Ph.D. értekezés

A MreB, mint bakterialis aktin
vizsgalata biofizikai
modszerekkel

Szajkoné Longauer Beata

2023

Témavezetok:
Prof. Dr. Nyitrai Miklos
Dr. Huberné Dr. Barko Szilvia

IEXEAE

2

SRILEIAGIUEE
o8
\?'
m § &
P
b
crlpsiensis

&
+
5]

Pécsi Tudomanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar

Biofizikai Intézet



Interdiszciplinaris Orvostudomanyok Doktori Iskola D93

Doktori iskola vezetdje: Prof. Dr. Gallyas Ferenc
Program: Funkcionalis fehérjedinamika vizsgalata biofizikai modszerekkel (B-130/1993)
Program vezet6je: Prof. Dr. Nyitrai Miklos

Témavezetok: Prof. Dr. Nyitrai Miklos
Dr. Huberné Dr. Barko Szilvia

. Felfedezni valamit annyit tesz,
mint latni, amit mindenki lat,

4

és kozben arra gondolni, amire még senki.’

(Szent-Gyorgyi Albert)
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Roviditések jegyzéke

A22: S-(3,4-diklorobenzil) izotiourea, MreB gatloszer

Alp: actin-like protein

AIfA: actin-like segregation protein

ADP: adenozin-difoszfat

ATP: adenozin-trifoszfat

BODIPY: bor-dipirrometén

BtuA/B: bakterialis tubulin fehérje

FICI: frakcionalis gatlo koncentracio

FLV: fluoreszcens vankomicin

FtsZ/A: Filamenting temperature-sensitive mutant Z/A, filamentald6 hdmérséklet érzékeny
7Z/A mutans

GFP: z61d fluoreszcens fehérje

GTP: guanozin-trifoszfat

LPS: lipopoliszacharid

MamK: Magnetosome associated actin-like protein K, Magnetospirillum magneticum fajbol
szarmaz6 bakterialis aktin fehérje

MESG: 2-amino-6-merkapto-7-metilpurin ribonukleozid purin nukleozid foszforilaz
Mbl: MreB-like

MIC: minimalis gatldé koncentracio

MreB: Murein formation gene cluster E, type B, murein formalo E génklaszter B fehérjéje
NDB: nitro-benzoxadiazol

Ni-NTA: nickel-nitrilotriacetic acid

NV: nativ vankomicin

P100: polimerizal6 s6, 4 mM TRIS, 100 mM KCI, 2 mM MgCl, 1ImM EGTA
ParM: partitioning motor, szétvalasztdo motor)

PBP: Penicillin binding protein, penicillink6to fehérje

PBS: Phosphate-buffered saline, foszfattal pufferelt s6oldat

PG: peptidoglikan

PNP: purin nukleozid foszforilaz

QS: quorum sensing, kvorumérzékelés

RodA: Rod shape maintaining protein A

SEDS: shape, elongation, division and sporulation protein



TNP-ATP: 2',3'-0-(2,4,6-Trinitrofenil) -adenozin-5'-trifoszfat, tetra (trictilammonium) s6
VAN: vankomicin



1. [rodalmi attekintés

1.1 A bakterialis citoszkeleton

A sejtek alakja jellegzetes és orokletes jellemz6. Az eukaridta sejtek alakjat a citoszkeleton
biztositja, ami mikrofilamentumokbol, mikrotubulusokbdl, és intermedier filamentumokbol all.
Sokaig ugy tartottdk, hogy ezek csak az eukaridta éldlények meghatarozo alkotdelemei.
Azonban a mikroszkopos technikdk €és a biokémiai modszerek fejlédésével lehetové valt a
kisebb méreti ¢él6lények, a baktériumok részletesebb vizsgalata is. Hasonloan az eukariota
sejtekhez, a prokariotakban is megfigyeltek egy dinamikus, fonalas fehérjehalozatot, amelyben
a felépitd fehérjék a citoszkeletalis elemekkel homologok, és kulcsfontossagu szerepet
jatszanak szamos sejtfunkcio szabalyozasaban [1, 2].

A bakteridlis citoszkeletalis elemek felfedezése az 1990-es évek elején kezdddott, a tubulin-
szerli FtsZ (Filamenting temperature-sensitive mutant) fehérje azonositasaval. Ez az er6sen
konzervalt citoszolikus fehérje GTP-az aktivitassal rendelkezik [3], és a citokinézis soran gytlrii
format (Z-gytrti) vesz fel az osztddasi oldalon, igy fontos szerepe van a sejtosztodasban. Az
els6dleges fehérjeszerkezete a tubulinnal csak kevés egyezdséget mutat (~17%), de
haromdimenzios térszerkezete, és polimerizacids tulajdonsdgai nagyon is hasonléak az
eukaridta tubulinhoz. Két mésik tubulin-szerti fehérjét is azonositottak BtubA és BtubB néven,
amelyek szintén baktériumokban vannak jelen [2].

Ezek utdn megindult az aktin-szer(i fehérjék (1.abra) kutatasa is, de évekig nem értek el atiitd
eredményeket. 2001-ben tudtak bizonyitani, hogy a Bacillus subtilis MreB (Murein formation
gene cluster E, type B) és Mbl (MreB-like) fehérjéi a sejtmorfogenezis folyamataban fontos
szerepet jatszanak, és helikalis struktirdkba rendezOdnek a sejt teljes hosszaban, az aktinhoz
hasonléan [2]. Jones, Carballido-Lopez és Errington [4] fénymikroszkopos vizsgalatokkal
azonositotta a helikalis filamentumok jelenlétét Bacillus subtilis-ben (B. subtilis), mig
van den Ent, Amos ¢és Lowe [5] -elektronmikroszkdépos ¢és rontgenkrisztallografiai
modszerekkel timasztotta ala, hogy a MreB az aktinhoz hasonl6an filamentumokba épiil. Azota
mar azonositottak két masik aktin-homolog fehérjét ParM (Partitioning motor M) és MamK
(Magnetosome associated actin-like protein K), amelyek szintén a baktériumsejtek
citoszkeletalis struktardjanak épitdkovei, illetve az Archaea-ak csoportjaban is talaltak egyet
(Ta0583) [1, 2] (1. dbra).

A ParM (mas néven StbA) fehérje, az aktinhoz hasonloan kett6s helikalis filamentumokat
alkot, és ATP-fiiggé polimerizaciora és depolimerizaciora képes, csakgy, mint az aktin. A

molekularis szerkezete nagyon hasonld az aktinhoz és a MreB-hez, és ugyantugy megfigyelhet6



a nukleotidkotés és -hidrolizis soran a domének elmozdulasa egymashoz képest [2]. A parM a
parR-el (plazmid DNS-ko6té fehérje) és parC-vel (cisz-hatasu, centromer-szeri DNS
szekvencia) kozosen alkotja a par komplexet, ami a DNS szegregacioért felel a baktériumokban
[6]. Az eukariotakhoz hasonldé mitdzis-szerii kromoszoma szegregacio torténik, amiben
vélhetéen a MreB is részt vesz, de a ParM fonalak toljak, mintsem huzzak a bakteridlis
kromoszomakat.

A MamK a magnetotaktikus baktériumokban taldlhat6. Ezek a baktériumok képesek
érzékelni a tér magneses viszonyait a magnetoszomajuk segitségével. A magnetoszoma egy
inracellularis membran organellum, ami magnetit kristalyokat tartalmaz. Ezek linearis lancokat
alkotnak, amivel a magnetotaktikus baktériumok érzékelni tudjdk a Fold magneses mezdjét.
Négy-6t magnetoszoma parhuzamosan helyezkedik el a sejtben, amiket legfeljebb hét MamK

filamentum vesz koriil, melyek az F-aktin filamentumokhoz hasonl6 struktarat alkotnak [7].

MreB

AlfA

Alp6

Alp8
Alp7 P

1. dbra: A MreB szupercsaldd tagjai [8].

A MreB szupercsaladhoz tartozik még az FtsA (Filamenting temperature-sensitive
mutant A) és az AlfA (actin-like segregation protein A) fehérje, illetve az Alp (actin-like
proteins) fehérjék, Ggy, mint az Alp6/7/8. Ezenkiviil sok mas olyan fehérje, ami nem
polimerizalodik filamentumokba, mint a cukorkinazok (pl: hexokinaz), vagy chaperonok (pl.:
Hsp70) [8]. Az AIfA DNS szegregacioban jatszik szerepet, az FtsA pedig az FtsZ-t rogziti a
membranhoz, amelyek a diviszoma alkotorészei a sejtosztodas soran [1].

A citoszkeletalis rendszer harmadik f6 csalddjanak, az intermedier filamentumoknak

megfeleld bakterialis fehérje csaladot 2003-ban sikeriilt leirni. A Caulobacter crescentus
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crescentin fehérjéjérdl [9] bizonyosodott be, hogy filamentumokat alkot, amik az ivelt, és
spiralis sejtalakot hatarozzak meg és biokémiai és szerkezeti struktirajukban az intermedier

filamentumokkal mutatnak egyezést [1, 2].

1.2 A MreB fehérje

A prokariota citoszkeletalis elemek koziil a MreB felfedezése 0j utat nyitott a bakterialis
aktin kutatas felé. Azt mar biztosan tudjuk, hogy a prokariota sejtek tartalmaznak aktin-szert
fehérjéket, és ez a dinamikus citoszkeletalis struktira szamos sejtfolyamatban szerepet jatszik
[2].

A MreB egy prokariota aktin fehérje, nevét a sejtfal f6 komponensérdl, a mureinrdl kapta.
(Mre, azaz Murein Region E). Szinte minden nem coccoid baktériumban megtalalhato. Jelen
van mind a Gram-pozitiv, mind a Gram-negativ baktériumokban, bar a mreB gén a Gram-
pozitiv organizmusoknal gyakrabban fordul ¢l6 [2]. Kromoszoman kodolt fehérje, amely a mre
l6kuszon helyezkedik el, ami tartalmazza a mreC-t és mreD-t is. Ebben az operon régiéban
talalhatok a sejtfalépité PBP2 (Penicillin binding protein 2) és RodA (Rod shape maintaining
protein A) is. Sok éven at ugy gondoltak, hogy a penicillinkoté fehérjék (PBP-k) a
sejtfalszintézishez sziikséges kulcsenzimek. A RodA és a tagabb SEDS (shape, elongation,
division and sporulation) csalad mas fehérjéi mostanra az esszencialis glikoziltranferaz
enzimek kordbban ismeretlen osztilyaként jelentek meg, amelyek kulcsfontossagu
morfogenetikai szerepet jatszanak a bakterialis sejtfal szintézisében [10]. Feltehetéen
egylittesen, komplexet alkotva koordinaljak a sejt hosszabbodasat [4, 11].

Mivel a MreB, hasonléan az aktinhoz a sejtek vazat adja meg, fontos tudni, hogy a
baktériumsejten beliil hol helyezkedik el és miként tolti be a szerepét a kiillonbozo
sejtfunciokban. A MreB elhelyezkedését els6ként Bacillus subtilisben karakterizaltak [4].
Dekonvoltcios mikroszkopias és immunfluoreszcens mikroszkopiai vizsgalatok azt mutattak,
hogy a fehérje helikalis filamentum-kotegeket képez a sejtmembran alatt, Caulobacter
crescentusban, és Escherichia coli-ban is. Ezenkiviil gytirii format is felvehet az osztodasi
oldalon [11].

Az utobbi években a fluoreszcens jelolési technikdk €s a mikroszkdopok fejlédése lehetove
tette az idobeli és térbeli felbontas rohamos javuldsat, igy a baktériumok részletesebb
vizsgalatat. Kideriilt, hogy a sejtekben a MreB mozgékony foltokba €s/vagy filamentumokba

szervezOdik a citoplazma membran kozelében [12, 13]. A nagyobb felbontas érdekében



Swulius és Jensen az elektron-kriotomografia modszerével kiilonb6z6 palcika alaka
baktériumokat kezdett vizsgalni. Mig a fluoreszcens vizsgalatok egyértelmiien helikalis MreB
szerkezetet mutattak, ezzel az eljardssal nyomat sem talaltak hélixeknek. Cikkiikben harom
olyan irasra is utalnak, melyekben TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence) és konfokalis
mikroszkdpos modszerek segitségével kideritettek, hogy a MreB inkdbb kisebb foltokba, vagy
pontokba rendezddik és a palca alakil baktériumsejt keriilete mentén dinamikusan mozog
korbe[14]. Chastanet és Carbadillo-Lopez [15] Bacillus subtilis GFP-MreB expresszalt sejteken
végzett kutatasaik alapjan gy gondoljak, hogy a sejteken beliil elé6fordulnak helikalis MreB
filamentumok ¢és dinamikus foltok is. A kétféle megfigyelés kozti kiillonbség oka lehet, hogy a
MreB fehérje hosszi. megnyutlt filamentumokat és sejteket (2. dbra), vélhetéen csak

tilexpresszalt allapotban és a kés6i novekedési fazisban hoz 1étre [16-18].

0,5mMIPTG
IPTG nelkiil \ 180 perc

2. dbra: Vad tipusu (168) és mreB transzformadlt Bacillus subtilis sejtek IPTG jelenlétében [18].

Létezik tehat tobb fajta megfigyelés és elmélet a MreB elhelyezkedésének leirasara, de ezek

sokszor ellentmondasosak, és a kérdés maig vitatott.

1.2.1 A MreB f6bb feladatai a sejtekben

Az eukariota aktin ortolog MreB filamentumok kozvetleniil szabalyozzak a sejtalakot,
szerepet jatszanak a morfogenezisben [19, 20], sejtosztodasban, sejtfalszintézisben,
sejtpolaritdas  kialakitasdban, sejtorganellumok elhelyezkedésében, ezen kivil a
kromoszomaszegregacioban, replikdcioban és a dekatenacidban (katenacié = lancképzddés)
[8,15]. A MreB, Gram-negativ baktériumokban a sejtfal-szintetizalo egység kozelében

lokalizalodik és az élesztd aktinhoz hasonlé modon szabdlyozza a sejtfal miikodését. A MreC
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¢s MreD mintegy hidként jatszik szerepet a MreB ¢és a sejtfal-szintetizald egység kozott

[4, 11, 15].

1.2.2 Sejtalak meghatarozas, sejtfalszintézis

A mureinréteg egy peptidoglikan (PG) makromolekula, ami a baktériumsejtet boritja. Ebben
a hosszu cukormolekuldk peptidhidakkal keresztezOdnek és haromdimenzids haldszert
képz6édményt alkotnak, ami a sejt alakjat megtartja, fizikai egységet és mechanikai szilardsagot
biztosit a baktérium szamara. Gram-pozitiv baktériumokban a sejten kiviil helyezkedik el,
Gram-negativoknal a periplazmaban (citoplazmamembran és kiils6 membran kozti tertilet, lasd
késébb). A PG szintézis PG prekurzor képzddésével kezdddik a citoszolban, ami
N- acetilgliikozamin és N-acetilmuraminsav diszacharid. Ez a prekurzor a membranon atfordul,
feltételezhetéen a ROJA fehérje segitségével, és beépiil a sejten kiviili mar 1étez6 PG-halozatba
transzglikozilaz és/vagy transzpeptidaz aktivitasu PBP-k segitsé¢gével [21, 22].

Mivel a MreB a citoplazmaban helyezkedik el, a sejtfal pedig a periplazmaban, kot6 fehérjék
sziikségesek, hogy a MreB aktivitas a belsd sejtmembranon keresztiil hatékony legyen. Egy
ilyen fontos faktor a RodZ. Escherichia coli (E. coli) sejtekben a RodZ citoplazmatikus
doménje a MreB-hez kot [23], mikézben a periplazmatikus doménje szamos sejtfalszintetizald
enzimmel kapcsolodik [24]. A RodZ tehat a MreC-vel és MreD-vel hidat biztosit a MreB és a
sejtfalszintetizald egység kozott [15, 23]. A rodZ delécidja gombolyli sejteket eredményez, és
ebben az esetben a MreB nem forog tovabb a periféria mentén, hanem diffiiziés mozgast végez

[24] (3. dbra).

Vad tipus

£ 2
0° 180° 360°/0° 0° 180° 360°/0°
Polaris koordinatak Polaris koordinatak
MreB.,,,ArodZ
g s
{ =
00 180°  360°/0° 0° 180° 360°/0°
Poléaris koordinatak Poléris koordinatak

3. dbra: A MreB diffuz mozgdsa rodZ gén delécidja utdn. A poldris koordindta az MreB jel helyzetét jelzi, a hosszanti
tengelyre merélegesen [24].
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A baktériumsejtek alakbeli valtozatossaga a peptidoglikan tér-idobeli szervezddésének
kiilonbozoségeibdl adodik a sejtfal bioszintézis soran [25]. A PG lokalizaciojaban szerepet
jatsz6 peptidoglikan szintazok és citoszkeletalis fehérjék 6sszehangolt aktivitasa hatarozza meg
a baktériumok morfologiai jellemz6it [26]. A MreB polimerek lokalizacidja és mozgasa
Osszefiigg a PG-lerakddassal, kovetkezésképpen az MreB-t sejtfejlodés szabalyozoként és a

sejtalak meghatarozo tényezojeként irtak le szamos fajban [13, 27, 28].

1.2.3 DNS szegregacio, sejtosztédas

A pontos kromoszoma szegregacid l1étfontossagi a sejtosztodasban. Eukariotakban ezt a
feladatot citoszkeletalis fehérjék segitik [29]. Baktériumokban azonban ez a folyamat
masképpen zajlik. Példaul E. coli-ban és B. subtilis-ben a replikacio kiindulasi helye a sejt
feléhez illetve negyedéhez lokalizalodik a sejtciklus kiilonboz6 fazisaiban [30, 31]. A DNS
replikéacio és szegregacio egy idében torténik, ami arra utal, hogy ezek kapcsolt folyamatok és
a DNS replikacié egy hajtoerdt jelenthet a kromoszoma szegregaciohoz. Eukariotdkban egy
mikrotubulus alapt citoszkeletdlis rendszer latja el a kromoszomék szétosztasat. A
baktériumokban is van hasonlo, a tubulin-homolog FtsZ. Ennek DNS szegregacioban jatszott
szerepe azonban valosziniitlen, mivel az ftsZ mutansok nem mutatnak kromoszoma
szegregacidos hibakat, ¢és az FtsZ sejt kozepére torténd szubcellularis lokalizacidja nincs
0sszhangban a kromoszoma szegregacioban betdltott szerepével [32, 33].

Egy masik lehetséges résztvevo éppen az aktin homolog MreB fehérje [4, 5]. Erre utal
egyrészt az, hogy a replikaci6 kiinduldsi helyei abnormélis szamban és pozicidban
helyezkednek el a mreB mutansban [34-36]. Masfel6l logikusnak tlinik, hogy a spiralisan
elhelyezkedd MreB, ami a sejt hosszdban végighalad, potencialisan mozgathatja a
kromoszomakat a sejt egyik végérol a masikba [4, 34, 37, 38]. Elképzeléseink szerint leginkabb
a sejtalak meghatarozasaban és fenntartasaban lehet szerepe [39]

Az A22 (specifikus MreB-gatloszer, részletesen lasd késobb) képes blokkolni a DNS
szegregaciot anélkiil, hogy a DNS replikaciot befolyasolnd, ami szintén arra utal, hogy a két
folyamat fliggetlen egymastol. Az eddig tisztazatlan, hogy a MreB szerepet jatszik-e a
kromoszdma szegregacioban, vagy mas funkcidjanak a kdvetkezménye, hogy hatdssal van a
kromoszoma dinamikara [29].

