Szakmai zardjelentés a
»Secreted proteins as signalling molecules in Streptomyces development”
cimi, IB1 zstrihez tartoz6 T/F 042824 szamU palyazatrol.

A végleges mingsités kialakitasahoz kerem az eldkésziletben lévé és késsbb megjelend
publikaciok figyelembe vételét is.

Bevezetés:

1. A kutatés allasa a palyazat benyujtasakor

A Gram-pozitiv Streptomycesek tanulmanyozédsa sporakepzédessel végzédé micélidlis
novekedésuk, mint differencialédasi modell (Chater, 1989; 1998; 2001) és a
differencialodassal egyitt jaré szekunder metabolitok termelése miatt (melyek kdzott
nagyszamban talalunk orvosi és ipari szempontbol fontos vegyileteket /Strohl, 1997/)
egyarant fontos.

A morfologiai differencialodast és a vele 6sszefonddd szekunder metabolizmust a
legrészletesebben a modell mikroorganizmusnak szamitd Streptomyces coelicolorban
vizsgaltak szilard taptalajon (Chater, 1998; Hopwood 1999). Mivel az iparilag fontos
antibiotikumokat egyéb Streptomyces torzsek termelik, s folyékony taptalajon, ezért ezek
vizsgalata kilondsen indokolt (Strohl, 1997).

A sejtdifferencialodas és szekunder metabolizmus szabalyozasaban Streptomycesekben
extracellularis regulatorok, un. autoregulatorok, kulcsszerepet jatszanak. Ezek egyik
csoportja a kismolekuldju y-butirolaktonok csoportja, melyek legismertebb tagja az A-faktor.
Az A- faktor S. griseusban mind a légmicélium képzést, mind a streptomicin termelést
szabalyozza (Khokhlov, 1991). Az A-faktor bioszintézisét, s hatasmodjanak genetikajat
részletesen tanulmanyoztak (Horinouchi és Beppu 1992; Horinouchi 1996; Ohnishi és mtsai
2005). Az A faktorhoz hasonld vegyiileteket mas Streptomyces fajokban is azonositottak és
vizsgaltak (Yamada és mtsai 1997).

A Streptomycesek differencidlodasanak egy masik, fehérje természetii autoregulatora az
altalunk ugyancsak S. griseusban leirt C faktor, amely egy extracellularis fehérje, s a
differencialodasban és a sejtek kdzotti kommunikéacioban jatszik szerepet.

A S. griseus mind szilard taptalajon, mind folyadek kultdraban jol spoérazik. Szilard
taptalajon a sporulacid kezdetekor a levegé iranyaba, a szubsztratmiceliumra merélegesen
Iégmicelium n6, amelybdl késébb spordk keletkeznek. Azokat a mutansokat, amelyek nem
képesek légmicéliumot fejleszteni, megjelenésiik miatt kopasz (bald) mutansoknak

nevezzik. Streptomyces griseusban tobb ilyen mutanst, s a mutacio komplementalasara



képes gént is izolaltak (McCue és mtsai 1996). Kulénb6z6 A-faktort termel6 és nem termel6
kopasz mutansok a mi laboratériumunkban is rendelkezésre allnak.

A C faktort a folyékony tenyészetben is jol spérazo S. griseus 45H torzs fermentlevébél
izolaltuk (Szabd és mtsai 1962; Bir0 és mtsai 1980). A C faktor hatdsara a C faktorra
érzékeny, C faktort nem termel6 és mélytenyészetben nem sporézé S. griseus 52-1 torzs a
sporuléciora jellemzé presporakat hoz létre. A hatas specifikussagara jellemzo, hogy méar 0,5
ng/ml C faktor koncentracié kivaltja. A hatas a differencialodas stadiumanak fuiggvenye.
Csak a leoltaskor, vagy a névekedés elsé 16 drajaban adott C faktor hatasos. A hozzaadott C
faktor a taptalajbol gyorsan eltiinik azt a sejtek valosziniileg felveszik.

