt ADP-ribozilalt fehérje.
A komplementalt térzs mintajaban Ujra megtalalhetdt ez a fehérje. Kimutattuk, hogy
folyékony és szilard tapkdzegben és kilonféle sxiléaptalajokon eltért a mutans
actinorhodin termelésének mennyisége és az ankibiot szekréciéjanak meértéke.
Mindezekl®l arra kovetkeztettiink, hogy a SCO5461 egy ADPRZimnamelyS. coelicolor

differencialédaséara és az antibiotikum termelésszekréciojara hat.
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10. SUMMARY

The protein ADP-ribosylation is a reversible pastslational modification catalised by
mono-ADP-ribosyltransferases (ADPRT). Our aim was isolate, and identify ADP-
ribosylated proteins inStreptomyces coelicoloA3(2), which is an antibiotic-producing
bacterial strain with complex morphology, and d#fetiation. Also, we wanted to find new
potential ADPRT enzyme coding genes in the genomé.ocoelicolorusing sequence
homology search and to prepare an ADPRT null musardoelicolorstrain. We planned to
study the biological function of protein ADP-ribdatjon in S. coelicolorby analysing the
phenotype of the null mutant strain.

First, proteins in the crude cytoplasm extract dfdwype S. coelicolorwerein vitro
ADP-ribosylated. After optimisation of the reacticonditions ADP-ribosylated proteins were
purified by m-aminophenylboronate affinity chromgitaphy fromcrude extract of 36 hours
S. coelicolorM145 cells cultivated on SFM medium. Samples weagled onto 2-D SDS-PA
gel. The separated proteins were in gel digestead teypsin, and the pattern of digested
fragments were analysed by MALDI-TOF. Eight ADPeadlylated proteins were identified
using this method: SCO5477, SC02198, SC02008, STD4BCO1968, SCO4824,
SCO06108, and SCO7629. Six of the proteins were yneadntified as ADP-ribosylated
proteins, in two cases we have confirmated previessilts in literature.

In silico analysis of thé&. coelicolorgenome revealed a hypothetic ADPRT coding gene,
the SCO5461 This SCO5461gene was replaced by an apramycin resistancettasfbe
generated null mutant S. coelicolorM145 ASCO5461::apr— strain had a pleiotropic,
conditional phenotype. The mutation delayed or detefy inhibited the morphological
differentiation and antibiotic production and séam of the strain, depending on culture
condities. The mutant was complemented with thedhiction of a wild type gene carrying
plasmid. The comparison of the pattern of ADP-njtat®d proteins of the wild-type, the null
mutant, and th&. coelicoloM145ASCO5461::apipWH1 complemented null mutant strains
revealed, that an ADP-ribosylated protein with deuolar weight oft65 kDa was missing
from pattern of the mutant strain. This proteinwkger reappeared in the complemented
strain. So, we concluded that the SC0O5461 is an RDBnzyme which is involved in the

regulation of differentiation, antibiotic produati@nd secrecion @&. coelicolor
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