Az, hogy a baktériumok a sejtosztddas soran hogyan iranyitjak a sejt novekedését, még

kevéssé ismert folyamat. A sejt megnytlasat a MreB szabalyozza, mig a sejtosztodasért az FtsZ
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is felelés. A sejtek kozepén kialakuld gytrh-struktira (Z-gytri) FtsZ-t tartalmaz, ami a
sejtosztddas helyére vonzza a tobbi részt vevo fehérjét is, amik igy kdzosen alkotjak a valaszfal
képzOddéshez és a sejtek elvalasahoz sziikséges létfontossagu fehérje csoportosulast, a
diviszomat. A MreB és FtsZ kozott direkt kapcsolat jon 1étre Escherichia coli-ban, ami

valdszintileg sziikséges a Z-gytirli 6sszehtizodasahoz.

1.3 Az aktin és MreB fehérjék szerkezeti és funkcionalis hasonldsagai és kiilonbozEségei

A bakterialis aktin homolog fehérjék koziil szekvencidjaban a MreB 4ll legkdzelebb az
aktinhoz. Az aktinhoz hasonl6an 4 alegységbdl épiil fel (IA, IB, IIA, IIB), koztiik egy nukleotid-
koto zsebbel (4. abra). A MreB-nek tobb kolcsdnhato partnere ismert, a sejten beliili feladatait

ezekkel egyiitt latja el [8].

4. dbra: Az aktin és MreB szerkezeti hasonldsdgai
Kékkel az aktin monomer, lildval a Termotoga maritima MreB monomer szerkezete (PDB:1NWK-aktin,1JCG-T.maritima
MreB)

2001-ben van den Ent, Amos és Lowe [5] bizonyitotta, hogy a MreB in vitro
polimerizalodik, és az aktin-szerti filamentumok helikalis struktiraba rendezédnek in vivo.
Ezekben a kisérletekben Thermotoga maritima-bol (T. maritima) tisztitott MreB1-et
hasznaltak, ami valtozatos koriilmények kozott képes polimerizalodni és a folyamat ATP vagy

GTP igényes, mig aktin esetén csak ATP-vel torténik a polimerizacié. A MreB tobbnyire
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egyenes protofilamentumokat képez, altalaban merev filamentumokba szervezddik, néha feszes
gyliriszer(i spiralba, a polimerizacio koriilményeitdl fliggden [4, 8].
Bacillus subtilis-ben mindharom MreB homolog ugyanazokat az alapvetd aktin szupercsalad

jellemzoket tartalmazza, és mind képes a polimerizaciora. [8].

1.4 A MreB polimerizacidja, ATP hidrolizis

Fényszorason alapuld polimerizacids kisérletek bizonyitottdk, hogy a MreB fehérjék
képesek ATP, AMP-PNP, GTP, vagy ADP jelenlétében polimerizalodni [40-43]. Bacillus
subtilis esetén megfigyeltek nukleotid-fiiggetlen polimerizaciot is [42]. S6ét, Caulobacter
crescentus MreB esetén is bizonyitottak, hogy nukleotid nélkiil is tortént Kkettds
protofilamentum Osszeépiilés [44].

Ha az aktin polimerizacidjdnak jellemzésére hasznalt paraméterekkel és puffer
koriilményekkel kivanjuk leirni a MreB polimerizacios kinetikajat, akkor az irodalmat
csoportosithatjuk az alkalmazott pufferkoriilmények szerint. Vannak olyan kutatocsoportok,
akik a kisérleteket somentes pufferben végezték [40, 42, 43], masok pedig magas sotartalma
pufferben renaturalt fehérjén dolgoztak és nukleotid hozzdadasaval kezdeményezték a
polimerizaciot [5, 41, 45, 46]. Van den Ent és munkatarsai [5] 200 mM NaCl tartalmu pufferben
vizsgaltak a fehérjét, és megfigyelésiik szerint a Thermotoga maritima MreB (Tm-MreB)
polimerizacidja csak ATP vagy GTP hatasara tortént. Esue és mtsai. [45] alacsony
sokoncentraciot (100 mM NaCl) alkalmaztak, és a polimerizaciot az aktinhoz hasonloan
polimerizal6 s6 (100 mM Tris-HCI, pH 7,0, 100 mM NaCl) és ATP hozzaadasaval indukaltak.
Tapasztalataik szerint a MreB filamentumokba épiil 6ssze, amit az ATP hidrolizise, és errdl
torténd foszfat lehasadasa kovet. A kalcium és magnézium mar 1 -4 mM koncentracioban
lassitotta a fényszords ndvekedés sebességét, amibdl arra kovetkeztettek, hogy a MreB
polimerizacidja lassul ezen ionok jelenlétében. A homérséklet névekedésével (37-50-65 °C-on)
pedig a fényszords mértéke szignifikansan ndtt, amit 6k a polimerizacié gyorsuldsaval
értelmeztek. Bean és Amann [40] szintén somentes koriilmények kozt tartotta a fehérjét, ATP
jelenlétében. Ok ugy talaltak, hogy a Tm-MreB polimerizaciéjaban nincs sziikség kétértékii
homérséklet és/vagy koncentracid novelésével a monomerek Osszeépiilése is gyorsabb,
azonban Esue ¢és csoportja kutatdsaira hivatkozva Ok ugy gondoltdk, hogy a fényszorés

novekedését nem a polimerizacid sebességének novekedése idézte eld, hanem a fehérje
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denaturacioja kovetkezett be magas hémérsékleten. Popp és munkatarsai [46] kutatasai szerint
a MreB polimerizacijdhoz ATP-re vagy GTP-re és sora van sziikség, viszont a magas
sokoncentracio gatolja a polimerizaciot. Mayer és Amann [42] Bacillus subtilis-en végzett
kutatasaikban is azt talaltdk, hogy az ATP gyorsitja a polimerizaciot, és a magnézium is
elosegiti azt. Viszont a KCl lassitja, ahogy Popp vizsgalataiban is igazolddott ez az elmélet.
Ezen kiviil megallapitottdk, hogy a polimerizacié folyamata fliggetlen a nukleotid tipusatol,
illetve a baktériumfajtol (T. maritima, vagy B. subtilis). A fényszdorason alapuld polimerizacio
mérésekben megallapitottak, hogy a B. subtilis MreB filamentumok kb. 50-szer nagyobb
fényszoras intenzitdst mutatnak, mint az aktin. Ez pedig magasabb rendii struktarak
kialakulasanak okan lehetséges. Nurse és Marians [41] szintén megerésitette, hogy a KCI
gatolja a polimerizaciot E. coli MreB esetében. Magas sokoncentracio alkalmazasa esetén a
polimerizaci6é lassult. Viszont a MreB monomerek 0Osszeépiiléséhez sziikség van ATP
jelenlétére, mert ATP nélkiil hosszabb lett a lag (nukleacio) fazisa a polimerizacionak. Gaballah
¢s kutatocsoportja [43] szintén azt talalta, hogy a KCl lassitja a polimerizaciot, mig az alacsony
pH ¢és a magnézium jelenléte eldsegiti a folyamatot. Kisérleteikben bizonyitottak, hogy a
Chlamydophila  pneumoniae  MreB-nek (Cp-MreB) nincs sziiksége ATP-re a
polimerizacidjahoz, de képes hidrolizalni az ATP-t.

Az aktinhoz hasonldan a MreB is egy ATP-az lehet, a legtobb esetben ugyanis ATP-re van
sziiksége a polimerizacidhoz, a polimerizacio pedig elésegitheti a nukleotidok hidrolizisét [47].
A monomerek megkotik az ATP-t, ami ADP-re és Pi-re (inorganikus foszfat) hidrolizal a
polimerizacidja soran, majd lehasad az inorganikus foszfat. Végiil az ADP ATP-re cserélodik
¢s a folyamat kezdddik el6lrél. Azonban, hogy ez a folyamat a MreB esetén milyen modon
megy végbe, még nem tisztazott. Ami bizonyos, hogy ezt az ATPaz aktivitast és foszfat levalast
tobb baktériumfajbol szarmazé MreB fehérje esetén is bizonyitottak. Bean és Amann [40]
kutatasaikban ugy talaltdk, hogy a polimerizalt MreB a sejtekben ADP-kotott allapotban van
jelen, ami kevésbé tamogatja a tovabbi Gsszeéplilést. A foszfat felszabadulas pedig a MreB-vel
aranyosan érte el maximumat, ami arra utal, hogy minden protomer (filamentumba beépiilt
monomer) egy ATP-t képes hidrolizalni. Késdbb Mayer és Amann [42] ezt a megfigyelést
kiegészitette azzal, hogy az inorganikus foszfat levalas monomer allapotban nem torténik meg,
csak polimerizacié utan. Popp és munkatarsai [46] is megerdsitették, hogy a polimerizaciot
koveti a foszfat disszociacio, és azt is megallapitottdk, hogy a Tm-MreB monomer allapotban
is hidrolizalja az ATP-t. Gaballah kutatocsoportjaval [43] szintén erre a megallapitasra jutott,
miszerint nem polimerizal6 koriilmények kozott a Cp-MreB képes volt hidrolizalni az ATP-t.

Azonban polimerizal6 koriilmények esetén az ATP-az aktivitdas megszakadt a lezajlott
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polimerizacio6 utan. Ebben az esetben a mért inorganikus foszfat mennyisége csak harmada volt
a kiindulasi MreB monomer mennyiségnek, ami arra utal, hogy az ATP-4z aktivitas inkabb a
monomer allapotu MreB-hez kotott folyamat. Az A22-vel végzett kisérleteik azt mutattak, hogy
az A22 sem a polimerizaciot, sem a hidrolizist nem tudta blokkolni, amibdl arra kdvetkeztettek,
hogy az A22 nem képes a Cp-MreB nukleotid-koté zsebéhez kotni.

Ezen feliil a nukleotid kotés a MreB polimerizacidja soran befolydsolja a kritikus
koncentraciot (azon egyensulyi monomerkoncentracid, amely folott a monomer/filamentum
arany csOkken). Ahogy aktin esetén is megfigyelték, a MreB ADP-vel torténd
polimerizaciojanal a kritikus koncentraci6 mintegy haromszorosa az ATP-vel torténd
polimerizacidhoz képest. Ugyanigy a hémérséklet is noveli a kritikus koncentraciot, és
magasabb homérsékleten a MreB polimerizacioja gyorsabb lesz [40]. A MreB fehérjékben
megfigyeltek egy konzervalt aminosav motivumot is, ami arra utalhat, hogy az ATP kotés
folyamata a MreB csalad fehérjéiben egységesen meghatarozott lehet[48].

Azonban nem csak a nukleotidok, az ionkdriilmények is hatdssal vannak a MreB
polimerizacidjara. Az intracellularis ionszintek meghatarozhatjdk azt az optimalis
iondsszetételt, ami mellett a MreB spontan 0sszeépiilése vagy a rovid polimerek, oligomerek
helyspecifikus osszeszerelése szabalyozotta valik [39, 49-51]. A Tm-MreB polimerizacioja
ATP hozzdadasaval kezdeményezhet6. A polimerizacié sebessége a MgCl, koncentracid
emelésével nd [45], mig a CaCl nincs jelentds hatassal a folyamatra. A kalcium bearamlasa
azonban fontos szerepet jatszik az E. coli sejtek sejtciklusaban és kemotaxisaban [52] és
meghatarozhatja azok alakjat [39]. Hogy melyik ionok fontosak a MreB polimerek
stabilitasdhoz, ¢s hogyan szabalyozzdk a MreB 0Osszeépiilést, szétszerelést, az tovabbi

vizsgalatokat igényel.

1.5 Polimerizacio soran bekovetkezd szerkezeti atalakulasok

Az eukariota aktin esetén leirtak, hogy a polimerizacio sordn megkiilonboztetiink egy zart
(polimerben 1évé monomer esetén) és egy nyitott (monomerre jellemzdé) konformaciot [53]
(5. dbra). Nukleotid-trifoszfat kotott allapotban (ATP/GTP) a nukleotidot koriilvevé hurkokban
konzervalt szerin, treonin és glicin hidrogénkotéseket képeznek a y-foszfattal, amely zarva
tartja a nukleotid zsebet. Nukleotid-difoszfat kotott allapotban (ADP vagy GDP) ez a hid

megszlinik, és megnyilik a nukleotidkoté zseb [54]. Az aktin polimerizacidja soran hajlott,
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zartabb, ellapult konformaciot vesz fel. A fobb konformacids valtozasok akkor mennek végbe,
amikor az ATP-aktin beépiil egy filamentumba, nem pedig az ATP hidrolizisével vagy foszfat
felszabadulasaval. Azonban a finomabb konformdacios valtozasok az 1-es aldoménben és a
filamentumban, mind a monomerben a P; felszabadulasakor fellépé finom valtozasok a
nukleotidk6td helyre és a szomszédos peptidlancokra korlatozddnak, és ezek a valtozasok a
jelek szerint befolyasoljak a 2-es aldomén stabilitasat, de nem befolyasoljak a szerkezetét [53].
Az ATP hidrolizise, és az inorganikus foszfat levalasa a nukleotid koté zseb és igy az aktin

molekula zarodasat eredményezi [55].

A zart allapot B nyitott allapot

nukleotid

aktin

profilin

5. dbra: Aktin monomer zdrt (A) és nyitott (B) dllapotban [56].

Kutatocsoportunk korabban sikeresen jelolte Leptospira interrogans MreB (Li-MreB) két
ciszteinjét Alexa-488-maleimiddel. Ezek az aminosavak a nukleotidkdtd zseb kozvetlen
kozelében helyezkednek el, és ezért a fluoreszcens jel érzékenyen reagal a MreB
polimerizacidja soran torténd konformécié valtozasra. A polimerizacid sordn a MreB
filamentumok zartabba valnak, igy az elsé 1épésben a fluoreszcencia intenzitas csokkenés
fényszordsi kisérletekkel nem is kovethetd. A masodik 1épés lassabb, a monomerek
konformacids atmenete utan a MreB filamentumok, illetve szimultan a filamentumok

------

alatamasztjak azt a hipotézist, miszerint a Thermotoga maritima MreB konformacios valtozasai

16



hasonloak [47]. Ezen értelmezés alapjan feltételezhetd, hogy a fluoreszcens jel gyors valtozasat
a protomer konformécios valtozasa okozza, amely megvaltoztatja a fluoroférok kdrnyezetét.
Tovabbi fluoreszcencia intenzitas csokkenés figyelheté meg a polimerizacid masodik, lassabb
folyamata soran, illetve ellenkezd folyamat figyelhetd meg az MreB depolimerizacioja soran.
nagymértékben fiigg a sokoncentraciotol [57].

A MreB ezen feliil tobbrétegi ,,lemezeket” (olyan szerkezet jelent, amelynek szélessége
Iényegesen nagyobb, mint a magassaga) is Ki tud alakitani. Ezek morfologiaja nukleotid-,
ionkoncentracio-, pH- és homérsékletfiiggé [46]. A baktériumok tipikus fiziologiai
sokoncentracioja esetén (180-350 mM koriil) [39] és pH 7,0-7,7 kozott a lemezek 30-100 nm
szélesek, és tobb mikrométer hosszuak voltak. Ezzel szemben a nukleotid hidnyaban nem
keletkeztek ilyen polimer struktirdk. A nem hidrolizalhat6 nukleotid formak, mint AMP-PNP
csokkentésével, vagy a pH ndvelésével szélesebb lemezek keletkeztek. A pH csokkentésével
pedig keskenyebb lemezeket figyeltek meg. Ez azt igazolhatja, hogy a lemezek méretét a MreB
tényleges elektrosztatikus feliileti toltottsége befolyasolja.

A polimerizaci6 soran kialakulé filamentumok szerkezeti valtozasainak vizsgdlatdhoz
Colavin és kutatocsoportja [47] szimulacioval igazoltak, hogy a MreB aktinszerd,
polimerizaciotol fliggd szerkezeti valtozdsokat mutat, ahol a polimerizacié soran a MreB
alegységek ellaposodnak, ami tigy alakitja 4t a nukleotid kotd zsebet, hogy eldsegitse a
hidrolizist. A MreB filamentumok alegységei k6zott nukleotid-fiiggd ,,elhajlast” tapasztaltak, a
hidrolizalt polimerek pedig merevebb konformaciot eredményeztek (6. dbra). Colavin és
munkatarsai a MreB-vel iranyitott szimulaciot alkalmaztak az alegységek kozotti gorbiilet és
az egyes alegységek ellaposodasi foka kozotti kapcsolat bemutatasara, ami arra mutat, hogy a
MreB filamentum mentén kooperativ hajlas torténik. Elektronmikroszkopiai vizsgalatokban a
MreB strukturdak vegyes populacioit figyelték meg. Szimuléacidik azt sugalljdk, hogy ez a
vegyes szerkezeti populacid, tehat az egyenes, ADP-kotott, és gorbiilt, ATP-kotott
filamentumok, a két kiilonboz6 nukleotid allapotot reprezentaljak. Nem hidrolizalhato ATP
analogot hasznalva (AMP-PNP) a MreB filamentumok kizarolag hajlottak, vagy
feltekeredettek, nem mutatnak egyenes strukturat. Tehat végsd soron a hidrolizis vezethet a

filamentumok kiegyenesedéséhez [47].
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6. dbra: A MreB ésszeéplilés modellje. (A) A G-MreB alegységeknek Mg?*-ra és ATP-re van sziikségiik ahhoz, hogy az F-MreB
protofilamentumok kialakuljanak. A polimerizdcio elGsegiti a monomer ellaposoddsdt (kék nyilak) és a nukleotidkiété zseb
dtszervezddését. (B és C) ATP-kéotott (B) és ADP-kététt (C) A MreB filamentumok tébbé-kevésbé ivelt konformdcidt vesznek

fel (narancssdrga és z6ld nyilak) [47].

Eredményeik arra utalnak, hogy a MreB hidrolizis allapotat is figyelembe kell venni; tehat
ha egy ivelt, ATP-hez kotott MreB filamentum a viszonylag lapos membranhoz kot,
kiegyenesedhet a filamentum, ami pedig elésegitheti a hidrolizist, vagy eldsegitheti a MreB
preferencialis kotédését specifikus membrangorbiiletii régiokhoz [58]. A nukleotid allapot
szintén befolyasolhatja az MreB affinitdsat mas fehérjékhez, amint azt az aktin és az aktin-koto
fehérjék kozott megfigyelték [59]. Végsé soron a baktériumsejt alakjat a sejtburok
(sejtfal+sejtmembran), a sejtfalszintetizalo egység és a MreB kozotti komplex kélcsonhatasok

hatarozzak meg [47].