A C faktor hatdsat, génjenek (facC) klonozasat, szekvendlasat és analizisét részletesen
vizsgaltuk (Birko és mtsai 1999; Szabo és mtsai 1999). A gén csak néhany, elsésorban olyan
Streptomyces torzsben talalhatd meg, amelyek folyékony tenyészetben is sporaznak. igy
példaul hianyzik a S. coelicolor és S. lividans torzsekbdl.

A gén transzkripcidjanak vizsgalata tovabbi adatokkal tdmasztotta ala a sporulécid
szabalyozésaban betoltott szerepét (Bird es mtsai 2000). A jelen palydzat szempontjabdl
kilénosen erdekes, hogy a C faktor olyan S. griseus torzs (B2682) A-faktor hianyos spontan
kopasz mutansanak (S. griseus B2682 AFN) a sporulécidjat is helyreallitotta, amely nem
tartalmazza a C faktor génjét (Bir6 és mtsai 2000). Egy A-faktort termelé kopasz (S. griseus
B2682 AFP) mutans sporaképzésenek C faktor altali helyreallitasat is kimutattuk (Bird és
mtsai 2000).

C termindlisan hisztidinnel farkazott C faktort fejeztettiink ki E. coliban (Bir6 és mtsai
2001). Ez a fehérje bioldgiailag aktiv, s ezt hasznaltuk olyan fehérjék izolalasara, amelyek a
C faktorral kélcsonhatasba lépnek a differencialodas szabalyozésa soran. A C faktor termelé
torzsbol génmegszakitassal null mutanst allitottunk elé. Ez a mutans szilard taptalajon nem
képes légmicélium és spora képzésére (Bird, nem kdzolt adatok).

Adatainkbdl arra kovetkeztetiink, hogy a C faktor a Streptomycesek differencialodasanak
extracelluléris, pleiotrop hatasu regulatora.

Az elsé Streptomyces torzs, a S. coelicolor genomi szekvenalasa, amely 2001-ben
befejez6dott, s amelyet Sir David Hopwood és a John Innes Centre Streptomyces
munkacsoportja koordinalt, Uj helyzetet teremtett a Streptomycesek kutatdséban

(http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_coelicolor/ ).

A Streptomyces torzsek kozoétt nyilvanvaldan meglévo torzs specifikus kiilonbségek ellenére

ugy gondoljuk, hogy a sporulacid Iépései az egyes tdrzsekben hasonldan jatszddnak le, s a



kiilénbdz6 regulacids atvonalak is dsszefliggenek, s kdlcsonhatasban allnak. Erre utalhat az a
megfigyelésiink is, hogy a S. griseus B2682 torzs, amely sziléard és folyékony tenyészetben
egyarant jol sporazik, ill. annak kopasz mutansa nem rendelkezik a C faktor génjével, de a
kopasz mutans normal sporakepzése a klonozott C faktor génnel helyreallithato (Bird és
mtsai 2000).

Az ismert S. coelicolor és S. griseus gének és ennek kovetkeztében a fehérjék homoldgiaja
magas (Bir6 és Chater, 1987; Bolotin és Biro, 1990; Bird S. griseus gének ¢sszehasonlitasa a
S. coelicolor adatbazissal). Ez a magas homoldgia feltehet6en lehetéve teszi egyes fehérjék
azonositasat a 2D gélbdl visszaizolalt triptikus fragmentjeinek MS vizsgalataval. Ennek
alapjan ugy gondoljuk, hogy a jol spérazé S. griseus torzs (S. griseus B2682), a nem spérazé
mutans(ok) (S. griseus B2682 AFN) és C faktort hordozé spérazé transzformansaik (S.
griseus B2682 AFN/pSGF4) fehérje expresszios profiljainak dsszehasonlitasa értékes
adatokat szolgaltathat a Streptomyces differencialodas komplex folyamatanak

szabalyozasardl.