1.6 Afehérjék héstabilitasa

A fehérjék nagy része egy meghatarozott haromdimenzids szerkezetet vesz fel. A fehérje
hostabilitasanak vizsgalatan keresztiil megtudhatjuk, hogy mennyire stabil a kialakult
szerkezet, és hogy a kiilonb6z6 kornyezeti hatasok hogyan befolyasoljak azt. A termofil, azaz
hotlir6 fajok esetén tobb oka is lehet a nagyobb hémérsékleti stabilitasnak fehérje szinten, mint
példaul a nagyobb hidrofobicitas, a hurokszer(i szerkezeti elemek (,,Joop”-0k) rovidiilése, az
oligomerizacié (a monomerek nem épiilnek hosszu filamentumokba, a polimerizacio folyamata

megreked egy alacsonyabb szinten) soran elfedett szabad feliiletek, aminosav kicserélddés a
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masodlagos szerkezetben, a prolin szarmazékok nagyobb eléfordulasa, héérzékeny aminosavak
csokkent eléforduldsa, erésebb hidrogén-kotés, sohidak jelenléte [60]. Erdekes megfigyelés,
hogy az egymasnak megfeleltethetd termofil és mezofil (kdzepesen hétird, 20-45 °C az
optimalis) fehérjék hasonld hidrofobicitassal és oligomer szerkezettel rendelkeznek, illetve a
folanc-félanc, vagy félanc-oldallanc kozti hidrogénkdtések is hasonlok. Viszont a hotird
fehérjék tobb sohiddal rendelkeznek. A sohidak stabilizaljak a fehérje szerkezetét, ezaltal az
képes lesz ellenallni a kiils6 behatasoknak, olvadasnak, vagy kitekeredésnek magasabb
hémérsékleten. A Kumar és munkatarsai [60] altal vizsgalt szerkezeti paraméterek koziil csak
a s6hidak novekednek kovetkezetesen a termofil fehérjékben. Mas szerkezeti tényezok, példaul
az oligomer allapot, a hidrofob magok és a hidrogénkotések szintén hozzajarulhatnak a fehérje
termostabilitdsdhoz, kozremiikodésiik mértéke azonban nem egyértelmii. A kozeli séhidak
egylttmiikodve ¢és kolcsondsen erdsitik egymast, és novelik a stabilitast. A soéhidak
Osszetarthatjak és merevithetik a fehérjestrukturakat [60].

A termalis denaturéaci6 hatésara a fehérje szerkezete véltozasokon megy keresztiil. Altalaban
a belso fluoroforok a fehérjében jobban kitetté valnak a kdrnyezeti hatdsoknak, ami jellemzden
a triptofdn fluoreszcencia kvantumhatisfokaban (a kibocsatott és elnyelt fotonok ardnya)
torténd valtozéast jelenti, illetve a fluoreszcencia spektrum eltolédasat a hosszabb
hullamhosszak irdnyaba. Eppen ezért a hédenaturacié folyamata jol kovethetd a triptofan
fluoreszcencia spektrumanak mérésével. A fluoreszcencia intenzitas csokkenése, vagy
spektrum voros eltolddasa egyértelmiien a megndvekedett hd hatdsara bekovetkezd szerkezeti
valtozasra utal [61].

Az altalunk vizsgalt Thermotoga maritima MreB egyetlen triptofan aminosavat tartalmaz
(7. abra), mely a molekula kdzponti, két szubdomén kozotti részén helyezkedik el. Ennek
megfelelden, a triptofan specifikus gerjesztésével a hd hatasara bekdvetkezé spektralis

véltozasok soran a molekuldnak errdl a részérdl nyerhetiink elsdsorban informaciokat.
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7. dbra: Thermotoga maritima MreB szerkezeti dbrdja (PDB: 1JCG). Sdrgdval jelélve a MreB egyetlen triptofdnja, Trp-172.

1.7 Antibiotikumok hatdsmechanizmusai

A baktériumok sejtfala egy nagyon osszetett, tobbrétegii szerkezet, amely arra szolgal, hogy
megvédje Oket a kiszamithatatlan és gyakran ellenséges kornyezettél. A talélés érdekében a
baktériumok kifinomult és Osszetett sejtburkot alakitottak ki, amely megvédi dket, de lehetové
teszi a tdpanyagok kiviilrdl és a salakanyagok beliilrdl torténd szelektiv atjutasat.

A Gram-negativ baktériumokat vékony peptidoglikan sejtfal veszi koriil, amelyet egy
lipopoliszacharidot tartalmazoé kiils6 membran borit. A Gram-pozitiv baktériumoknak nincs
kiils6 membranjuk, de a Gram-negativ baktériumoknal sokkal vastagabb peptidoglikan réteg
hatarolja Oket (8. abra). A peptidoglikan rétegein hosszli anionos polimerek, tgynevezett
teichoinsavak futnak at. A Gram-negativ baktériumok altalanossagban ellenallobbak az
antibiotikumokkal szemben. Viszont érzékenyebbek a mechanikai torésekre, mint a Gram-
pozitiv baktériumok, pontosan a vékony peptidoglikan miatt. Kiils6 membranjuk egy komplex
lipopoliszacharidot (LPS) tartalmaz, amelynek lipid része (lipid A) endotoxinként miikodik. Ez
az emberi szervezet szdmara erds gyulladaskeltdnek szamit, azonban a baktériumok ezt nem

valasztjak ki, csak a pusztulasuk utan a szétesés kovetkeztében szabadul fel [62].
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8. dbra: A Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok sejtfaldnak ésszehasonlitdsa. (CAP = kovalensen kététt fehérje; IMP,
integrdlt membrdnfehérje; LP, lipoprotein; LPS, lipopoliszacharid; OMP, kiilsé membrdnfehérje) [62].

Az antibiotikumok tobbféleképpen fejtik ki hatdsukat a baktériumon, mas-mas célpontjuk

van. Lehetnek baktericidek, ami azt jelenti, hogy elpusztitjdk a baktériumot, vagy

bakteriosztatikus hatasuak, amikor csak példaul a keletkezo sejtfal kialakulasat gatoljak, de a

mar létrejott sejtfalra nincs hatasuk, tehat csak a szaporodast akadalyozzak meg.

Az alapjan, hogy mely sejtfolyamatokon keresztiil gatolnak, hat nagy csoportba oszthatjuk

Oket: sejtfalszintézisgatld antibiotikumok, fehérje bioszintézis gatlok, membran funkciot

gatlok, nukleinsav-szintézis gatld antibiotikumok, anyagcsere Utvonalat gatlok, ATP-szintaz

gatlo antibiotikumok [63].

1. tdblazat: Antibiotikumok hatdstani csoportositdsa.

ANTIBIOTIKUMOK CSOPORTOSITASA

Hatismechanizmus Antit,)iotikum Antibiotikum Spektrum Hatas
tipusa
penicillin Gram +/- baktericid
B-laktamok cephalosporin Gram +/- baktericid
Sejtfalszintézist gatlo carbapenem Gram +/- baktericid
monobactam Gram - baktericid
glikopeptidek vankomicin Gram + baktericid
teicoplanin Gram + baktericid
makrolidek eritromicin Gram + bakteriosztatikus
L. L, kléramfenikol kléramfenikol Gram +/- bakteriosztatikus
Fehérje bioszintézist gatlo _ o . ..
amino-glikozidok gentamicin Gram+/- baktericid
tetraciklinek tetraciklin Gram + bakteriosztatikus
Membran funkcioét gatlo polipeptidek daptomicin Gram + baktericid
Nukleinsav-szintézist gatlé | fluorokinolonok rifampin Gram +/- baktericid
Folat-szintézist gatlok szulfonamidok szulfametoxazol Gram +/- bakteriosztatikus
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A sejtfalszintézist gatlo antibiotikumok csoportjaba tartoznak példaul a glikopeptidek és a
B-laktam antibiotikumok (1. tablazat). A két antibiotikumcsoport hasonld modon fejti ki
hatasat. Utobbiak nagy affinitassal szubsztratként kotédnek a PBP-khez, amelyek a B-
laktamokkal vannak kapcsolatban és a transzpeptidacios, transzglikozilacios folyamatokat
katalizaljak a baktériumban. Ezek a gyogyszerek az acil-D-alanil-D-alanin szerkezeti analdgjai,
¢s képesek a PBP aktiv helyéhez kotddni a transzpeptidacids reakcid soran, inaktivalva a
PBP- k transzpeptidaz doménjét. Igy a transzpeptidacios reakciét blokkoljak, a sejt nem képes
kialakitani a keresztkotéseket, gyenge sejtfal szintetizalodik. A sejtosztodasok soran egyre
gyengébb sejtfal keletkezik, igy a peptidoglikan bioszintézist gatld antibiotikumok képesek
elpusztitani a mikroorganizmust [63]. llyen sejtfalgatlo antibiotikum az elséként felfedezett
penicillin, amelynek félszintetikus szarmazékait napjainkban is gyakran alkalmazzak.

A penicillin feltalalasaval kezdetét vette a kiilonb6z6 antibiotikumok fejlesztése és a modern
orvostudomanyokban valo felhasznalasa. Azonban a baktériumok rendkiviil gyorsan képesek a
valtozd kornyezethez alkalmazkodni, €és az antibiotikumokkal szemben rezisztenciat
kialakitani. Mig az 1940-es években szinte az Osszes Gram-pozitiv baktérium a penicillinre
érzékeny volt, manapsag majdnem mindegyik fertézést okoz6o Gram-pozitiv baktérium, példaul
a Staphylococcus aureus is penicillinrezisztens, és 50%-uk a penicillin ellenallobb utddjaval, a
meticillinnel szemben is ellenallova valt. Ezekre az evolicios valtozasokra raadasul az emberi
beavatkozas is szelekcios nyomast gyakorol az antibiotikumok ttlzott hasznalataval, sokszor
felesleges alkalmazasaval. Ezt felismerve egyes antibiotikumokat csak olyan esetekben
hasznalnak, ha minden mas antibiotikum eredménytelen. Ilyen nagy hatékonysagu, korlatozott,
végs6 megoldasként alkalmazott antibiotikum példaul a vankomicin [64].

A masik altalunk tanulméanyozott antimikrobialis vegyiilet az A22, amely kozvetleniil a
MreB fehérjén fejti ki a hatdsat, és annak blokkolasaval megakadalyozza a baktériumsejt
novekedését, szaporodasat. Errdl részletesebben a késdbbiekben lesz szo.

Ahhoz, hogy az antibiotikumok mellékhatasait csokkenteni tudjuk, fontos megérteni, milyen
modon hatnak az emberi szervezetre, illetve, hogy a baktériumokkal hogyan €s milyen

kolcsonhatasokat alakitanak ki.

1.7.1 A vankomicin

A vankomicin egy glikopeptid, amelyet altaldban Gram-pozitiv fertézések kezelésére végso

megoldasként hasznalnak, mint un. ,last resort” antibiotikumot. Célpontja a sejtfal,
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pontosabban a membrankotott lipid 1T molekula, ami a bakterialis peptidoglikan bioszintézis
prekurzora. A vankomicin az N-terminalis részével kapcsolodik a lipid II C-terminalisan 1évo
D-Ala-D-Ala régiohoz. A tripeptid PG analéghoz kotott vankomicin szerkezetét az 1980-as
évek elején leirtak. A szerkezet azt mutatja, hogy a PG D-Ala-D-Ala szara egy vankomicin-
aglikon (nem cukor jellegli alkotorész a molekulaban) altal alkotott hasadékhoz kotodik, és 5
H-hid kotés stabilizalja [65](9. dbra). Ennek a kapcsolatnak két lehetséges modja van: direkt
kapcsolat a lipid 11-h6z, vagy elébb a membranhoz kotédik és ezt kovetden jut at a membran
tuloldalara. A direkt membrankapcsolat esetén ugy tlint, hogy a vankomicin nem vett fel egy
elényos orientaciot, csak a vankomicin N-terminusa ¢€s a lipid Il C-terminusa kozti kapcsolat
volt a felismerés szempontjabdl meghataroz6. A vankomicin és a lipid II kapcsolatdnak egy
masik modja, hogy a dimerizalddott vankomicin két lipid I molekulahoz spontan kotédik [66].
Ellentétben a [-laktdm antibiotikumokkal, amelyek a PG bioszintézis transzpeptidacios
1épésének gatldsaval a penicillin-kotd fehérjékhez vald kotddésen keresztiil a sejtfalat is
célozzak, a vankomicin a lipid 11-h6z kot, és ezaltal gatolja a PG bioszintézis transzglikozilacios
lépését [67]. A lipid 1l megkotése megakadalyozza a lipid transzporter (C55) regeneralodasat a
lipid 11-b6l, amihez transzglikozilaz aktivitasra van sziikség. Mivel a baktériumban a C55
kopidk szama kis szdmban taldlhatd, a vankomicin kotése a lipid 1I-h6z hatékony eszkoz a

bakterialis sejtfal bioszintézisének gatlasara [65].

Vankomicin

acyl-D-Ala-D-Ala (X = NH)
acyl-D-Ala-D-Lac (X = O)

9. dbra: A vankomicin és a D-Ala-D-Ala Idnc kézétt kialakuld H-kotések [65].
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A vankomicin egy nagy hidrofil molekula, amely nem transzportalodik a membran porin
molekulain, és nem diffundal szabadon a kiilsé membranon [68], ezért Gram-negativ
baktériumokkal szemben hatdstalan, mert be sem tud jutni a sejtbe.

Egy nemrégiben megjelent tanulméany a vankomicin kationos mddositassal vald hasznalatat
taglalja Gram-negativ baktériumok ellen [69]. A Gram-negativ baktériumok kezelésének egyik
f6 kihivasa az egyedi kiils6 membranjuk és sejtfelszini modosulasaik, amelyek bizonyos
antibiotikumok bejutasat akadalyozzak. A kutatas adatai alatdmasztjak azt az elképzelést, hogy
az argininnel kapcsolt vankomicinen beliili kationos tulajdonsag lehetévé teszi az E. coli és
esetleg mas Gram-negativ baktériumok kiilsé membranjan torténé atjutasat [70]. A
hatasossaganak okai valosziniileg magaba foglaljdk a sejtfelszinen a negativ toltési
csoportokkal valé jobb asszociaciot, a kiils6 membranon keresztiil torténd hatékony
transzlokaciot, ami fokozott gyogyszerhatoanyag felvételhez vezet, és a peptidoglikan szintézis
megzavarasat a periplazmatikus téren beliil. Ezek az eredmények megerdsitik, hogy egy mar
meglévé antibiotikum kationos tulajdonsagokkal torténd ellatasa egy egyszerli és gyors
megoldas lehet 0 antibiotikumok kifejlesztésére [69]. Egy masik megfigyelés, hogy a
baktérium stressz hatasara érzékennyé vélhat az antibiotikumokkal szemben. Igy példaul az E.
coli hidegstressz hatasara permeabilis lesz a vankomicinre, ami képes atjutni a kiilsé
membranon ¢€s hasonld moédon gatolja a baktériumok szaporodasat, mint Gram-pozitiv
organizmusokban [71].

Fluoreszcensen jelolt antibiotikummal kdnnyebben nyomon kovethetd az antibiotikum
hatasmechanizmusa a sejten beliil, vagy akar az él6 szervezetben [72]. A fluoreszcens
antibiotikumok két csoportra oszthatok: autofluoreszcens antibiotikumok, amelyekben az
antibiotikum egy intrinzik fluorofort (fluoreszcens belsé aminosav) tartalmaz, vagy olyan
fluoreszcens antibiotikumok, ahol az antibiotikumhoz szintetikusan kapcsoljak a fluorofort. A
fluorofdr antibiotikumhoz valé kotédése idedlis esetben nem valtoztatja meg a célsejthez valo
kotodést vagy a gyogyszer farmakokinetikajat. A leggyakrabban alkalmazott fluoroférok a bor-
dipirrometén (BODIPY), fluoreszcein, danzil, nitro-benzoxadiazol (NBD), és a pirén, amelyek
mind relativ kis méretii és molekulastlyt molekulak [73].

A BODIPY-vankomicin-t és egyéb fluoreszcens szarmazékait a Bacillus subtilis
peptidoglikan-bioszintézis vizualizacidjara hasznaljak. Azonban a fluoreszcens vankomicin
minimalis gatlokoncentracioja (MIC: az a legkisebb antibiotikum mennyiség ml-ben, amely
gatolja az Osszes baktérium szaporodasat) magasabb, mint a hagyomanyos formaé, azaz
kevésbé hatékony. A negativ toltésii fluorofor ugyanis gatolja a komplexnek a baktérium

anionos peptidoglikan rétegén vald atjutasat. Ezt altalaban azzal kiiszobolik ki, hogy a
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fluoreszcensen jel6lt antibiotikum mellett a jelletlen formabol is juttattak a baktériumba [74].
A BODIPY azonban viszonylag kisebb mérete, €s neutralitdisa miatt a minimalis
gatlokoncentraciét sem novelte meg olyan mértékben, mint a fluoreszceinnel jelolt

antibiotikum [74].

1.7.2 Az A22 hatasmechanizmusa és analogjai

Az A22 (S-(3,4-diklorobenzil) izotiourea) S-benzilizotiourea szarmazék. [44, 75]. Az A22
mikromolaros érzékenységgel kotddik a MreB-hez (minimalis gatlokoncentracio: ~13 pg/ml),
¢s a polimerizacio folyamataba avatkozik be [76]. Emellett gatolja a baktérium
mozgékonysagat, feliilethez tapadasat, €s a biofilm képzését, amely tulajdonsagok sziikségesek
a bakterialis fertdzések és az antibiotikum rezisztencia kialakulasahoz [77, 78].

Ismertek az A22 01j generacids szarmazékai, mint a CBR-4830, ami fokozott aktivitast mutat
Pseudomonas aeruginosa ellen, és hasonléan az A22-hdz, a sejtalakot befolyasolja, valamint a
MreB polimerizaciot gatolja. A TXH11106 nevii, harmadik generacios A22 szarmazék pedig
joval er6sebb baktericid hatast fejt ki a Gram-negativ patogének széles skalajan, gatolva az E.
coli, K. pneumoniae, A. baumanii és P. aeruginosa szaporodasat. Jobban gatolja a MreB ATP-
az aktivitasat, mint a két elédje, és rezisztenciat is kisebb mértékben alakit ki [79].

Az A22 volt az els6é kémiai anyag, amirdl kideritették, hogy kromoszomavesztést okoz E.
coli-ban [80]. Mivel kozvetleniil a MreB-re hat, igy segitségével vizsgalhato, hogy a fehérje
hidnya, hibas miikodése milyen kdvetkezményekkel jar a baktériumsejtekben.

Az A22 depolimerizalja a MreB filamentumokat, szétroncsolja a bakterialis aktin
citoszkeletont, ezzel a morfologia és kromoszomaszegregacidé meghibasodasat okozva.
Korabban azt gondoltak, hogy ugy kot a MreB nukleotid-kotd zsebébe, hogy ezzel egyidejiileg
az ATP kotés térbelileg lehetetlenné valik. Igy az A22 megakadalyozza az ATP beépiilését,
ezzel a MreB hosszu, merev filamentumokba vald Osszeépiilését. Ezt korabbi kutatdsokban
fluoreszcens mikroszkoppal és szedimentacios probaval is bizonyitottak [8, 76]. Bean és
munkatarsai 2009-ben bizonyitottdk el0szor, hogy a MreB és A22 kozt direkt kapcsolat jon
létre [76]. Méréseik alapjan az A22 affinitasa nukleotid mentes MreB-hez 1,3 uM. Ez az érték
joval alacsonyabb, mint amekkora koncentraciot a sejtes vizsgalatokban alkalmaznak.

Két aminosav, az E131 és T158 vesz részt az A22 kotésben, és mindketto konzervalt a MreB

fajok kozt. Gitai és kutatocsoportja [29] hét misszensz (baziskicserélédés soran megvaltozik a
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kodolt aminosav mindsége) mutanst izolaltak C. crescentus-bal, €s a legtobb esetben a T176A
volt az A22 rezisztens mutacio. Ez pedig megfeleltetheté a T. maritima T158 aminosavjanak.
Bean ¢és csoportja kutatdsai alapjan az A22 gatolta a MreB Osszeépiilését, és csak kisebb
oligomerszeri alakzatok jottek létre a kezelés hatdsara. Fényszorason alapuld tesztekben
bizonyitottak, hogy az A22 lassitotta a polimerizaciot, 300 uM-os koncentracidig. E folott
kicsapodott a MreB fehérje. A kritikus koncentracié 500 nM-r6l 2000 nM-ra toldodott el, ha a
MreB-hez ATP helyett A22 kotott. Ez pedig kozeli érték az ADP-kotott MreB esetén mért
1700 nM-hoz. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy az A22-MreB funkcionalisan ADP-MreB-nek
feleltethetd meg. Mivel az eukariota aktin néhany szdz mikromolar koncentracioban talalhato a
citoplazmaban, mig a MreB csak alacsony mikromolar koncentracidban, ezek a kis valtozasok
is képesek a bakterialis citoszkeletont leépiteni.

Awuni és munkatarsai azonban molekula dinamikai szimulaciokban megallapitottak, hogy
az A22 a MreB nukleotid koté zsebe melletti arokba kot [81], és kotési affinitasa 20-30-szor
nagyobb di- és trinukleotid foszfatok jelenlétében [44]. ATP-A22-MreB esetén az A22 az ATP
y-foszfat csoportjaval hidrogén-hid kotésen keresztiil kdlcsonhatasba 1€p, €s ez a kdlcsonhatas
megakadalyozza, illetve lassitja a y-foszfat lehasaddsét, ezzel a filamentum instabilitdsat
okozva. Véleményiik szerint az A22 megakadalyozza az ATP altal kezdeményezett szerkezeti
valtozasokat, amelyek sziikségesek a stabil MreB polimer szerkezet kialakulasahoz. [81].

Irodalmi adatok arra utalnak, hogy az A22 kezelés hatasara a MreB in vivo, sejten beliili
helikalis lokalizdcidja megsziinik, depolimerizaldédik, ami a MreB diffuz elhelyezkedését
okozza a citoplazmaban, és a palcaalak illetve az életképesség elvesztéséhez vezet [8, 29, 76].
Az A22-nek bakteriosztatikus hatasa van. Ugyanis Caulobacter crescentus faj esetén az A22
10 pg/ml (~50uM) koncentracioban lassitotta a sejtek novekedését, amelyek a szer hatasara
gombolyl format vettek fel. Viszont 100pg/ml koncentraciéo mar leallitotta a sejtnévekedést,

de nem okozott valtozast a sejtek alakjaban [29] (10. dbra).

26



0.9
08
0.7

—~06
05

o 04

O 03

1dé (éra)

10. dbra: C. crescentus szaporoddsa A22 (ug/ml jelenlétében) és a sejtek alakja a kiilbnb6z6 A22 koncentrdcidk alkalmazdsa
mellett [29].

Ebben a tanulméanyban vizsgéltdk az A22 GFP-MreB fluoreszcens jelére valo hatasat. Az
A22 GFP-MreB-re gyakorolt hatdsa nagyon gyors: a GFP-MreB 1 perc alatt delokalizalodik.
Azonban ez a hatas gyorsan visszafordithato. Az A22-vel kezelt sejtek A22-koncentraciojat
csOkkentették ugy, hogy a sejteket A22-t nem tartalmaz6 parnakra (pad) helyezték, ami a MreB
lokalizaciojanak 1 perc alatt torténd teljes helyreallitdsahoz vezetett. A GFP-MreB-t ugyanazon
sejtekben figyelték meg az A22 kezelés elbtt, alatt €s utan a sejtek timelapse-abrazolasaval, egy
aramlési kamraban, amely lehetdvé teszi az A22 be- és kidramlésat. Az A22 mind a MreB
spiralokat (foltokat), mind a gytiriiket (sdvokat) delokalizélta, bar a MreB gyliriiknek hosszabb
idore volt sziikségiik a teljes delokalizaciohoz, ami azt sugallja, hogy stabilabbak lehetnek, vagy
tobb MreB szalbol allhatnak, mint a spirdlok. A sejtek altalaban visszanyerték az A22 kezelés
el6tt jelenlévd MreB szerkezetet, azaz eredeti lokalizacids mintazatukat. Ezek az eredmények
Osszhangban allnak azzal, hogy a MreB lokalizacigjat a sejtciklus allapota altal szabalyozott
kiilsé tényezOk hatarozzak meg, nem pedig a bels6 MreB lokalizacios ciklus. Ebben a
tanulmanyban a leggyakoribb A22-rezisztens mreB missense mutaciot (T158A) GFP-vel
fuzionaltak, és feltették a kérdést, hogy ezen mreB-mutans sejtszerkezete fennmarad-e 10 pg/ml
A22 koncentraci6 jelenlétében. Ezt a fiziot a megfelel6 A22-rezisztens torzsben expresszaltak,
merodiploid (részben diploid) sejteket allitva eld, amelyek mind a GFP-jelolt, mind pedig a
jeloletlen mutacidot mutatd mreB-t tartalmaztdk, de vad tipusi mreB gént nem tartalmaztak.
Ezek a sejtek még mindig foltos MreB-lokalizaciot mutattak, de ugy tlinik, hogy nem teljes
mértékben kondenzaljak gytiriikké a spiraljukat. Mivel ez a MreB ATP-kot6 zsebében 1évo
mutacié megzavarja a MreB dinamikus lokalizaciojat, a nukleotid-hidrolizis szerepet jatszhat
az MreB-dinamika szabalyozasaban. A mutalt GFP-MreB lokalizaciojat az A22-es kezelés csak

részben befolyasolta. Ebben a kisérletsorozatban Gitai €s tarsai arra is ramutattak, hogy az A22
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a MreB-re hatva befolyasolja a kromoszémaszegregaciot, viszont a DNS sokszorozodast nem
akadalyozza meg. Mindezek az eredmények egylittesen arra utalnak, hogy a MreB fehérje az
A22 célpontja [29].

A Caulobacter sejtek novekedése érzékenyebb volt az A22-re, ha a sejteket folyékony
tapkozegben novesztették, mint a szilard tapkodzegben, 1,25 pg/ml és 2,5 pg/ml koncentracio
esetén. A GFP-MreB-t csak részben delokalizalja 2,5 ng/ml A22, viszont 10 pg/ml A22

koncentracio alkalmazasaval teljes delokalizacio érhet6 el [82](11. abra).

Eltelt ido az A22 kezelés utan (10 pg/ml)
= |

3 perc 90 perc 3 perc 90 perc O/N

+A22

Folyadékban Agar parnan

11. dbra: Az A22 delokalizédlja a GFP-MreB jelet C. crescentusban. Egy GFP-MreB-t expresszdld térzset 10 ug/mil A22-vel
kezeltek folyékony tdpkézegben(a és c) és agardz parndn( b és d). A bal oldalon a folyadékban névesztett sejtek lathatok
A22 kezelés nélkiil (a) és A22 kezeléssel (c), a jobb oldali képeken pedig az agardz pdrndn névesztett baktériumok. Az A22

kezelést 3 percig, 90 percig, vagy éjszakdn dt (O/N) végezték. Lépték: 1 um [82].

1.7.3 Az A22 biofilm gatlé hatdsa

Az A22 gitolja a biofilm képzddést, ami nagyban hozzajarul a baktériumok
fert6zOképességéhez [77]. A biofilmképzés soran a baktériumsejtek a feliiletre tapadnak és
egybefiiggd réteget képeznek (12. dbra). Ebben az esetben a minimalis gatlokoncentracid
tobbszorosét kell alkalmazni, mint a tapoldatban 1évé folyékony baktériumkultara

szaporodasanak a gatlasa soran [83, 84].
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12. dbra: A biofilmképzbdés sematikus dbrdja (A) és a MreB A22-vel térténd gdtlasanak kbvetkezménye (B) [77].

Az atomerdmikroszkopiai mérések képesek lehetévé tenni a biofilm teljes szerkezeti
felépitésének alapos kiértékelését. A kutatasban Pseudomonas aeruginosa baktériumot
vizsgaltak, mert tipikus biofilmképzd, és a klinikumban is nagy jelentdsége van, ugyanis az
orvosi eszk6zokon és implantatumokon is képes megtapadni. Ezen tilmenden, mivel mar tobb
gyogyszerrel szemben is rezisztensek, az adhézios képesség csokkentheti az antimikrobialis
lehetdségeket €s tovabb sulyosbithatja a fertdzo allapotot. A kutatds eredményei azonban tiz
kiilonboz6 torzs esetén is azt mutatjak, hogy az A22 sikeresen megakadalyozta a biofilm
képzddést, annak ellenére, hogy ezek a mikroorganizmusok konnyen kitapadnak a feliiletre. Az
A22 azonban nem mutatott anti-biofilm aktivitast a multirezisztens izolatumokkal szemben.
Hasonloképpen, az A22 vegylilet nem volt hatékony a mar képzddott biofilmek elpusztitasaban.
Ezért feltételezhetd, hogy az A22 vegyiilet a tapadas kezdeti szakaszaban hat, befolyasolva a
biofilm fejlédés alapvetd paramétereit, példaul a baktériumok mozgékonysagat, a kitapadast a
felszinekre. Mivel az A22 vegyiilet a bakterialis sejtfal MreB fehérjéjére hatva megvaltoztatja
a sejtalakot, feltételezheté, hogy a sejt olyan részeit is, mint a flagella és a fimbria
destabilizalhatja vagy szétbonthatja, befolyasolva a baktériumok mozgasi képességét [77].

Egy masik feltételezés lehet, hogy az A22 megakadalyozhatja a baktériumsejtek kozotti
kommunikaciot, az ugynevezett ,,kvorumérzékelést” (quorum sensing, QS). A QS azonban a
biofilmek késoéi fejlédésében jatszik nagyon fontos szerepet és azok diszpergalddasaban, nem

pedig a kezdeti adhézios szakaszban, ahogy ebbdl a kutatasbol tiinik. Ha az A22 vegytilet képes
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gatolni a QS jelatviteli molekulait, akkor valosziniileg hatékony a meglévé biofilmek
megsemmisitésében vagy gyengitésében [77].

Az A22 szarmazékait mas antimikrobialis szerekkel kombinalva olyan 0j készitményeket
kaphatunk a koérhazi kornyezetben hasznalt eszkozok, feliiletek bevondsara, amelyek a
sejtekhez (emberi, tumor eredetii sejtvonal) valo tapadasat is tanulmanyoztak, mivel sok
fert6zés esetén az emberi szoveten képeznek a baktériumok biofilmet. Ez a vegyiilet pedig
ebben az esetben is csokkentette a baktérium HeLa sejtekhez tapadasat [77].

Kézenfekvo lehet tehat, hogy az A22-t, illetve hatdsmechanizmusan alapul6 hatékonyabb
szarmazékait antibiotikumként, terapias célra hasznaljuk. Meger6siti ezt, hogy sem citotoxikus,
sem genotoxikus hatasa nincsen, tehat sem a sejtekre, sem az orokitéanyagra nincsen hatassal.
Mivel kozvetleniil a MreB-re hat, igy 0j antimikrobidlis 4gens lehet a multirezisztens

baktériumok ellen [85].

2. Célkitlizések

A korabban leirt MreB irodalom alapjan vilagosan latszik, hogy a MreB fehérjék in vitro
vizsgalata komoly nehézségekbe iitkozik, hiszen a fehérje tisztitasa és stabil, funkcioképes
allapotban valo tartasa nagy kihivast jelent [40, 45, 86].

Ennek megoldasara tliztiik ki célul, hogy nativ koriilmények kozott tudjunk funkcionalis
fehérjét, nagy mennyiségben eléallitani. Ehhez egy uj bakterialis expresszios rendszert (E. coli
BL21 Arctic Express (DE3)) hasznalatunk. Ez az expresszios rendszer ugyanis tartalmaz
chaperon fehérjéket is, raadasul alacsonyabb héfokon torténik az expresszid, ami segitheti a
fehérje nativ konformacidjanak a felvételét, illetve a zarvanytestek keletkezését is
megakadalyozza. A MreB irodalomban leirt egyik leggyakoribb baktériumfajjal, a Thermotoga
maritima MreB fehérjéjével folytattuk kisérleteinket. Ennek a MreB-nek irtak le elséként a
monomer kristalyszerkezetét [5], raadasul tartalmaz egy spektroszkopos szempontbol jol
vizsgalhato triptofan aminosavat is. Célunk volt tehat annak megallapitasa, hogy az ebben az
Uj expresszios rendszerben megtermelt szolubilis fehérje milyen koriilmények kozott marad

stabil és funkcionalis.
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Disszertaciom masodik felében az A22 és vankomicin hatdsait vizsgéltuk az el6zdekben leirt

modon eldallitott Tm-MreB fehérjén. Mindkét antibiotikummal (kiilon-kiilon) végeztek

korabban szinergizmus vizsgalatokat is [87, 88], ahol bebizonyosodott a pozitiv kdlcsonhatasuk

mas antibiotikumokkal. Kisérleteinkben a két antibiotikum egymassal vald kdlcsonhatasat is

vizsgaltuk.

Célunk volt, hogy kidolgozzuk a Thermotoga maritima MreB nativ feltarasi
protokolljat, egy Gjonnan alkalmazott ArcticExpress (DE3) expresszios rendszerben,
amit MreB fehérjék esetén még nem hasznaltak korabban.

Ezutan a tisztitott Tm-MreB funkcionalis tesztjei kovetkeztek. Ehhez elsésorban
denaturacios teszteket végeztiink: hddenaturacio és kémiai denaturacié modszerével,
a triptofan emisszi6 nyomon kovetésével szereztiink informacidokat a Tm-MreB ho-
¢s kémiai stabilitdsarol.

Célunk volt meghatirozni a MreB nukleotid kotését, és a kiilonbozé nukleotidok
fehérje polimerizacidjara gyakorolt hatasat.

Terveink kozott szerepelt az A22 és a vankomicin Tm-MreB-hez valo kotésének
leirasa, a fehérjére kifejtett hatdsuk karakterizalasa.

Kivancsiak voltunk, hogy az A22 hogyan valtoztatja meg a MreB lokalizaciojat a
sejten beliil.

Célunk volt tanulmanyozni a két antimikrobialis agens E. coli baktériumsejtek
novekedésére kifejtett hatdsat is. Ehhez szaporodasi teszteket terveztiink, amit

mikrobiologiai mdodszerekkel tamasztottunk ala.
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3.  Anyagok és modszerek

3.1 Thermotoga maritima MreB fehérje nativ preparalas

A Thermotoga maritima MreB-t tartalmazé plazmidot ArcticExpress (DE3) (Agilent
Technologies) kompetens sejtbe transzformaltuk. 100 pl kompetens sejthez 2 ul 1:10 aranyban
desztillalt vizzel higitott B-merkaptoetanolt adtunk. A sejteket jégen inkubaltuk 10 percig, 2
percenként megforgatva a csoveket. A 10 perc letelte utan 5 pl plazmid DNS-t adtunk a
kompetens sejtekhez. A transzformalt sejteket ezutan 30 percig jégen inkubaltuk. 20
masodperces hdsokkot kdvetden (42 °C-os vizflirdd), ismét 2 percre jégre tettiik a sejteket. A
transzformalt baktériumsejteket 0,9 ml elémelegitett Luria Broth (LB) tépoldatban
novesztettilk 37 °C-on, 1 oran keresztiil, 220- 250 rpm sebességgel razatva. Ezutdn 150 pl
sejtkulturat szélesztettiink kettds rezisztenciat tartalmazo plate-re (gentamicin: 20 pg/ml és
ampicillin: 100 ug/ml).

Egy kiilonallo teleppel beoltottunk 100 ml LB oldatot, ami tartalmazza a megfeleld
mennyiséget mindkét antibiotikumbol. A sejtkultirat 37°C-os razoéinkubatorban (220-250 rpm)
novesztettik egy éjszakan at. A kovetkez6 napon 20-20 ml sejtkultirat adtunk 1-1 | LB
tapoldathoz és 30 °C-on, 220-250 rpm-el razattuk 3 oran keresztiil. Az inkubacids id0 letelte
utan a homérsékletet visszavettiik 11,5 °C-ra. Ahogy a sejtek visszahtiltek 20 °C-ra, 0,8 mM

cre

(2900xg, 10 min.) és a pelletet — 20 °C-on taroltuk.

A Thermotoga maritima MreB sejt pelletet (1-2 g) TRIS-HCI pufferben homogenizaltuk
(50mM TRIS, pH 8,0, 1 g pellet/10 ml puffer). Lizozim hozzaadasa utan jégen szonikaltuk a
sejteket (80%, impulzus 1 percig, majd 1 perc sziinet, 6-7-szer ismételve). Centrifugdlés
(328000xg, 4 °C, 30 perc) el6tt DNaz I-et adtunk a lizatumhoz (50 pg/ml). A Ni-nitrilotriacetic
acid (Ni-NTA) (Qiagen) oszlopot 5% imidazol pufferrel (1M imidazol, 50 mM TRIS-HCI, pH
6.0) és 95% NaCl pufferrel (300 mM NaCl, 50 mM TRIS-HCI, pH 6.0) equilibraltuk és a
feliiluszot minimum 1 6ran keresztiil hiitve kevertettiikk. Azutan az oszlopot rendre 10-20-30-
50% imidazol pufferel mostuk (NaCl pufferben oldva). A frakciokat kiilon gytijtottiik és SDS
gél elektroforézissel vizsgaltuk.

A MreB-t tartalmaz6 frakciokat A pufferben dializaltuk (4 mM TRIS-HCI, 0.1 mM CaCly,
pH 7,5) két puffercserével. A MreB-t végiil ultracentrifugaltuk (328000xg, 4 °C-on, 30 percig).
A His tag-et PreScission proteazzal tavolitottuk el (GE Healthcare Life Sciences) (2U/100 pg

fehérje), amit a fehérje mellett hagytunk éjszakan keresztiil 4 °C-on. A protedzt masnap
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glutation oszlopon tavolitottuk ¢l, a proteaz GST affinitas tagjanak koszonhetéen. A fehérje

crer

3.2 Funkcionalitas vizsgalatok

3.2.1 Polimerizacio kdvetése fényszoras mérésekkel

A MreB polimerizacidjat fényszords mérésekkel kovettik SAFAS Xenius XLS
Fluoriméterrel, 400 nm-re allitva a gerjesztési és az emisszidés hullamhosszt. A MreB
polimerizacios folyamatainak vizsgalatahoz 100 mM KCI koncentraciot alkalmaztunk (P100:
4 mM TRIS, 100 mM KCI, 2 mM MgClz, ImM EGTA). Kisérleteinkben az A22-t a
polimerizacié kezdetén, a polimerizald soéval egyidejileg adtunk a fehérje oldathoz.
Feltételeztiik, hogy minél tobb filamentum alakul ki, illetve van jelen az oldatban, annal

nagyobb a szoras mértéke.

3.2.2 Inorganikus foszfat mérés

A MreB ATP felhasznalasa soran keletkezo foszfat méréséhez EnzCheck® Pyrophosphate
Assay Kit-et hasznaltunk (Biocenter). Inorganikus foszfat jelenlétében a 2-amino-6-merkapto-
7-metilpurin ribonukleozid (MESG) enzim a purin nukleozid foszforilaz (PNP) segitségével
riboz 1-foszfatta és 2-amino-6-merkapto-7-metilpurinna bomlik. Ezen enzimatikus atalakulas
soran a 2-amino-6-merkapto-7-metilpurin abszorpciés maximuma 330 nm-rél 360 nm-re
tolodik el. Idében kdvetve tehat a 360 nm-en torténd ndvekvd optikai denzitds egyenes

aranyossagban van a felszabadult inorganikus foszfat mennyiségével.