2. A pélyazat benyujtasa utan, illetve a kutatas soran szerzett, a kutatas menetét befolyasolo
ismeretek

1. Az egyik ilyen (j informécid a C faktor termel6 térzs taxondmiai besorolasara vonatkozik.
A S. griseus 45H torzsrol, melyet ez idaig a S. griseus 52-1 torzs mutansanak tartottunk, s
melynek szarmazasa és taxondmiai besorolasa korabban is kérdéses volt (Fehér és Szabo,
1978) 16S rDNS szekvencia meghatarozassal megallapitottuk, hogy ez a térzs nem S.
griseus, s ennek megfeleléen nem is a S. griseus 52-1 térzs leszdrmazottja, hanem egy abban
az idében, ugyanabban a laboratériumban vizsgalt térzzsel, a flavofungin termel6 S.
falvofunginivel azonos, azaz feltehetéleg egy mutansnak hitt laboratoriumi kontaminacio
(Biro és mtsai, kezirat elokésziletben).

2. A pélyézat futamideje soran tovabbi Streptomyces fajok genomi szekvencidja valt ismertté

(S. avermitilis; http://avermitilis.ls.kitasato-u.ac.jp/, illetve S. scabies;

http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_scabies/, tovabba informéacionk volt/van arrdl, hogy a S.

griseus genomi szekvenciaja is meghatarozas alatt allt ill. mar el is készilt, de annak
eredménye egyelére nem hozzéaférhetd, prof Horinouchi, személyes kdzlés), melyek
megerdésitették azt a korabbi feltételezésiinket, hogy a gének nagyfokban homoldgok, s

ennek megfeleléen a fehérjék azonosithatoak lesznek.



A genomszekvencidk alatdmasztottak korabbi adatainkat, hogy a C faktor gén csak néhany
Streptomyces tdrzsben talalhaté meg (a névény patogén S. scabies tartalmaz egy, a C
faktorhoz nagy fokban homoldg gént).

A S. griseus genomi szekvenalasa és a Horinouchi professzor munkacsoportja altal az A-
faktor hatdsmadjardl kozolt publikaciok (Kato és mtsai 2002; Kato és mtsai 2005; Tomono
és mtsai 2005; Onishi és mtsai 2005), melyek a genomi szekvenaléssal nyilvanvaloan
0sszefliggenek, pedig arra inspiralt benniinket, hogy a tervezett proteomikai vizsgalatainkat a
S. griseus torzsekre, s az A-faktor és C faktor altal indukalt szignal transzdukcids rendszer
tanulmanyozéséara, s a két regulator hatdsénak esetleges 0sszefliggéseire koncentraljuk.
Emellett mas muténsokat is vizsgaltunk, melyek kozil a S. griseus B2682 térzs SY1
mutansara vonatkozo eredményeket mutatom be, mely mutans nemcsak minimal, hanem
tapanyagban gazdag tapfolyadékban is sporat képez, s a sejtosztodas szabalyozasaban

résztvevo SsgA fehérjét taltermeli.

Kiserleti rendszer leirasa

S. griseusban a butyrolacton A-faktor a sejtdifferencialodéas és streptomycin termelés
autoregulatora (Ohnishi és mtsai 2005) mely hatasat az AdpA transzkripcios aktivator gén
bekapcsolasaval végzi azéltal, hogy azt, az ArpA protein represszidja aldl felszabaditja,
hozzakdtodve ehhez a fehérjéhez. Az AdpA ezutan olyan géneket aktival, melyek funkcioja
a morfologiai differencialodas és a szekunder metabolizmushoz sziikséges. Ezek a gének egy
regulont az un. AdpA regulont alkotjék.

Az A-faktort nem termel6 térzsek sporuldcidra nem képesek, és streptomycint sem
termelnek.

Korabban kimutattuk, hogy a S. griseus B2682 torzs, mely termel A-faktor, és streptomycint
egy A-faktort nem termel6 spontan mutansa (S. griseus B2682 AFN) sporaképzésre nem
képes Un. kopasz telepet képez, és streptomycint sem termel. Ennek a térzsnek a normalis
sporulécioja és streptomycin bioszintézise egyarant helyreallithatd volt externalisan adott A-
faktorral, és a C faktor génnek a torzsbe vald transzformalasaval kis (és nagy kopiaszamu)
plazmidon. A kiskopia szamu plazmiddal transzformalt torzs jele S. griseus B2682
AFN/pSGF4.

Kisérleteink donto részében a fent megjeldlt harom torzs extracelluléris proteomjanak
meghatarozasaval és 6sszehasonlitasaval a C faktor altal ki- vagy bekapcsolt géneket
kivantuk azonositani és dsszehasonlitani az A-faktor altal indukalt szignal transzdukcids

utvonal eseményeivel.



Ugyancsak vizsgaltuk az SsgA tultermel6 spontan mutans SY1 térzs extracellularis

proteomjat.

Modszerek

Az alkalmazott modszereket illetéen, melyek a vizsgalt torzsek tenyésztését és a fehérje
mintak preparaldsat, a kétdimenzios gél-elektroforézist és a fehérjék azonositaséra
alkalmazott modszereket (tomegspektrometria vagy N-terminalis aminosav szekvencia
meghatarozas) foglalja magaban a korabbi részjelentésekre utalok, s itt azokra nem térek ki.
Itt kKivanom megjegyezni, hogy a kétdimenzids gél-elektroforézissel kapott gélek
kiértékelését a project kapcsolddo holland koltségvetésébél vasarolt GS-800 Calibrated
densitométerrel és a PDQuest 2D analysis software-rel (beszerzési érték mintegy 14.000
Euro) végeztiik. Ezek azonban nem ebben a beszdmoloban az OTKA felé, hanem a
kozeljovoben a Holland partner NWO részére készitendd zardjelentésben lesznek

elszamolva.

Eredmenyek

Egy reprezentativ, szilard agar taptalajon nétt tenyészetekkel végzett kisérletsorozat
eredményét mutatom be az 1.-6. dbrakon, és az 1. tablazatban, azzal a megjegyzéssel, hogy
minden itt bemutatott kisérletet legalabb még egyszer, de tébbsegében kétszer

megismételtiink.
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SSP

1. tdblazat

Comparison of the expression of selected proteins in 3-day old cultures of Streptomyces

accesion

number

0203

3503
4701
5303
5306
5307
5702
6503
9402

3302
4501
4101
5102
5101
5501
6303
9201

P0O0776

CAB65418
BAC21011
AAD30139
AAD30139
CAH94303
P80561
P18143
BAD24662

PO0776

CAB65418
BAC21011
AAD30139
AAD30139
CAH94303
P80561
P18143
BAD24662

griseus strains

Comparison is made to the wild type S. griseus B2682 strain.

name of protein

proteinase A precursor SprA
phosphate-binding protein precursor,

PstS

metalloendopeptidase SgmA

Fe-Zn superoxide dismutase SodF
Fe-Zn superoxide dismutase SodF
NAD(P)-dependent oxidoreductase StrU
aminopeptidase SGAP
zinc-carboxypeptidase precursor Cpase

trypsin SprU

B2682

present

present
present
present
present
present
present
present
present

B2682-
AFN

absent

up
down
up
up
absent
down
absent
absent

B2682-
AFNpSGF4

up

down

up
unchanged
unchanged

up
unchanged
unchanged
unchanged

B2682-
SY1

down

down
down
up
up
unchanged
down
down

up

Comparison of the expression of selected proteins in 4-day old cultures of Streptomyces

griseus strains

Comparison is made to the wild type S. griseus B2682 strain.

proteinase A precursor SprA
phosphate-binding protein precursor,

PstS

metalloendopeptidase SgmA

Fe-Zn superoxide dismutase SodF
Fe-Zn superoxide dismutase SodF
NAD(P)-dependent oxidoreductase StrU
aminopeptidase SGAP
zinc-carboxypeptidase precursor Cpase

trypsin SprU

present

present
present
present
present
present
present
present
present

absent

down
down
up
up
absent
down
absent
absent

up

down

up
absent

down
up
up
up
up

absent

down
down
up
up
absent
absent
absent
absent



Az 1. abran sorrendben az alabbi torzsek 3 napos, R5 agar taptalajon nétt tenyészetei
extracelluléris fehérjéinek 2D gél-elektroforézisét mutatom be: S. griseus B2682 master gél,
S. griseus B2682, S. griseus B2682/AFN, S. griseus B2682/AFN/pSGF4, S. griseus B2682
SY1.