3.2.3 Triptofan fluoreszcencia mérések

20 uM Tm-MreB vagy 20 uM triptofan aminosavat mértiink somentes (4 mM TRIS-HCI,
0,1 mM CaCl;, pH 7,5) vagy magas sotartalmu (20 mM TRIS-HCI, 200 mM NaCl,
1 mM EDTA, pH 7,5) pufferben, Horiba Jobin Yvon spektrofluorométerrel. A gerjesztést

295 nm-re allitottuk, az emissziot 310 nm és 450 nm kozott mértikk 22 °C-on.
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3.2.4 HO6mérsékletfliggd triptofan emisszid mérés

20 uM Tm-MreB fehérjét két féle puffer koriilmény kozott 2 mM ATP jelenlétében vagy a
nélkiil vizsgaltunk. Somentes puffert (4 mM TRIS-HCI, 0,1 mM CaCly, pH 7,5) vagy magas
sotartalmu puffert (20 mM TRIS-HCI, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7,5) alkalmazva, a
fehérjét) 20-95 °C-ra melegitettiik, és a triptofan fluoreszcencia-intenzitasat folyamatosan
mértiilk 310-450 nm kozott. A gerjesztési hullimhossz 295 nm volt. A méréseket Quantum
Northwest TLC50 kontrollalhaté hémérsékletii kiivetta tartoval felszerelt Jobin Yvon Horiba

fluoriméteren végeztiik.

3.2.5 Kémiai denaturacio

20 uM Tm-MreB triptofan intenzitdsat Horiba Jobin Yvon fluoriméterrel mértiink. A kémiai
denaturalast guanidin-hidroklorid oldattal végeztiik (6 M Gu-HCI-0ot sdmentes vagy magas
sotartalmu pufferben oldottunk fel). A guanidin-hidrokloridot novekvé koncentracidban,
0,2 M-os 1épésekben adtuk a fehérjéhez. A gerjesztést 295 nm-re allitottuk, és a triptofan

emissziot minden 1épésben detektaltuk 310 nm €s 450 nm kozott, szobahdmérsékleten.

3.2.6 Nukleotid kotés, leszoritas vizsgalata TNP-ATP-vel

Az ATP kotést egy nem hidrolizal6 ATP-analoggal, TNP-ATP-vel vizsgaltuk Tm-MreB-n.
A kotés hatasara a TNP-ATP fluoreszcencia intenzitds sokszorosdra nd. Az ATP mentes
HCI, 0,1 mM CaCly, pH 7,5) vagy magas sotartalmu (20 mM TRIS-HCI, 200 mM NaCl, 1 mM
EDTA, pH 7,5) kornyezetben 1 uM TNP-ATP-vel inkubéltunk. 50 uM A22 hidnyaban vagy
jelenlétében. Masnap megmértiik a TNP-ATP fluoreszcencia intenzitisat. A gerjesztést
400 nm-re allitottuk, és az emissziot 420 nm és 650 nm kozott mértiik Jobin Yvon Horiba
fluoriméterrel. A spektrumok maximalis intenzitdsat (540 nm-rel) alkalmaztuk a kotési arany
Kiszamitasahoz, ¢s a kotott frakciot 0-ra allitottuk be kotés nélkil és 1-re telitéssel. A gorbékre
az alabbi Hill-egyenletet illesztettiik, ahol Vmax az y adatsor maximuma; k x féltelitésnél, n
pedig a Hill-egyiitthato. A TNP-ATP kotési allandoja (Kg)-ja a Tm-MreB-hez a k érték volt
(1. egyenlet).
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Az ATP kompeticio vizsgalatdhoz 20 uM Tm-MreB-t egy éjszakan at sémentes (4 mM
TRIS-HCI, 0,1 mM CaClz, pH 7,5) kornyezetben 1 uM TNP-ATP-vel inkubaltunk. A
kovetkez6 napon nem fluoreszcens ATP-t (pH 7,5) adtunk a mintakhoz, és megmértiik a TNP-
ATP fluoreszcens jelét.

Az ATP Tm-MreB-hez valo affinitasat a Langmuir egyhelyes kotési egyenlet segitségével
szamitottuk ki gorbeillesztésre a korabbi publikaciok alapjan [89].

3.2.7 Steady-state anizotropia

A méréseket Jobin Yvon Horiba fluoriméteren végeztik. A kotddés vizsgalatahoz 1 uM
fluoreszcensen jelolt vankomicint (Invitrogen) (BODIPY™ FL Vancomycin = FLV)
polimerizal6 so, vagy mindketté jelenlétében végeztik. Az affinitds meghatarozasahoz a

kovetkezd egyenletet hasznaltuk:

Ymin + (Vmax — Ymin) * (((KD + FLV +x) — (((KD + FLV + x)z) — (4= FLV * x))o's))
y= 2+ FLV)

2)

ahol

Ymin: @ legalacsonyabb fluoreszcencia anizotropiai érték

Ymax: a legmagasabb (telitési) fluoreszcencia anizotropiai érték
FLV: a fluoreszcens vankomicin koncentracioja

KD: a disszociacios allando
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3.3 Mikroszkodpiai mérések

MreB filamentumok vizsgdlata

20 uM Tm-MreB fehérjét polimerizaltunk magas sos pufferben, 100 uM A22 jelenlétében,
vagy a nélkiil. A filamentumokat 2 6ra elteltével Alexa-488-falloidinnel jeloltiik, és Zeiss Elyra
SIM S.1 mikroszkopban vizsgaltuk.

ElG sejtek vizsgdlata

E. coli sejteket novesztettiink LB tapoldatban, ¢jszakan at 37 °C-on razatva. Masnap
vankomicin, A22, vagy mindkett6 szer jelenléte mellett 1 ml friss tapoldatban ndvesztettiink a
baktériumokat 1 oran keresztiil. Ezt kovetden a sejtszuszpenziokat lecentrifugaltunk (9400xg,
1 perc), PBS-ben (foszfattal pufferelt sooldat) kétszer atmostuk, kozte megint centrifugaltuk.
Végiil 1ml PBS-ben vettiik fel a sejteket, majd az antibiotikumokat is tartalmazo agar pad-re
cseppentettiik 6ket a mikroszkdpos megfigyelésekhez (Olympus IX 81). A sejtek hosszat Image

J 1.501 programmal hataroztuk meg.

Az A22 in vivo MreB-re kifejtett hatasat GFP-vel konjugalt MreB segitségével vizsgaltuk
E. coli-ban. A GFP-MreB plazmiddal transzformalt E. coli sejteket 2% arabindzzal indukaltuk,
50 pg/ml A22 jelenlétében, illetve hidnyaban. Egy ora elteltével a mintakat 1%-0s agardz padra
csOppentettiik, majd SIM mikroszkdpban vizsgaltuk. (Zeiss Elyra S.1 SIM mikroszkoép, PTE,

Szentagothai Janos Kutatokozpont)

3.4 Baktériumpopulacidon végzett mikrobioldgiai tesztek

3.4.1 Szaporodasi gorbe és sejtparaméterek vizsgalata

E. coli sejtkultarat Luria Broth (0,5% éleszté kivonat, 1% NaCl, 1% pepton) tapoldatban
novesztettiink 37 °C-on, razoinkubatorban. A sejtek optikai denzitdsat 600nm-en detektaltuk
Perkin Elmer Lambda XLS+ spektrofotométeren. Az egyes sejtek hosszat Olympus 1X81
mikroszkop segitségével vizsgaltuk, és ImageJ 1.50i programmal hataroztuk meg. A
statisztikdhoz egyutas ANOVA tesztet futtattunk, a szignifikanciaszintet ANOVA utan végzett

Bonferroni-féle korrigalt valosziniiségi teszttel hataroztuk meg, OriginPro 2020 programban.
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3.4.2 Minimalis gatlékoncentracio és szinergizmus meghatarozasa

E.coli K-12 sejtvonalat (Sigma-Aldrich) hasznaltunk a mérésekhez. A minimalis
gatlokoncentraciot mikrodiliciés modszerrel hataroztuk meg. 96-Well Plate-en az A22 és
vankomicin estén 10 kiilonb6zé koncentracid értéket allitottunk be, felez higitéssal,
mindegyik 3-szor szerepelt. 24 6ra 37 °C-on tortént inkubacié utan értékeltiik a kapott
eredményeket. A szinergista hatast mikrodilucios checkerboard esszé segitségével hatdroztuk
meg. A baktériumszuszpenzié optikai denzitasat 0,12-re (ODeoo, McFarland standard 0,5)
allitottuk, majd 500-szoros LB tapoldattal torténé higitast alkalmazva 2*10° sejt/ml
koncentraciot kaptunk. 50 pl kétszeres sorozathigitdsu vankomicint adtunk vizszintesen a 96
lyukt lemezre, és tovabbi 50 ul sorozathigitasu A22-t fliggblegesen adtunk a lyukakba.
Mindegyik lyukba 100 pl baktériumkultura kertilt, igy felére higult végiil a sejtkultira ¢és az
antimikrobidlis szerek pedig negyediikre (ezt a higitasi sor mérésénél figyelembe vettiik). Az
els6 oszlopba csak tapoldat keriilt, vaknak, a masodikba pedig csak E. coli, felére higitva LB
tapoldatban kontrollként. 37 °C-on 24 6ras inkubalas utan az eredményeket mikroplate
spektrofotométerrel (Thermo Electron Corporation, Multiskan EX) mértiik, az optikai denzitast
535 nm-en hataroztuk meg. Az antimikrobialis szerek legkisebb MIC értékét felhasznalva a
frakcionalt gatldo koncentracié index, azaz XFICI (fractional inhibitory concentration index)
értékét az alabbi képlettel szamoltuk ki. (3. egyenlet) Amennyiben LFICI<0,5, szinergizmusrol

beszélhetiink, tehat a két antibakterialis szer timogatja egymas hatasat.

YFICI = FICIA’egyutt FICIB,egyﬁtt

FICIA,bnmaga FICIB,()nmaga

3)
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4.  Eredmények

4.1 Thermotoga maritima MreB preparaldsi protokoll kidolgozasa
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13. dbra: Thermotoga maritima MreB fehérje expresszdldsa, tisztitdsa. A: Fehérjesuly marker (M)(Thermo Scientific,
#26630), sejtlizatum indukcio elétt (1) és utdna (2). B: Tm-MreB tisztitdsa, ultracentrifugdlds elétt (3), utdn (4), és elucio
emelkedd koncentrdcidju imidazollal (5-8). C: Tm-MreB a His-tag eltdvolitds elétt (9), His-tag levdgdsa utdn (10); végiil a

koncentralt Tm-MreB His-tag nélkil (11).
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Megfigyelésiink szerint az ArcticExpress (DE3) kompetens sejt hasznalataval magas a MreB
expresszios mennyisége (134. dbra, 2. sor), ezen kivill pedig szinte nincs veszteség
ultracentrifugalaskor: a MreB teljes mennyisége megtalalhato a feliiliszoban. (13B. dbra, 3. és
4. sor).

A van den Ent és munkatarsai altal leirt protokollt kdvetve [5] a Tm-MreB névekvé imidazol
koncentracioval elualhaté a nikkel-gyantarol (13B. dbra, 5., 6. és 7. sav). A hisztidin tag
eltavolithatd (13C. dbra, 9. és 10. sav), és a fehérje tovabbi koncentracidja akar aggregacio
nélkiil is lehetséges (13C. dabra, 11. sav).

Viszont a tisztitas soran két kiillonbozo pufferkoriilményt is alkalmaznunk kellett, mert a
cikkben leirt puffer (magas so6s puffer: 20 MM TRIS-HCI, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA,
pH 7,5) a fehérje hosszu tavu tarolasara nem volt alkalmas. Az imidazolt pedig el kellett vonni
a fehérje melldl. Amennyiben az imidazollal eludlt mintat A pufferbe (sémentes puffer:
4mMTRIS, 0,1 mM CaClz, 2 mM ATP jelenlétében, vagy anélkiil, pH 7,5) probaltuk
atdializalni, kicsapddott a MreB. Ezért kellett beiktatnunk a magas s6s pufferben torténd
imidazol elvonast a somentes pufferbe torténd dializalas el6tt. A MreB tehat s6 nélkiili
kornyezetben és ATP jelenléte mellett stabilabbnak bizonyult, mig a magas s6s pufferben

oldhatd maradt.
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4.2 Thermotoga maritima MreB stabilitasanak vizsgalata

4.2.1 Hobstabilitas vizsgalata
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14. abra: A Tm-MreB denaturdcidja kiilénb6z6 pufferkériilmények kbzott. Smentes pufferben (kék), magas sés pufferben
(piros), 2mM ATP jelenlétében (teli szimbolum) vagy ATP nélkiil (iires szimbdlum).

A fehérje hdstabilitasat a triptofan fluoreszcencia intenzitasan keresztiil kovettiik. A triptofan
emissziot 350 nm-en mértilk, mikdozben 20 °C-rdl indulva 5 °C-os 1épésekben ndveltiik a
hémérsékletet (14. abra). A méréseket ATP jelenlétében (teli szimbolum), vagy anélkiil (iires
szimbolum) végeztiik, magas sos (piros) és somentes (kék) pufferben. 2mM ATP jelenlétében
a denaturacié 90 °C felett tortént, magasabb hdmérséklet értéken, mint nukleotid nélkiil. Az
ATP tehat stabilizalja a MreB szerkezetét. Ezen kiviil a 40-60 °C kozt minden esetben
megfigyelhetd egy strukturalis valtozas, szerkezeti atrendezédés. Osszehasonlitva a sos és
somentes kornyezetet, a so jelenlétében a hddenaturacid korabban kdvetkezett be. Sdmentes
kornyezetben a Tm-MreB 75 °C-ig stabil maradt. Olvadasi hémérsékleten 90-95 °C kozott egy
jelentds intenzitascsokkenés volt megfigyelhetd (1. szdmu melléklet). Azonban nem
tapasztaltunk eltolodést a hullimhosszak maximumaéban a vords tartomany felé, ahogy aktin

esetében jellemz0 (2. szamu melléklet).

Az alabbi tablazat 6sszefoglalja az altalunk mért denaturacios hémérséklet értékeket, amiket
Osszehasonlitottuk egy korabbi cikkben CD-spektroszkopias mérésekkel kapott adatokkal [40].

Ezek a mérések dsszhangban voltak az altalunk mért értékekkel.
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2. tabldzat: Az olvaddsi hémérsékletek 6sszehasonlitdsa kiilonb6zo pufferkériilmények hatdsdra.

Olvadasi homérséklet

Puffer Eldzetes értékek (CD) Sajat munka (Triptofan jel)
Sémentes n.a. 75°C
Soémentes + ATP 70°C 90°C <
Magas s6s 53°C ~50°C
Magas so + ATP n.a. 55°C
4.2.2 A Thermotoga maritima MreB kémiai denaturacioja
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15. dbra: A Tm-MreB kémia denaturdcicdja. Kékkel a smentes kérnyezetet, pirossal a magas sos kérnyezetet jeléltiik.

A hdédenaturacids vizsgalatok alatdmasztasara kémiai denaturdcids kisérleteket végeztiink.
Guanidin-hidrokloridot novekvé koncentracioban adtuk a fehérje mellé, mikozben

folyamatosan mértiik a triptofan fluoreszcencia intenzitasat (3. szdmu melléklet).
Tapasztalataink szerint a kémiai denaturaci6 soran is intenzitas csokkenés volt megfigyelhetd,
ahogyan a termalis denaturici® folyamatdban mar lattuk. Ezen kivil a hullamhossz
maximumanak eltolodasat figyeltiik meg a magasabb hullamhosszak irdnyaba, mind a sos
(piros) és sO nélkiili (kék) pufferkoriillmények esetén (/5. dbra). Ez adddhat abbol, hogy a

fehérje mas konforméciovaltozast szenved a kémia hatasokra, mint hd hatasara.

40



4.2.3 SO és nukleotid hatdsa a triptofan emisszidra
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16. abra: A MreB triptofanjanak fluoreszcencia intenzitdsa sos (piros) és somentes kérnyezetben (kék), ATP-vel (betét: teli
szimbdlum), vagy ATP nélkiil (betét: iires szimbdlum). A triptofdnt pufferben, nmagdban mérve szaggatott vonalak jelélik.

Kivancsiak voltunk arra is, hogy milyen paraméterek befolyasoljdk a triptofan intenzitasat.
Ezért a triptofant 6onmagaban is vizsgaltuk, kiilonboz6 pufferekben (/6. dbra). Méréseink
alapjan a triptofan intenzitasa fliggetlen a nukleotid jelenlététdl. A beillesztett dbran lathato,
hogy a somentes kornyezetben a MreB triptofanjanak intenzitasa joval alacsonyabb, mint
magas sOs pufferben, és hogy az ATP jelenléte nem befolyasolta a triptofan intenzitasat.
Masfeldl, ahogy a f6 abran lathato, a triptofan 4-10-szer alacsonyabb intenzitast mutatott a
fehérjével mért értekeknél (folytonos vonal), mint onmagaban a pufferben (szaggatott vonal).
Ez feltehetéen a fehérjeszerkezet arnyékolo hatdsanak koszonhet6. Az, hogy somentes
kornyezetben a triptofan fluoreszcencia intenzitasa sokkal alacsonyabb, mint so jelenlétében,
azzal magyarazhat6, hogy a somentes kornyezetben a fehérje zartabb konformaciot vesz fel,

mint so jelenlétében.
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4.3 Nukleotidok szerepe a MreB polimerizacidjaban
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17. dbra: A MreB polimerizdciojanak nukleotid-fliggése, ATP (négyzet), ADP (kér) vagy GTP (hdromszég) mellett (halvany
tiirkiz: 1 uM MreB, tiirkiz: 5 uM, zéld: 10 uM, kék: 21 uM) (t. e.: tetszéleges egység)

crer

A MreB polimerizacidjat szoérds alapt tesztekkel kovettiik (400 nm-en gerjesztettiik, és
400 nm- en mértiik az emissziot). Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a polimerizéacio sebessége
a ndvekvo MreB koncentracio fliiggvényében nd, viszont a nukleotid tipusa nem befolyésolta a
polimerizaciot. Magasabb MreB koncentracion azonban tobb filamentum keletkezett

(17. dbra).
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18. dbra: A TNP-ATP kétése Tm-MreB-hez.

Az MreB ATP kotését TNP-ATP-vel tudtuk mérni. Ez egy nem hidrolizalé fluoreszcens ATP-

analog, aminek a kotés hatdsara a fluoreszcenciaintenzitasa szignifikansan megné. Allandé

fluoreszcencia intenzitdsat. Ahogy a fenti dbran is lathatd, a TNP-ATP intenzitasa fokozatosan
novekedett a koncentracié emelkedésével, de egy bizonyos érték utan mar nem volt képes a
fehérje tobb ATP-t beépiteni, és az intenzitds nem valtozott (/8. dabra). A fluoreszcencia
intenzitas maximumokat a TNP-ATP koncentracio fiiggvényében detektaltuk, majd a kotott
ATP aranyat a TNP-ATP koncentracio fiiggvényében abrazoltuk. A gorbére Hill-egyenletet (1.
egyenlet) illesztve megkapjuk, hogy a fehérje milyen aranyban van ATP-ko6tott allapotban a
teljes fehérje koncentraciohoz képest. Eredményeink alapjan a Tm-MreB 3,7uM affinitassal
koti a TNP-ATP nukleotid analogot. Ez nem jelez erds kotddést, amit azzal magyardzunk, hogy

mas MreB-kot6 faktoroktol is fiigghet a kotési allando.
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19. dbra: A TNP-ATP MreB-hez valé kétédésének vizsgdlata fluoreszcencia intenzitds mérésével kiilonbézé
pufferkérnyezetben. A hiba a standard hibadt (SD) jeldli.

Erdekes médon, bar a TNP-ATP mindkét pufferkoriilmény kozott kotédik a Tm-MreB-hez, a
kotédés erésebb a sdmentes pufferben, mint sé jelenlétében. A TNP-ATP fluoreszcencia
intenzitdsa megkozelitdleg kétszeres somentes pufferben, ha a Tm-MreB azonos
A22 képes-e blokkolni az ATP kotddését a Tm-MreB-hez. Spektroszkopiai adataink
egyértelmiien azt mutatjak, hogy az A22 nincs hatdssal a TNP-ATP kotésre semmilyen

alkalmazott puffer koriilmény kozott.

Kompetitiv kotddési vizsgalattal bizonyitottuk, hogy az ATP ugyanahhoz a régidhoz kotddik,
mint a TNP-ATP (20. dbra). Kisérletiinkben azt talaltuk, hogy a megkotott TNP-ATP csak
kortlbeliil 35-40%-a szorithatd le ATP-vel. A gorbe alapjan az ATP disszociacios allandoja
3,7 uM.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az ATP kotési affinitasa koriilbeliil 2 pM a Tm-MreB -hez.
Ez az érték jol 6sszhangban van korabbi mérések eredményeivel, ahol azt talaltdk, hogy az ATP

szubmikromolaros, vagy alacsony mikromolaros affinitassal kot a MreB-hez [44, 76].
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20. dbra: A TNP-ATP fluoreszcencia intenzitds vdltozdsa névekvé ATP koncentrdcid hatdsdra.

4.4 Az A22 és vankomicin hatasanak leirdsa
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21 dbra: A polimerizdcios gorbék meredekségét az alkalmazott A22 koncentrdciok fliggvényében dbrdzoltuk. (lires
szimbdlum: 0,2 mM ATP, teli szimbdlum: 0,2 mM GTP). A hibasdv az dtlag szordsa.

45



Az A22-nek kétfazisu hatasa van a MreB polimerizacidjara (21. dbra). 50 puM alatti
koncentracion gyorsitja a polimerizacio sebességét, mig e felett gatlo hatasa érvényesiil. A
szakirodalom szerint ez az 50 puM (~10pg/ml) koriilbelil a héaromszoros minimalis
gatlokoncentracionak felel meg E. coli baktériumokra [80]. Viszont A22 kezelések esetén
gyakran alkalmazzak ezt a koncentracio értéket [90]. Mivel az A22 baktériumkulturan végzett
kezelések esetén ezt a 3-szoros gatlokoncentraciot talaltuk vizsgalatainkban hatasosnak, ezért
in vitro kisérleteinkben is ezt az 50 uM koncentraciot alkalmaztuk. GTP jelenlétében az A22

gatlo hatasa még kifejezettebb volt, a polimerizacios gérbék meredeksége csokkent.
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22. abra: A22 jelenlétében kevesebb foszfat keletkezett. (lires szimbdlum: kontroll, teli szimbolum:50 uM A22)

A szabad foszfat mennyisége a 360 nm-en mért abszorbancia ndvekedésével aranyos.
Eredményeink azt mutatjak, hogy az OD nétt az alkalmazott ATP koncentracié emelkedésével,
azaz tobb foszfat hidrolizalt (22. abra). Azonban 200 uM ATP koncentracional MreB elért egy
maximalis értéket és telitésbe keriilt. Hidba alkalmaztunk ennél nagyobb ATP koncentraciot,
az inorganikus foszfat mennyisége mar nem valtozott. Az A22 kezelés azonban hatassal volt a
MreB hidrolizacidjara. 50 uM A22 jelenlétében a polimerizacios gorbék meredeksége csokkent

a kontrollhoz képest, az A22 tehat lassitotta a MreB-r6l az inorganikus foszfat lehasadasat.
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A MreB-t polimerizaltuk A22-vel, vagy a nélkiil. A polimerizaciot polimerizald s6é (P100)
hozzaadéasaval kezdeményeztiik. Polimerizacid utan a fehérjét minimalis gatldkoncentracio
alatti koncentracidoban hozzdadott fluoreszcens vankomicinnel jeloltiik. A22 nélkil a so
hatasara hossza filamentumok keletkeztek, mig A22 kezelés hatdsira oligomereket, vagy

kicsapodott filamentum-szerii képz6dményeket lattunk a mikroszkopban (23. dbra).

23. dbra: 1 uM fluoreszcens vankomicinnel jelélt MreB. Kontroll (bal) és 100 uM A22 mellett (jobb). Lépték: 10um.

24. abra: GFP-MreB-t expresszadlo E-coli sejtek A22 kezelés hatdsdra, SIM mikroszkép alatt. Lépték: 10 um.
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E. coli sejtek GFP-MreB expresszidjat arabinozzal indukaltuk, majd A22 jelenlétében, vagy a
nélkil novesztettiik 6ket 1 oran keresztiil, 37 °C-on razatva. A sejteket ezutan agardz lemezre
tettiik, hogy megakadalyozzuk a mozgasukat, ¢s SIM mikroszkopban néztiik. A 24. abra jobb
oldali képén jol lathatd, hogy a baktériumok az A22 kezelés hatasara lekerekedtek, viszont a
GFP jel nem delokalizalodott. Tehat nem kovetkezett be a MreB depolimerizacidja, szétesése,

¢s a GFP-MreB tovabbra is a membran mentén helyezkedett el.
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25. dbra: Vankomicin kétédésének vizsgdlata steady-state anizotropia méréssel. (négyzet: kontroll; kér: 0.2 mM ATP;
hdromszég: s6 (P100: 4 mM TRIS, 100 mM KCl, 2 mM MgCl,, ImM EGTA); forditott hdromszég: ATP+sd)

Fontos kisérleti eredményiink, hogy a BODIPY -vankomicin képes kotédni a Tm-MreB-hez
(25. abra). Fluoreszcencia anizotropia mérésekben bizonyitottuk, hogy a vankomicin kot a
MreB fehérjéhez. A gorbék alapjan a kotési allandokat is meghataroztuk az alkalmazott
pufferkoriilmények esetén. A  kotési  allandd nukleotid mentes MreB esetén
8,329 +£ 0,571 uM- nak adodott, ATP kotott MreB esetén 6,894 + 0,509 uM. Ugyanez a
paraméter P100 polimerizalo s6 jelenlétében 5,59 + 1,21 uM, ATP és so egyilittes alkalmazasa
mellett 4,048 + 0,723 puM- nak adddott. Mindez arra utal, hogy a fiziologias koriilményekhez

legkdzelebb all6 paraméterek esetén a legerdsebb a kotés.
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26. abra: A MreB polimerizdcidjanak alakuldsa az alkalmazott vankomicin koncnetrdcio hatdsdra.

crer

majd a gdrbék meredekségét a koncentracio fiiggvényében dbrazoltuk. Lathato, hogy névekvd
vankomicin koncentracioval csokken a polimerizacido sebessége (26. dbra). Az A22-hoz
hasonldan a vankomicin lassitja a MreB polimerizaciojat, jelenlétében a fehérje dsszeépiilése
gatolt. 100 pg/ml alkalmazott vankomicin koncentracié mar jelentésen befolyasolta a MreB

polimerizaciojat.

Mivel a Gram-negativ baktériumok sejtfalan a vankomicin nem képes atjutni, ezért a sejtes
mérések sordn magasabb antibiotikum koncentraciokat kellett alkalmaznunk a kivant hatas

elérése érdekében, mint az in vitro mérésekben.
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27. dbra: E.coli sejtek szaporoddsa A22 és vankomicin kezelés hatdsdra(kék: kontroll, rézsaszin: nativ vankomicin, zéld: A22,
piros: vankomicin+A22) (CTR: kontroll, NV: nativ vankomicin). A: szaporoddsi gérbék a kiilonbézé kezelések alkalmazdsdval.
B: Baktériumok sejthosszdnak vdltozdsa az antimikrobidlis szerek jelenlétében. n= 104. A kis négyzetek az dtlagot jelélik, a
révid vonalak a minimum és maximum értékeket. A hibavonal a szérdst mutatja.
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A két antimikrobialis agens egyiittes hatasat is vizsgaltuk ¢él6 E. coli baktériumokon. E. coli
K- 12 sejteket LB tapoldatban 37 °C-on rdzattunk. A baktériumokat 100 pg/ml (69 puM)
vankomicinnel (NV) vagy 27 pg/ml (100 pM) A22-vel vagy mindkettdvel kezeltiik. Az A22 a
kontroll mintahoz képest kevésbé gatolta a szaporodast, mint a vankomicin. A vankomicin az
alkalmazott koncentracié mellett lassitotta a sejtek szaporodasat, de a két szer egyiittes
kezelésével, egymas hatasat felerdsitve az antimikrobidlis hatds er6teljesebb vollt.
A baktériumsejteket vankomicin, A22 vagy mindkettd jelenlétében novesztettiik. A sejteket
ezutan mikroszkop alatt vizsgaltuk, fotdkat készitettiink, majd a sejthosszakat Imagel
programmal mértiilk. Vankomicin hatasara a sejtek rovidebbek lettek, de nem szignifikans a
valtozas. A22 hatasara lekerekednek a baktériumok. A két antimikrobidlis anyag egyiittes
hasznalata esetén az A22 hatas érvényesiilt inkabb, tehat a sejtek joval rovidebbek lettek a
kontrollhoz képest. Az A22-t tartalmazd populéciok szignifikansan rovidebbek lettek a
kontroll, és a csak vankomicint tartalmaz6 mintdkhoz képest. A statisztikahoz egyutas ANOVA
tesztet futtattunk, a szignifikanciaszint ANOVA utan végzett Bonferroni-féle korrigalt

valésziniiségi teszt alapjan 1,069*%1078 (*p<0,001; n=104).
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28. dbra: E. coli baktériumok sejthosszdnak és alakjdnak vdltozdsa vankomicin és A22 kezelés hatdsdra. A: kontroll,

B: 27 ug/ml A22, C: 100 ug/ml vankomicin, D: mindkettd jelenlétében.

A sejthosszak meghatarozasahoz mikroszkopos méréseinket atesd fényben végeztiik, melynek
eredményeit a 28. abra mutatja. Az ,,A” képen a kontroll minta lathato, amelyben a kezeletlen
sejtek a varhatd 3-4 um-es sejthosszakat érték el. A ,,B” képen az A22 kezelés hatdséra a sejtek
lekerekedtek, ennél fogva rovidiilt a hosszanti tengelyiik is. A ,,C” dbrdn a vankomicin kezelés
eredményeképpen a sejtek rovidebbek lettek, de nem szdmottevd a valtozas. A ,,D” ébran a
sejtek rovidebbnek és kereknek is latszanak. Ebben az esetben az A22 hatdsa volt a

kifejezettebb. Az A22 hatasat a vankomicin nem tudta ellenstilyozni, de nem is sulyosbitotta.
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A két vegylilet szinergista hatdsat is szerettilk volna megvizsgalni, azaz, hogy egymas gatlo
hatasat erdsithetik-e, ahogy a szaporodasi tesztekbdl erre kovetkeztethetiink. Mikrobioldgiai
tesztekkel megallapitottuk a két antimikrobialis szer MICgo értékét, tehat azt a legkisebb
koncentraciot, ahol tobb mint 80%-o0s novekedési gatlast tapasztaltunk (A22: 50 pg/ml,
vankomicin: 25 pg/ml). Checkerboard mikrodilucios esszé segitségével kimutattuk a

szinergista hatast a két szer kozott (3. tablazat).

3. tablazat: Az A22 és vankomicin frakciondlis gatlo koncentrdcio értékei kiilonb6z6 kombindcickban. A tdbldzat k6zépsé
oszlopdban lévé szamok mutatjdk, hogy a két antibiotikumot milyen koncentrdcidban kell alkalmazni, hogy a szinergista
hatds érvényesiiljon. A bal oldali szamok az A22 koncentrdciora vonatkoznak, mig a jobb oldali szamok mutatjdk a
vankomicin alkalmazott koncentrdcidjat, ug/ml mennyiségben. A jobb oldali oszlopban ezeknek a kombindcioknak a FICI
(frakciondlis gdtlo koncentrdcic) értékei lathatdak.

MICao magdban | 1y 4 binacioban (ug/ml) | FICI

(ng/ml)
A22 [50] Van [25] 12,5+ 6,25 0,5
6,25 + 6,25 0,375
3,125 + 6,25 0,31
6,25 + 3,125 0,25
6,25 + 1,56 0,1875

"o

Osszefoglalva, ez az egymast erdsitd antimikrobidlis hatds 6t féle modon létrejohet a két
gatlészer kombinacidjaban, ami erds szinergizmust feltételez, a két szer egymads
novekedésgatld hatasat felerdsiti.

Erdekes megfigyelés, hogy az A22 Gram- negativ gatloszer, mig a vankomicin Gram-pozitiv
baktériumokra hat, mert nem tud atjutni a Gram-negativ baktériumok kiilsé membran rétegén.
Viszont az A22 érzékenyebbé teheti a Gram-negativ baktériumokat, gy, mint az E. coli
sejtfalat, és igy lehetévé teszi a vankomicin bejutasat a sejtekbe. Tehat az A22 MreB gatlo
mechanizmusan alapuldé szarmazékai és a vankomicin egyiittes alkalmazédsa antibiotikum

spektrumbdvitéssel egy j6 megoldas lehet az antibiotikumrezisztencia megfékezésére.
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5. Eredmények megvitatasa

A Thermotoga maritima MreB preparalasa soran egy j moddszert alkalmaztunk, amely
tiszta fehérjét eredményez. E. coli BI21 ArcticExpress (DE3) rendszerben dolgoztunk. Ez a
sejtvonal a nativ feltarashoz eldnyos, mivel alacsony homérsékleten torténik az expressziod
(10- 13 °C), igy a zarvanytestek, azaz a fehérje aggregatumok kialakulasanak kisebb az esélye,
mint ahogyan azt mas, korabban alkalmazott BL21 sejttipusok (DE3; DE3 pLysS, Rosetta)
esetén tapasztaltuk. Erdemes kiemelni, hogy endogénen expresszalt chaperon fehérjéket
tartalmaz a rendszer, ami biztositja a fehérje normal feltekeredését, azaz elésegiti a nativ

konformacio kialakuldsat az expresszid soran.

. 1 )) '\\¥ & v ~
] )/ Pl : (

: f."; g ",;_ i ” g
) | i g e Y 7 ’
- fck‘ R
1z - N ka9
(w2 (F Y /
@ N > E204§E y
— W oY\
; \ \ ‘ - N 8
p—Sn [ — A \ 4’ e (-'V
L | \ ;‘ﬁ ) N
~ 1 »
Dl ol Nl & - <
~ 4 A T WA f)‘\ ~

29. abra: A Tm-MreB (PDB: 1JCG) szerkezeti dbrdja, jelélve a K49 lizin és E204 glutaminsavak, amelyek kiilénb6z6
aldoméneken helyezkednek el és kéztiik sohid jon létre. A W172 triptofdn a Tm-MreB D-hurokjdn taldlhato.

A soOs ¢és somentes pufferkornyezetben mért eltérd hdstabilitds oka lehet egy sohid
kialakuldsa a molekulan beliil. Korabbi megfigyelés, hogy az ellentétes toltésli aminosavak
kozott kialakuld sohid stabilizalhatja, vagy akar destabilizalhatja a fehérje szerkezetét [91].
Thermotoga maritima esetén sohid alakul ki a K49-es és E204-es aminosavak kozott
[5] (29. abra). Mivel az egyik aminosav ezek koziil a Tm - MreB D-hurokjan talalhato, fontos
szerepe lehet a polimerizacid soran bekdvetkezd konforméciovaltozasban. Véleményilink
szerint a sejtlizis és a kezdeti tisztitasi 1épések soran a NaCl-nak Tm-MreB szerkezet stabilizalo

szerepe van, azonban a soéhid kialakulasdt meggatolja. A NaCl eltavolitasdval a séhidak
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kialakulasa lehetové valik, ami megndveli a szerkezeti stabilitast, oldhatdva teszi a fehérjét, és
noveli a termikus stabilitast. Ezt a sohid altal kivaltott termikus stabilitas névekedést mas
hémérséklettiird fehérjék esetén is leirtak [60]. Masrészt a MreB-nek is vélhetéen mas

kotOpartnerei is vannak, amik stabilizaljak a fehérjét a citoplazmén beliil.

30. dbra: A triptofan elhelyezkedése a Tm-MreB-n és a vdzizom aktinon beliil.
A nyul vazizom alfa-aktin monomerje (PDB: 1INWK) lila, a Tm-MreB (PDB: 1JCG) tiirkiz szinnel. (zéld: aktin Trp-79, kék: aktin
Trp-86, pirosak: aktin belsd triptofdnjai, sarga: Tm-MreB triptofdn aminosava.)

A Tm-MreB termalis denaturacidja soran nem figyelheté meg az aktin esetében spektralis
eltolédas a triptofan fluoreszcencia emisszios hullamhosszaban a vords hullamhosszak
iranyaba. Ennek magyarazata lehet, hogy a Tm-MreB egyetlen triptofan aminosava az aktin
négy triptofanjatol eltéré helyen lokalizalodik a molekulaban, az oldészer szamara jobban
kitett. Emiatt a Thermotoga maritima MreB esetében a hddenaturacio altal kivaltott
konformacio valtozas nem okoz spektralis eltolodast, csak fluoreszcencia intenzitas csokkenést.
Erdekes megfigyelés, hogy kémiai denaturacié soran ugyanez a fehérje, illetve ugyanennek az
aminosavnak a lokalis kdrnyezete mashogyan véltozik meg, mint hd hatasara. Ebben az esetben
ugyanis megfigyelhetd volt a vorods eltolodas. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a kémiai
denaturacio €s a termalis denaturacio masfajta konformaciovaltozast okoz a Tm-MreB fehérjén.
A kémiai kezelés hatdséra a fehérje triptofanjanak kérnyezete nagyobb mértékben valtozik meg.

Korabban leirtak, hogy az eukaridta aktin négy triptofanja eltéréen jarul hozza az aktin belsd

fluoreszcencia intenzitasahoz [92]. Az aktin Trp-79 triptofan aminosava z6ld szinnel lathaté a
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30. dbran, ez a leginkabb hozzaférhetd az oldoszer szamdara az aktin masik harom triptofan
aminosavahoz képest. Az aktin Trp-86-ja, amelyet tobbnyire cisztein és metionin arnyékolja,
kék szinii, a tobbi belsé triptofan pedig piros. A Tm-MreB egyetlen triptofanjanak helyzete
sarga szinnel van jelolve az abran, lathatd, hogy az aktin triptofan aminosavaitol elkiiloniilten
helyezkedik el.