A 2. 4brén a master gélen bejeldlve azok a kivalasztott fehérjék vannak kiemelve, amelyek
expresszidja a vad tipushoz képest megvaltozott, ezért expressziojat vizsgaltuk, és

azonositottuk.

A 3. abran pedig a fehérjék mennyiségi analizise van megadva, a PDQuest program

értékelése alapjan.

Az 4. abran sorrendben az alabbi torzsek 4 napos, R5 agar taptalajon nétt tenyészetei
extracellularis fehérjéinek 2D gél-elektroforézisét mutatom be: S. griseus B2682 master gél,
S. griseus B2682, S. griseus B2682/AFN, S. griseus B2682/AFN/pSGF4, S. griseus B2682
SY1.

A 5. 4brén a master gélen bejeldlve azok a kivalasztott fehérjék vannak kiemelve, amelyek
expresszidja a vad tipushoz képest megvaltozott, ezért expressziojat vizsgaltuk, és

azonositottuk.

A 6. abran pedig a fehérjék mennyiségi analizise van megadva, a PDQuest program
értékelése alapjan.

Az 1. tablazatban foglaltuk 6ssze az 1.-6. abrakon lathatd, az egyes tenyészetek kozott talalt
fehérje expresszids mintazat kilonbségeket. Ez ebben a kisérletsorozatban 6sszesen kilenc
fehérjét jelent. Ennél Iényegesen tobb fehérje folt kivagasa és MS analizise tortént meg, de a
S. griseus genomi szekvencia hianya a fehérjék jelentos részének azonositasat akadalyozta.
(Az alabb leirt kisérletsorozatban 49 fehérjebdl kilencnek az azonositasa sikertilt.) Ezek az
adatok azonban a S. giseus genomi szekvencia publikalasa utan felhasznalhatdak, s igy

tovabbi fehérjék is azonosithatdak lesznek.



Néhany ismert dsszefliggés a tablazatban szerepl6 fehérjékrol a felsorolas sorrendjében:

Proteinase A prekurzor SprA:

A proteinaz A prekurzor mind a 3 mind a 4 napos tenyészetekben az A-faktor negativ
mutansban eltiinik, majd a C faktor transzformansokban a vad tipustnal is magasabb szinten
Ujra expresszalédik.

Az SY1 torzs 3 napos tenyeszeteben expresszidja magas, ami 4 napos korra megszunik.

A gént el6szér Henderson és mtsai irtak le 1987-ben, ami a fehérjénk azonositasat lehetéveé
tette. Horinouchi munkacsoportjabdl Tomono és mtsai 2005-ben irtak le, hogy S. griseusban
az 5 chymotrypszin tipusu szerin proteaz génbél az SprA, SprB és SprD az AdpA kontrollja
alatt allnak. A fehérjék nagyon hasonlé expresszids profilja arra utal, hogy ezek funkcidja
hasonlo. A legnagyobb proteaz aktivitassal az SprA és SprB rendelkezik, mivel génjik
delécioja a proteaz aktivitas donto részének elvesztésével jar, hasonldan az AdpA gén
delécidjahoz. Az SprA és SprB gének delécidja a normal 1égmicélium és spdraképzést nem

befolyasolja, ami arra utal, hogy funkcidjuk redundans.

Foszfat kotg fehérje prekurzor PstS:

A foszfat intracellularis szintje és a foszfat regulacioja mind a differencialodas, mind az
antibiotikum szintézis szempontjabol fontos. S. coelicolor és S. lividans pstS delécios
mutansainak differencidlodasa és sporaképzése szilard taptalajon felgyorsul. A gén egyetlen
példanyban képes ezt a mutaciot komplementalni, s helyreallitani a vad tipust foszfat
transzportot és sporuléciét (Diaz és mtsai 2005).

Expresszioja a torzsekben, a tenyeszetek koraval jelentés fluktuaciot mutat mind az A-faktor

hidnyos mutansban és transzformansaban, mind az SY1 térzsben.