A nem hidrolizal6 ATP analég, a TNP-ATP alkalmasnak bizonyult a Tm-MreB nukleotid

kotddésének leirdasara. Termikus denaturdldsi vizsgalatainkat aldtdmasztva, ahol a sdGmentes

crer

cyey

gatloszer, az A22 semmilyen koriilmények kozott nem gatolja a TNP-ATP kotodését a
MreB- hez. Végiil arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az ATP és a TNP-ATP versengenek
egymassal. Az ATP 2 puM-os affinitdsa a Tm-MreB-hez viszonylag gyenge kotést jelent,
feltételezhetd, hogy a citoplazmaban mas faktorok vagy kotOpartnerek javithatjak ezt.

Mikroszkdépos vizsgalataink azt mutattak, hogy A22 jelenlétében a monomereknél nagyobb
egységek keletkeznek, aggregalodhat, vagy kicsapodhat a fehérje. Ezek a strukturak nem
mondhatok filamentumoknak, mint a polimerizal6 s6 jelenlétében képzddd fehérjeszalak
esetén.

Megvizsgalva az A22 polimerizaciora gyakorolt hatasat, kijelenthetjiik, hogy az A22
azonban gatlo hatdsa érvényesiil, és lassitja a polimerizaciot. Meggatolja az inorganikus foszfat
lehasadast az ATP hidrolizacidja utan. Véleményiink szerint az A22 egy ADP kotott allapotot
tarthat fenn a MreB-n, ezzel a fehérje nem tudja elvégezni a sejtalakmegtartd funkciojat a sejten
beliil. A fehérje tehat elkezd Osszeépiilni, oligomereket alkotni, ahogy a mikroszkdpos és
szedimentacids tesztek is alatdmasztottdk. Azonban ez nem a MreB megfeleld, nativ allapota a
sejtben. Ennek kovetkeztében a baktériumsejtek lekerekednek, elvesztik a palcika alakjukat,
veégso soron pedig lizalnak, elpusztulnak.

Vankomicin tekintetében megallapitottuk, hogy a fluoreszcens vankomicin képes kotddni a
fehérjéhez, in vitro. Fluoreszcens vankomicint korabban csak ¢l6 sejteknél alkalmaztak.
Leirtuk, hogy kiilonboz6 koriilmények kozott milyen affinitassal kot a BODIPY-vankomicin a
Tm-MreB-hez. Ezek a kotési aranyok (4-8 uM) szintén gyengének mondhatok, ahogy TNP-
ATP esetén is. Tovabbi vizsgalatok vannak folyamatban annak megallapitasra, hogy ez a kotés
specifikus lehet-e. A vankomicin az A22-h6z hasonloan két fazisban befolyasolja a MreB

polimerizacidjat: minimalis gatld koncentracid alatt gyorsitja, felette lassitja azt.
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A két antimikrobialis hatéanyag egyiittes hasznalata esetén az E. coli baktériumok
szaporoddsa jobban gatolt, mint amikor kiilon alkalmaztuk csak az egyik, vagy madsik
vegyiiletet. Vankomicin kezelés hatdsra a sejtek valamivel rovidebbek lettek a kontrollhoz
képest, A22 kezelés hatasara azonban a sejtek lekerekedtek, és szignifikdnsan rovidiiltek. A két
vegylletet egylitt alkalmazva az A22 hatasa volt a kiemelked6bb, nagysagrendileg az A22
kezeléssel egyezd sejtméreteket talaltunk. Ezekbdl az eredményeinkbdl arra kdvetkeztettiink,
hogy a vankomicin és A22 kozt egy szinergista hatas allhat fent, azaz egymas antimikrobialis
hatasat erOsithetik. A checkerboard essz¢ pedig egy igen erdteljes szinergizmust mutatott a két
vegyitilet kozott. Az A22-nek csak a Gram-negativ baktériumokra van antimikrobialis hatasa, a
Gram-pozitivokra nagyon magas, vagy egyaltalan nem meghatarozhato a MIC értéke. Ezzel
szemben a vankomicin egy Gram-pozitiv baktériumokra hat6 antibiotikum. Kisérleteinkben
mégis sikeriilt a Gram-negativ E. coli-ra jelentds hatast kifejtenie a vankomicinnek. Vélhetéen
az A22 kezelés hatasara a MreB fehérje funkcidjanak gatlasa révén a Gram-negativ baktérium
sejtfala meggyengiil, igy be tud jutni a sejtbe a Gram-pozitiv baktériumokra hat6 antibiotikum
is. Ez tehat egy uj tja lehet a baktériumrezisztencia megakadalyozasanak, a baktériumok mar

meglévo antibiotikumokra val6 érzékenyitésének.
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b. Kovetkeztetések

A MreB kutatasa kulcsfontossagu lehet az antibiotikumrezisztencia megfékezésében. Mivel
ez a fehérje a baktériumokban létfontossagl, hianyaban a sejtek életképtelenek. A MreB
kromoszoman kodolt, tehat a sejtek nem tudjak az esetlegesen kifejlesztett rezisztenciat atadni
egymasnak, mint a plazmidon kdédolt gének esetén, azonban mas modon is kifejezddhet
rezisztencia, mondjuk inaktivalé6 enzim formajaban. Ezeket figyelembe véve fontos, hogy
megértsiik a fehérje molekuléris, biokémiai szintli miikddését, hogy megtalaljuk a gyenge
pontjait. A baktériumok nagyon gyorsan képesek a rezisztenciat 0j antibiotikummal szemben
kialakitani, ezért is érdemes az eddig ismertektdl eltéré megkiizdési utvonalakat talalni, és
példaul a MreB-re kozvetleniil hatd antimikrobialis vegyiiletet vizsgalni. Egy masik
megkiizdési mod lehet, ha az antibiotikumokat kombinaltan alkalmazzuk. A Gram-negativ
baktériumok komplexebb sejtfala nagyon ellenall6 a kiils6 behatasokkal szemben, gatolja a
molekuldk bejutdsat. Irodalmi adatok azt mutatjak, hogy a kiilonbozd vegyiiletek meglévd
antibiotikumokkal torténd szinergista hatasa lehetové teheti a rezisztencia csokkentését,
kialakuldsdnak megakadalyozasat. A Gram-negativ baktériumok kiilsé membranjat roncsolo,
megzavard vegyiiletek hozzajarulnak ahhoz, hogy a Gram-pozitivokra hatd antibiotikum
bejuthasson a sejtbe [93]. Kutatasunkban egy olyan megkdzelitési modot tartunk fel, ahol egy
bakteriosztatikus vegyiilet képes lehet annyira meggyengiteni a Gram-negativ baktérium
sejtfalat, hogy ezaltal egy 1y, eddig csak Gram-pozitivokra hatasosnak vélt szer is képes legyen

bejutni, és a baktériumon beliil az antibakterialis Gtvonalakat elinditsa, végiil elpusztitsa.
Munkank eredményeit a kdvetkezOkben foglalom ssze:

e Sikeriilt egy olyan tisztitasi protokollt kidolgozni, ami nagy mennyiségi, tiszta és
bizonyult.

e Meghataroztuk a fehérje hddenaturacios értékeit sos és somentes kornyezetben, ATP
jelenlétében, vagy anélkiil.

e Megallapitottuk, hogy a Tm-MreB ATP jelenlétében, illetve soémentes pufferben
stabilabb. Viszont az imidazol elvonds miatt sziikséges egy magas sos pufferben torténd
tisztitasi 1épést beiktatni.

o A K49-es és E204-es aminosav kozott kialakuld sohid stabilizalja a Tm-MreB-t. Kémiai
denaturacio soran megfigyeltiik a MreB triptofanja emisszios maximumanak hosszabb

hulldmhossz tartomanyba torténd eltolodasat. Ez arra utal, hogy kémiai denaturacio
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soran a triptofan kornyezete polarosabba valik, feltételezheten a viz szamara jobban
hozzaférhetobb, kitettebb lesz.

Hddenaturacio esetén nem figyeltilk meg ezt a jelenséget, amibdl arra kdvetkeztetiink,
hogy a Tm-MreB konformaciovaltozasa eltérd a kémiai és a hddenaturacid soran.
Meghataroztuk a TNP-ATP és az ATP kotési affinitasat Tm-MreB-hez, ami 3,7, illetve
2 uM-nak adodott. Ezek jol illeszkednek a korabban, mas MreB fehérjék esetében
leirtakhoz [44, 76]. Megallapitottuk, hogy a TNP-ATP-t a Tm-MreB somentes
kornyezetben nagyobb affinitassal koti.

Fényszorason alapuld vizsgalataink szerint a nukleotidok nem befolyasoljak a
polimerizacio sebességét.

Az A22 nem befolyasolja a nukleotidkdtést, a TNP-ATP kotddését sem. Alacsony
koncentracion gyorsitja a fehérje polimerizacidjat, magas koncentracion gétolja azt.
Meggatolja az inorganikus foszfat lehasadésat.

Az A22 polimerizald s6 mellett oligomereket, vagy aggregatumokat hoz 1étre, ennek
tisztazasa még eldttiink all. Azonban biztos, hogy megzavarja a MreB természetes
Osszeépiilésének folyamatat. Kisérleteink alapjan tigy gondoljuk, hogy az A22 egy
ADP-kotott allapotot hoz létre, ami miatt a MreB nem képes ellatni a sejtalakmegtartd
funkciojat a sejtekben.

Munkank ujabb megallapitasa, hogy a fluoreszcens vankomicin képes kotddni a MreB-
hez, a kotési allandokat kiilonb6zd so- és nukleotid kdrnyezetben is meghataroztuk. A
vankomicin 8,329 + 0,571 uM affinitassal kot a MreB-hez, ATP kotott MreB esetén
6,894 + 0,509 pM-nak adoédott a kotési allandd. Polimerizald sé jelenlétében
5,99+ 1,21 uM, ATP és s6 mellett pedig 4,048 + 0,723 uM volt a vankomicin kotési
allandoja. A MreB polimerizaciojat az A22-héz hasonléan kétfazisos modon
befolyasolja.

Az E. coli baktériumok szaporodasat a vankomicin jobban gatolta, mint az A22, viszont
a két antibiotikumot egyiitt alkalmazva a gatl6 hatas erdteljesebb volt. Mindkét vegyiilet
hatassal volt a sejtek hosszara is, azonban az A22 jelenlétében szignifikansan
rovidebbek, kerekebbek lettek a sejtek.

Mikrobiologiai esszékkel bizonyitottuk, hogy a két antimikrobidlis vegyiilet kozt
szinergista hatds van, ennek mértékét a FICI értékekkel jellemeztiik. A két
antimikrobialis dgens kiilonb6z6 kombindcioit alkalmazva a kdvetkezd koncentracid

értéket kaptuk: 0,5ug/ml; 0,375ug/ml; 0,31pg/ml; 0,25ug/ml és 0,1875ug/ml. Ezek
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alapjan egy erds szinergista hatdsra kovetkeztethetlink, az antimikrobialis szerek

egymas hatasat felerdsitik.
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7. Mellékletek

1. szamu melléklet
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31. dbra: A Tm-MreB termikus denaturdldsa. A triptofdn fluoreszcencia intenzitdsa csékken a hémérséklet emelkedésével. Az
olvaddsponton a fluoreszcencia intenzitdsvaltozdsa csékken. SOmentes kériilmények esetén 2 mM ATP jelenlétében magas
hémérsékleten, 90-95 °C kézott figyelhetéd meg ez az intenzitds csékkenés.
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32. dbra: A nyul csontvdz alfa-aktinjanak termikus denaturdldsa. Az aktint ugyanabban a pufferben vizsgdltuk, mint a Tm-
MreB-t. A fluoreszcencia intenzitds csékkenése mellett olvaddskor véréseltolédds is megfigyelhetd.
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3. szamu melléklet
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33. dbra: A Tm-MreB kémiai denaturdldsa. A triptofdn fluoreszcencia intenzitdsa a guanidin-hidroklorid koncentrdcidjanak
névekedésével cs6kken, és erds vordseltolodds figyelheté meg.
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Koszonetet mondok Dr. Gazdag Zoltannak, a PTE TTK egyetemi docensének a
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Abstract: The basis of MreB research is the study of the MreB protein from the Thermotoga maritima
species, since it was the first one whose crystal structure was described. Since MreB proteins from
different bacterial species show different polymerisation properties in terms of nucleotide and salt
dependence, we conducted our research in this direction. For this, we performed measurements
based on tryptophan emission, which were supplemented with temperature-dependent and chemical
denaturation experiments. The role of nucleotide binding was studied through the fluorescent
analogue TNP-ATP. These experiments show that Thermotoga maritima MreB is stabilised in the
presence of low salt buffer and ATP. In the course of our work, we developed a new expression and
purification procedure that allows us to obtain a large amount of pure, functional protein.

Keywords: MreB; solubility; heat stability; spectroscopy; salt bridge; nucleotide

1. Introduction

Eukaryotic actin, and its distant bacterial homolog MreB, are important for the main-
tenance of cell shape and functionality. MreB plays a critical role in the assembly and
organisation of the bacterial cell wall. Therefore, it is a potential drug target to combat
multidrug resistance in bacteria. MreBs have been studied in several bacteria. MreB from
the hyperthermophilic Thermotoga maritima (Tm-MreB) has been particularly intensively
studied [1,2] including the elucidation of the first 3D structures of the monomers and
filaments [3]. MreBs of other species studied include those of Bacillus subtilis (Bs-MreB) [3,4]
Chlamydophila pneumoniae (Cp-MreB) [5], Escherichia coli (Ec-MreB) [6], and Leptospira interro-
gans (Li-MreB) [7].

These studies have shown that there are differences in filament dynamics between
MreB homologs in vitro, including polymerisation propensity upon addition of nucleotides
and/or salt, timing of nucleotide hydrolysis before, during, or after the polymerisation,
or whether there are discrete actin-like nucleation and elongation steps of polymerisation.
MreBs can form a variety of supramolecular structures in vitro when assembled under
different conditions [3,4,8].

There is a contradiction in the MreB literature regarding the role of nucleotides in
the polymerisation of MreBs from different species [3-5,7]. It has been described that
MreB proteins from different species are able to polymerize in the presence but also in
the absence of nucleotides [3,6,8]. Therefore, it is still debatable whether MreB proteins
require nucleotides to maintain normal function or not. On the other hand, since ATP is
present in millimolar concentrations in cell cytoplasm [9], it can be assumed that MreB
binds nucleotides under cellular conditions. Moreover, it was recently described that ATP
binding increases the melting temperature of Sc-MreB5 [10].

The optimal purification method and storage conditions for MreB protein are also ques-
tionable. The MreB laboratories are divided into two groups, namely the salt-free [4,5,11]
and high-salt preferring [6,8,12]. The presence of ATP also plays a central role in these
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experiments. In salt-free, ATP containing methods a monovalent salt is used to initiate poly-
merisation, while the high-salt buffer requires ATP to induce the assembly of monomers.

Our aim was to describe the thermal stability of Tm-MreB in relation to the presence
of nucleotide and salt [11]. To this end we took advantage the spectroscopic signal from a
single tryptophan of Tm-MreB. As described previously, the local conformational changes
of the tryptophan residue can be used to detect thermal denaturation [13,14]. On this
basis, we found that conformation and stability of Tm-MreB strongly depend on the buffer
conditions. The absence of monovalent ions and the binding of ATP favour the most
thermostable form, although the solubility is increased in a salt-rich environment.

In our previous studies, we found that millimolar magnesium and one hundred
millimoles of potassium or sodium are required for efficient MreB polymerisation. The
addition of calcium causes arrangement in ribbon-like structures and large bundles, and
we hypothesise that calcium binding may alter the filaments [15]. We assume that the
polymerisation inhibiting effect of salt (NaCl or KCI) can be explained by the less stable
conformation of MreB, which affects the salt bridge between two subdomains of Tm-MreB.

We also described the ATP binding ability of Tm-MreB and found that it is higher
under salt-free conditions. It was also described that the widely used, potential antibiotic
MreB-specific inhibitor A22 [16] does not affect ATP binding under any conditions.

2. Results

In this paper, we describe a novel native purification method that enables the produc-
tion of soluble, functional MreB protein in high purity and quantity.

The first and probably most important point is that, in our recent work, we have
used for the first time a cell line containing endogenously expressed chaperone proteins.
These help to maintain a native conformation of the expressed protein during expression.
Our previous experience, and also other publications, have shown that MreB proteins can
be produced in good quantity in recombinant expression systems, but the yield is poor.
This is because most of expressed protein is lost in the first step of ultracentrifugation
and subsequent cell lysis. This can probably be explained by the formation of “inclusion
bodies”, i.e., unfolded protein aggregates.

When using ArcticExpress (DE3) competent cells, the expression of MreB is high
(Figure 1A, line 2) and, furthermore, there is almost no loss upon ultracentrifugation; the
full amount of MreB is found in the supernatant (Figure 1B, lines 3 and 4).

=z B
oW &,
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A : 8 c

Figure 1. Purification of Tm-MreB using BL21 DE3 Arctic express cell line. (A) Molecular weight
marker (M) followed by the cell lysates before (lane 1) and after induction with IPTG (lane 2). (B) Pu-
rification of Tm-MreB using high-salt purification buffers: lane 3: cell lysate before ultracentrifugation;

lane 4: supernatant after ultracentrifugation; lanes 5-8: elution of protein with increasing imidazole
concentration. (C) Last steps of the Tm-MreB purification: lane 9: Tm-MreB fraction before His-tag
removal; lane 10: His-tag cleaved Tm-MreB; lane 11: concentrated, His-tag-free Tm-MreB.
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Following the protocol described by van den Ent et al. in 2000 [3], the Tm-MreB can
be eluted using an increased imidazole concentration of Ni resin (Figure 1B, lanes 5, 6 and
7). The histidine tag can be removed (Figure 1C, lanes 9 and 10), and further concentration
of the protein is even possible without aggregation (Figure 1C, lane 11).

It is worth noting that this step has been found to be crucial for the purification of MreB,
i.e., the buffer conditions play a crucial role in determining the structure and solubility of
MreB. In our experiments, we used two different buffer conditions that are most popular
in the MreB literature. The first was originally described in the publication mentioned
above [3] (20 mM TRIS-HCI, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.5) The second is the one
which is referred to in the “actin literature” [4] (4 mM TRIS, 0.1 mM CaCl,, with or without
2 mM ATP, pH 7.5) and is commonly referred as buffer A. For better understanding, the
first buffer is indicated as high-salt, and the second as salt-free in this paper.

It seems that a high-salt buffer is more suitable for MreB. At high-salt concentration,
imidazole subtraction can be performed without aggregation using the PD10 desalting
column. In buffer A hard, visible precipitation of MreB was observed in the absence of ATP,
but some aggregation of MreB was also seen in the presence of ATP.

Interestingly, Tm-MreB does not precipitate when buffer conditions change from high-
salt to salt-free. Therefore, to study MreB in a salt-free environment, a fraction of Tm-MreB
was dialyzed in buffer A.

To describe the difference in stability in different buffer conditions, MreB was investi-
gated by a spectroscopic method. Tm-MreB contains a tryptophan residue that allows us to
describe conformational changes under different conditions.

We used a temperature-controlled cuvette holder that allowed fine tuning of the
temperature in the cuvette and simultaneous observation of the tryptophan signal with
a spectrofluorometer. Our aim was to determine the thermal unfolding of Tm-MreB and
subsequently measure the decrease in tryptophan fluorescence, as has been described for
other proteins [17,18].

First, it is worth noting that the tryptophan residue of Tm-MreB is probably accessible
to the solvent since the maximum of fluorescence emission is by 350 nm [19]. In our
experiments, the fluorescence emission of Tm-MreB decreased with increasing temperature
(Figure S1). Interestingly, the fluorescence emission decreased significantly upon thermal
denaturation (Figure S1, lowest, orange line).