Metallo-endopeptidadz SgmA:

Szintje az A-faktor hidnyos térzsben és az SY1 térzsben mind a 3 mind a 4 napos
tenyészetekben csokken a vad tipushoz képest, és a C faktor transzformansokban ujra
megemelkedik, még a vad tipusunal is magasabb szintre.

Kato és mtsai a Horinouchi csoportbol leirtak, hogy a S. griseusban egy zink tartalmd
metallo-endopeptidaz az adpA kontrollja alatt all, s expresszidja a morfolégiai
differencialodéssal 6sszefligg. Szerepe valdsziniileg mas protedzokkal egyutt a szubsztrat
myceélium hidrolizise, s ami a degradalt fehérjék aminosavainak Ujrahasznositasat szolgalja a

Iégmicélium képzés soran. A fehérje keletkezésekor egy N-terminalis pre, pro-szekvenciat és



egy C-terminalis pro-szekvenciét is tartalmaz, amelyek levagddasa utén jon létre az érett
fehérje. Feltételezik, hogy a fehérje a sajat érését, és mas fehérjék éréseét is katalizalja.

Fe-Zn superoxide dismutase:

Szintje az A-faktor negativ torzsben és az SY1 mutéansban a vad tipusu térzsben ill. az AFN
mutans transzformansahoz képest magas. A 2D géljeinken ez a fehérje két helyen, azonos
moltémeggel de kissé eltéré izoelektromos ponttal volt megtalalhato.

A baktériumok altalaban két superoxide dismutéazzal rendelkeznek, melyek az oxidativ
stressz elleni védekezés eszkdzei. Streptomyces coelicolorban a Fe-Zn SOD szintje a
superoxidot produkal6 agensek adasakor megné (Kim és mtsai 1998). Szintjének valtozasa
feltehetéleg a szubsztrat micelium és Iégmicelium oxidativ stressz szempontjabdl eltéré
helyzetének reflexioja. Streptomyces pristinaespiralisban a SOD expresszioja az spbR (egy
butirolakton tipusu autoregulator receptor fehérje) kontrollja alatt all (Folcher és mtsai,
2001).

NAD(P)-dependent oxidoreductase StrU:

A fehérje az A-faktort nem termel6 kopasz mutansban nem mutathato ki, s a mutans C faktor
transzformansaban szintje Ujra megemelkedik, még a vad tipusu térzsnél is magasabb
szintre. StrU streptomycin bioszintetikus utvonal részeként valdszintleg a streptidine vagy
N-methyl-L-glucosamine szintézisében vesz részt S. griseusban és S. glaucescensben. Génje
az StrR pozitiv regulator kontrollja alatt all, ami viszont a ,,master” regulator AdpA
kontrollja alatt (Retzlaff és Distler 1995; Beyer és mtsai 1996;).

Aminopeptidase SGAP:

Szintje az A-faktor negativ mutansban igen alacsony, mely a transzformansban helyreall, sét
4 napos tenyészetben igen magas. Azonositasat az tette lehetévé, hogy a fehérje kilonleges
enzimatikus sajatsagai miatt korabban tébben tanulmanyoztak, s szekvenciaja is

rendelkezésre allt (Spungin és mtsai 1989; Ni és mtsai 2003).

Zinc-carboxipeptidase precursor Cpase:

Az enzim a 3 és 4 napos tenyészetek esetében az A-faktor negativ térzsben nem
detektalhatd, s expresszioja az SY1 torzsben is alacsony, de a C faktor transzformansban
igen megemelkedik. Az enzim azonositasat korabbi szekvenalasa tette lehetévé (Narahashi
1990).



Trypsin SpruU:

Az A-faktor mutansban mind 3 mind 4 napos korban eltiinik, s a C faktor
transzformansokban Ujra expresszalddik, szintje a vad tipusban észleltnél is magasabb. A
kett6s mutansok trypsin aktivitasa nullara esik le, ami arra utal, hogy S. griseusban csak ez a
két trypsin gén létezik. Az SprT transzkripcidja eredményezi a trypsin aktivitas nagyobb
részét, mivel az erre a génre mutans térzs trypsin aktivitasa dramaian csdkken. Horinouchi
csoportjabol Kato és mtsai irtak le, hogy az sprT és sprU gének az AdpA kontrollja alatt
allnak. Szerepik azonban nem létfontossagu, vagy funkciojuk redundans, mert kettés

delécios mutansuk légmicélium és sporaképzése normalis.

Fenti Kisérletsorozat szilard agar taptalajon nott tenyészetek analizisét mutatja. Folyékony
tenyészetek extracellularis proteomjanak vizsgalata igen hasonl6 eredményt adott, ami arra
utal, hogy a differencidlddas kulcslépései szilard és folyékony tenyészetekben hasonldak.

Az azonositott fehérjék és a Streptomycesek differencialodasa kozotti valoszindsithetd
osszefliggés:

A Streptomycesek egyetlen spordbol kiinduld névekedésiik soran szilard agar taptalajon
elészor hosszu, keresztfalat csak ritkan tartalmazo multinuklearis, elagazé micéliumot
hoznak létre, mely atszovi a taptalajt. Ezt szubsztrat micéliumnak nevezik. Az exponenciélis
ndvekedés a hifa fonalak elagazasaval valosul meg. A morfolégiai differencialddas elsé
Iépése a szubsztrat micéliumra meréleges 1égmicélium megjelenése, mely kannibal médon, a
szubsztrat micélium degradalasaval, annak anyagait (fehérjék, nukleinsavak, tartalék
tapanyagok, pl. glikogen) felhasznalva ndvekszik. Ehhez olyan enzimek szintézisere és
szekretalasara van szukseg, amely a szubsztrat micélium anyagait lebontja, azaz proteazok,
nukledzok, és egyéb degradativ enzimek. A 1égmicélium késébb szinkron modon szeptum
képzoédesevel uninukleéris kompartmentekké alakul, melyek végll is spordkka érnek. Ennek
a folyamatnak a szabalyozasaban vesznek részt a kiilonbdz6 autoregulatorok, mint az A-
faktor, vagy C faktor (7. abra).

A novekedés 6 vonasokban folyékony taptalajon is hasonld, bar csak néhany torzs képes
sporaképzesre.
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7. abra. A Streptomyces griseus morfologiai differencialdédasa, és az A-faktor hatasa a

differencialddasra.

A fentebb leirt kisérletsorozatban azonositott, és az 1. tablazatban felsorolt fehérjék
mindegyike olyan enzim, amely vagy degradativ enzimaktivitasa miatt (proteinase A
prekurzor SprA, metalloendopeptidase SgmA, aminopeptidase SGAP, zinc-
carboxypeptidase prekurzor Cpase, trypsin SprU), vagy mas modon (pl. oxydativ stressz
elleni védelem — Fe-Zn szuperoxyde dismutase SodF, foszfat metabolizmus stb.) de a
differencialodas egyes stadiumaban specifikusan expresszalodik és vesz részt.

Klon érdekes, hogy a fehérjék tobbsége S. griseusban az A-faktor reguléacioja alatt all
(Ohnishi és mtsai 2005; és 8. abra.), és ennek megfelel6en expresszidjuk a vad tipusd
torzsben (S. griseus B2682) és annak A-faktor hianyos mutansban (S. griseus B2682 AFN)
elter.

Tovabbi érdekesség, hogy ezeknek a fehérjéknek az expresszidja egy olyan torzsben, amely
C faktort gént nem is tartalmaz, a C faktor génnek a térzsbe torténé transzformécioja
hatasara nagyjabdl visszaall a vad tipusban észlelt szintre.

Ez arra utal, hogy a sporulacios program szabalyozasa egy komplex halézatban képzelhet6
el, ahol az egyes regulacios utvonalak egymassal 6sszekottetésben vannak, kozottik

kdlcsonhatés és atjarhatosag van.
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8. abra. Az A-faktor hatdsmechanizmusa, s az altala aktivalt AdpA regulonba tartozo
fehérjek, s expressziojuk kovetkezménye (legmicélium képzes és sporulacio, streptomycin

termelés, SsgA termelés, polyketon antibiotikum termelés, grixazone termelés).
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