At high-salt conditions Tm-MreB does not appear to be stable, as tryptophan fluores-
cence intensity decreases with increasing temperature, up to the point of final denaturation
at 50 °C (Figure 2). This is in good agreement with previous data described by CD spec-
troscopy (Table 1) [11]. Our data show that the presence of ATP at high concentration
(2 mM) can stabilise Tm-MreB, the denaturation is shifted to 55-60 °C.

Surprisingly, our data showed that Tm-MreB in buffer A exhibits higher thermal
stability than in a salt-containing environment. In a salt-free environment, Tm-MreB shows
much higher heat stability: it is evident from the spectroscopic data (and visually) that it
remains stable until 75 °C (Figure 2). The most surprising data, however, is that Tm-MreB
does not denature in the presence of 2 mM ATP, at least to 90 °C (Table 1).

Table 1. Results of thermal denaturation of Tm-MreB. Second-order differentiation was performed
using the data in Figure 2 to obtain the decay of the fluorescence signal, i.e., melting temperature.

Melting Temperature

Buffer Conditions Previous Data (CD) This Work (Tryptophan Signal)
Salt-free N/A 75°C
Salt-free + ATP 70°C[11] 90 °C<
High-salt 53 °C [11] ~50 °C

High-salt + ATP N/A 55 °C
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Figure 2. Thermal denaturation of Tm-MreB at different buffer conditions. The tryptophan fluores-
cence intensity of Tm-MreB was examined in high-salt (red) or salt-free (blue) environments. In one
group of experiments, 2 mM ATP was added to MreB (closed symbols).

It can be concluded that the preferred method is a two-step purification of MreB;
imidazole removal should be done in a buffer with high-salt content, but the desirable
storage buffer is a salt-free buffer such as buffer A. With this purification method, high
protein purification efficiency can be achieved: about 30—40 mg of purified MreB can be
obtained from 3 g of cell pellet.

It is worth mentioning that we did not observe any wavelength shift of the trypto-
phan residue when heated, but that the fluorescence intensity decreased with increasing
temperature (Figure S1). This observation is fundamentally different from that of actin
(Figure S2).

To describe chemical denaturation characteristic of Trm-MreB, denaturation experi-
ments were performed with guanidine hydrochloride. In this case, a decrease in fluores-
cence emission can also be observed, as previously described [20]. Our data show that in
these experiments the emission maximum of the tryptophan residue was shifted towards
to higher wavelength (Figure S3). This behaviour was observed in both buffer conditions
(Figure 3).

It was also investigated which parameters influence the quantum yield of the tryp-
tophan residue. First, tryptophan residue was investigated as such in different buffer
conditions. Our data showed that the fluorescence intensity is independent of the buffer
conditions (Figure 4, dashed lines). On the other hand, the tryptophan residue of Tm-MreB
was found to have about four-to-ten times lower fluorescence intensity as tryptophan
residue in solution (Figure 4, straight lines). This can probably be explained by the shad-
owing effect of the local environment. Furthermore, the fluorescence intensity of the
tryptophan residue in a salt-free environment is much lower (blue curve) than in the
presence of salt (red curve). This can be explained by the closed conformation near the
tryptophan residue compared to a salt-rich environment. Interestingly, the binding of ATP
has no influence on the emission of the tryptophan signal (Figure inset).

Based on previous data, we aimed to characterise ATP binding to Tm-MreB in this
work. In our experiments, we used a fluorescent, non-hydrolysing ATP analogue, TNP-ATP,
which shows an increased fluorescence signal upon protein binding [21].
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Figure 3. Chemical denaturation of Tm-MreB with guanidine hydrochloride. Tm-MreB can be
denatured in high-salt (red) and even in salt-free (blue) environments. The emission spectra were
fitted with the Gaussian function and the centre plotted as a function of the Gu-HCI concentration.
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Figure 4. The tryptophan fluorescence intensity of Tm-MreB depends on the buffer conditions. The
fluorescence intensity of the tryptophan residue was measured in salt-free (blue line) and high-salt
(red line) environments. The fluorescence intensity of the tryptophan residue itself is not affected by
buffer conditions (dashed lines). The tryptophan residue of Tm-MreB shows a lower fluorescence
intensity than tryptophan alone at the same concentration, showing the shadowing effect of the
surrounding residues in Tm-MreB. This effect is more pronounced in salt-free buffer (blue curve),
probably due to conformational changes. Inset: The presence or binding of ATP has no effect on the
fluorescence of tryptophan. In an independent measurement, the fluorescence intensity of Tm-MreB
was measured in a salt-free environment (blue curves) and in the presence of salt (red curves) in the
presence (filled symbols) and absence (empty symbols) of ATP.

When plotting the fluorescence signal of TNP-ATP as a function of Tm-MreB concentra-
tion in buffer A, saturation can be observed (Figure 5). In the case of saturation, the bound
fraction reaches its maximum so that a Kd value can be determined at half saturation.
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Our data show that the affinity of TNP-ATP for Tm-MreB in salt-free environment is
3.69 + 0.04 uM. This is a relatively weak binding, which is probably higher under in vivo
conditions due to the binding of other factors to MreB.

Interestingly, our data showed that, although TNP-ATP binds to Tm-MreB in both
buffer conditions, the binding in buffer A is stronger than in the presence of salt. The
fluorescence intensity of TNP-ATP is about twice as high at the same concentration of
Tm-MreB (Figure 6). We also investigated whether the MreB-specific inhibitor A22 can
block ATP binding to Tm-MreB. Our spectroscopic data clearly show that A22 has no effect
on TNP-ATP binding at all buffer conditions applied.
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Figure 5. Binding of TNP-ATP to Trm-MreB shows saturation. The fluorescence intensity of TNP-ATP
was measured in the presence of 20 uM Tm-MreB at different concentrations. In the case of saturation,
no more binding is possible, so it was plotted as the maximum of the bound fraction. The affinity of
Tm-MreB for TNP-ATP was calculated as half-maximum of saturation and determined to be 3.69 uM.
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Figure 6. The fluorescent ATP analogue TNP-ATP binds more tightly to Tm-MreB in salt-free envi-
ronment. We incubated 20 uM Tm-MreB overnight in a salt-free (blue) or high-salt (red) environment
with 1 uM TNP-ATP, in the absence or presence of 50 uM A22 (+A22 indicated). The next day, the
fluorescence intensity was measured from TNP-ATP.
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To describe whether TNP-ATP binds to the same region of Tm-MreB as ATP, compe-
tition assays were performed. Our data show that ATP can displace TNP-ATP, i.e., the
fluorescence signal of TNP-ATP decreases upon addition of ATP (Figure 7). This suggests
that TNP-ATP binds to the nucleotide binding pocket of MreB and is a competitor of
ATP. Based on previous publications, we were able to determine the affinity of ATP for
Tm-MreB [22], which was about 2 uM.
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Figure 7. ATP is competitor of TNP-ATP. The fluorescence emission of TNP-ATP was measured in
the presence of an increasing concentration of ATP. Based on the curve, the dissociation constant of
ATP to Tm-MreB is about 3.7 uM.

3. Discussion

Our data show that Thermotoga maritima MreB can be expressed and purified in large
quantities using ArcticExpress (DE3) competent cells. The chaperones of this system can
help produce native, soluble Trm-MreB so that it does not form inclusion bodies. Therefore,
native purification can be performed instead of denaturation as previously described [7].
The most sensitive step in purification is the removal of the imidazole, probably because
imidazole can stabilise MreB. We have described that this step is crucial and requires a high-
salt concentration to obtain a soluble protein, i.e., in case of direct removal of imidazole in
buffer, precipitation of MreB can be observed.

Apart from this, these buffer conditions are not particularly suitable for prolonged
storage of Tm-MreB. We have observed that Trm-MreB has a very low melting temperature
in a high-salt environment, especially in the absence of ATP. The presence of ATP can
increase the stability of Tm-MreB, but it is still very low compared to salt-free conditions. It
can be concluded that Tm-MreB has a significantly increased thermal stability in a salt-free
environment, i.e., in presence of TRIS-HCI and the divalent cation CaCl,, it is around
75 °C. Moreover, the presence of ATP may further stabilise Trm-MreB, as it exhibits a stable
conformation above 90 °C. This is in good agreement with previous observations, even
though a much lower ATP concentration was used in these experiments [11] The extremely
high melting temperature can be explained by the habitat of Thermotoga maritima, which
lives in hot springs, requiring extreme heat stability. In summary, Tm-MreB belongs to the
group of proteins that require ATP for stable conformation [23].

The possible explanation for the difference in heat stability in salt-free and high-salt
conditions is the presence of a salt bridge in the molecule. It has already been described that
salt bridges, which can form between oppositely charged residues, such as Arg € or Lys (K)
and Asp (D) or G€ (E), can stabilise or even destabilise the structure of proteins [24]. The
enhancement of thermal stability by salt bridges has already been described for other ther-
mophilic proteins [25], and ATP has been found to have a concentration-dependent effect



Int. . Mol. Sci. 2022, 23, 16044

8of 13

on the heat stability of a large number of proteins [23]. Salt bridge abolition by mutation
and higher ionic strength weakens the salt bridge and destabilises certain proteins [26].

In the case of Thermotoga maritima MreB it is known that there is a salt bridge between
K49 and E204 [3] (Figure 8). It is worth noting that the two residues localise on IB and IIB
subdomains of Tm-MreB (Figure 8). It has already been described that the spatial orientation
of these subdomains with respect to each other is closely correlated with the binding of
ATP in MreB [27]. Therefore, this “flattening” motion may play a central role in changing
the conformation during polymerisation, as is the case with actin [27]. We conclude that
salt bridge formation is more favourable in the flattened conformation because the amino
acids that form the salt bridge are much closer in this conformation. It has been described
that a high-salt concentration can increase the solubility of the protein, which is referred
to as “salting in” the process [28]. On the other hand, the presence of monovalent ions
weakens the salt bridge [29], and thus affects thermal stability [30]. Our hypothesis is that
NaCl stabilises Tm-MreB structure during cell lysis and the initial purification steps, but
inhibits the formation of the salt bridge. As the stable, soluble structure is evolved, removal
of NaCl allows the salt bridge to form and thus increases the thermal stability of Tm-MreB,
especially when ATP is bound in the nucleotide binding pocket [23].
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Figure 8. The salt bridge of Tm-MreB can affect the conformation of Tm-MreB and consequently the
fluorescence emission of the tryptophan residue. Tm-MreB (PDB: 1JCG) K49 lysine and E204 glutamic
acids are located on different subdomains; therefore, the salt bridge between them may affect the
local environment of W172.

We have described that the quantum yield of fluorescence of tryptophan residue
decreases with increasing temperature, which can be explained by the interaction of chro-
mophores with quenching agents in the solvent or in the protein itself. On the other hand,
almost no shift in fluorescence emission from the tryptophan residue was observed during
thermal unfolding, although it can be observed in actin (see Supplementary data). Nor-
mally, the theory is that the maximum of the fluorescence emission undergoes a red shift
when the chromophores are more exposed to the solvent. In our experiment, this was not
the case, regardless of the buffer conditions or the nucleotides.

To describe the behaviour of the single tryptophan of Tm-MreB upon denaturation, a
chemical denaturation assay was performed. Interestingly, a typical red shift was observed
in this case. From this, we can conclude that thermal and chemical denaturation induce
different conformational changes on Tm-MreB and that, in the latter case, the environment
of the tryptophan is more exposed to the solvent. On the other hand, it is worth noting that
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actin contains four tryptophan amino acids and therefore the fluorescence intensity of actin
is determined by the combination of these amino acids (Figure 9).

Our spectroscopic data show that tryptophan is buried in the molecule, and this
shadow effect is more pronounced in salt-free environments. In agreement with the thermal
denaturation data, this may indicate a more stable conformation.

Figure 9. Localization of tryptophan residues in Tm-MreB and skeletal alpha-actin. Monomeric
rabbit skeletal alpha actin (PDB: INWK) is in magenta; Tm-MreB (PDB: 1JCG) is in blue. The Trp-79
tryptophan residue of actin can be seen as green spheres; it is the most accessible for the solvent
compared with the other three tryptophan residues of actin. The Trp-86 of actin, which is mostly
quenched by cysteine and methionine residues, is in blue, and the most intrinsic residues are in
red. The position of single tryptophan of Tm-MreB is in yellow; it is positioning separately from the
tryptophan residues of actin. It does not seem as accessible to solvent as Trp-79 of actin, but it is in
the cleft between two subdomains; therefore, it can be sensitive for conformational changes.

It was described earlier that the four tryptophan of eukaryotic actin contributes dif-
ferently in the intrinsic fluorescence intensity of actin [31]. It was found that Trp-79 is the
most accessible for the solvent; therefore, it is the most sensitive to the changing of buffer
conditions. As it can be seen on the Figure 9, the only tryptophan residue of Thermotoga
maritima MreB is in a closed environment; therefore, we understand that it is not easily
affected by environmental changes, i.e., ion conditions. This can explain why there was no
red shift of tryptophan emission. On the other side, it is under the nucleotide binding cleft,
between the two subdomains of Trm-MreB; therefore, its quantum yield can be sensitive to
conformational changes of the molecule.

The non-hydrolysing ATP analogue TNP-ATP proved a suitable agent to describe
nucleotide binding of Tm-MreB. Supporting our thermal denaturing assays, where the
stable conformation of Tm-MreB was found via a salt-free environment, it was also found
that, in salt-free circumstances, Tm-MreB binds TNP-ATP more tightly than in the presence
of monovalent ions at high concentration. On the other side, it was found that the MreB
specific inhibitor A22 does not inhibit binding of TNP-ATP to MreB in any circumstances.
Finally, we concluded that ATP is a competitor of TNP-ATP, which means that they have the
same binding region. It was found that approximately 35-40% of bound TNP-ATP could be
removed by ATP; therefore, it can be suggested that there are binding sites with different
affinities in MreB. The 2 pM affinity of ATP to Tm-MreB shows a relatively weak binding; it
can be concluded that other factors or binding partners in cytoplasm can improve that.
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4. Materials and Methods
4.1. Protein Expression and Purification
4.1.1. Expression

The plasmid containing Thermotoga maritima MreB was transformed into ArcticEx-
press (DE3) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) competent cells. We added 2 L
of 8-mercaptoethanol diluted with distilled water at a ratio of 1:10 to 100 uL of competent
cells. The cells were incubated on ice for 10 min, rotating the tubes by hand every 2 min.
After 10 min, 5 uL of plasmid DNA was added to the competent cells. Transformed cells
were then incubated on ice for 30 min. After a 20 s heat shock (42 °C water bath), the cells
were placed on ice again for 2 min. The transformed bacterial cells were grown in 0.9 mL
of pre-warmed Luria broth (LB) nutrient solution at 37 °C for 1 h, shaking at 220-250 rpm.
Then 150 pL of cell culture was spread on a plate containing double resistance (gentamicin:
20 ng/mL and ampicillin: 100 pg/mL).

An independent colony was inoculated with 100 mL of LB solution containing the
appropriate amount of both antibiotics. The cell culture was grown overnight in a shaking
incubator at 37 °C (220-250 °rpm). The next day, 20-20 mL of cell culture was added to
1-1 L of LB nutrient solution and were shaken at 30 °C at 220-250 rpm for 3 h. Here, it is
no longer necessary to add antibiotics to the cell culture. After the incubation period, the
temperature was set to 11.5 °C. As the cells cooled back to 20 °C, 0.8 mM IPTG was added
as a final concentration and the cultures were incubated for 24 h. The cells were centrifuged
(2900 g, 10 min.) and the pellet was stored at —20 °C.

4.1.2. Purification

The Thermotoga MreB cell pellet (1-2 g) was homogenized in TRIS-HCl buffer (50 mM
TRIS, pH 8.0, 1 g pellet/10 mL buffer). After adding lysozyme, the cells were sonicated
on ice (80%, pulse for 1 min, then 1 min break, repeated 6 times). Before centrifugation
(328,000x g, at 4 °C, 30 min), DNase I was added to the lysate (50 pg/mL). The Ni-
nitrilotriacetic acid (Ni-NTA) (Qiagen, Hilden, Germany) column was eluted with 5%
imidazole buffer (1M imidazole, 50 mM TRIS-HCl, pH 6.0) and 95% NaCl buffer (300 mM
NaCl, 50 mM TRIS-HCI, pH 6.0), equilibrated and the supernatant was cooled and stirred
for 1 h. The column was then washed with 10-20-30-50% imidazole buffer (dissolved in
NaCl buffer). The fractions were collected separately and analysed by SDS gel electrophoresis.

Fractions containing MreB were dialysed in high-salt buffer (20 mM TRIS-HCI, 200 mM
NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.5). One part of this was further dialysed against salt-free buffer
(4 mM TRIS-HCI, 0.1 mM CaCl,, pH 7.5) with two buffer exchanges. Tm-MreB was
ultracentrifuged (100,000x g, 4 °C, 30 min). The His-tag was removed with PreScission
protease (GE Healthcare Life Sciences) (2U/100 pug protein) overnight at 4 °C. The protease
was removed on GST column next day. The final protein concentration was measured with
a spectrophotometer.

4.1.3. Tryptophan Measurement

We measured 20 pM of Tm-MreB or 20 uM of tryptophan in salt-free (4 mM TRIS-HC],
0.1 mM CaCl,, pH 7.5) or high-salt (20 mM TRIS-HCl, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.5)
conditions, using a Horiba Jobin Yvon spectrofluorometer. The excitation was set to 295 nm.
The emission was measured between 310 nm and 450 nm at 22 °C.

4.1.4. Thermal Denaturation

We heated 20 uM of Tm-MreB protein in different buffer conditions (salt-free (4 mM
TRIS-HCI, 0.1 mM CaCl,, pH 7.5) or high-salt (20 mM TRIS-HCl, 200 mM NaCl, 1 mM
EDTA, pH 7.5) in the presence or absence of 2 mM ATP) between 20-95 °C and the
fluorescence intensity of tryptophan was continuously measured between 310 nm and
450 nm. The excitation wavelength was 295 nm. The measurements were performed on a
Jobin Yvon Horiba fluorimeter equipped with a Quantum Northwest TLC50 temperature-
controlled cuvette holder.
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4.1.5. Chemical Denaturation

We measured 20 uM of Tm-MreB by Horiba Jobin Yvon fluorimeter. The chemical
denaturation was performed with guanidine hydrochloride solution (6M Gu-HCI was
dissolved in salt-free or high-salt buffer). The guanidine was added to the protein in in-
creasing concentrations in 0.2 M steps. The excitation was set to 295 nm and the tryptophan
emission was detected by each step between 310 nm and 450 nm, at room temperature.

4.1.6. TNP-ATP Binding to Tm-MreB

We incubated 20 uM of overnight in a salt-free (4 mM TRIS-HCl, 0.1 mM CaCl,, pH 7.5)
or a high-salt (20 mM TRIS-HCI, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.5) environment with
1 uM TNP-ATP in the absence or presence of 50 pM A22. The next day, the fluorescence
intensity of TNP-ATP was measured. The excitation was set to 400 nm and the emission
was measured between 420 nm and 650 nm. The maximal intensity of spectra (by 540 nm)
was applied to calculate the binding ratio and was set to bound fraction 0 by no binding
and 1 by saturation.

The Hill equation was fitted to curve:

xl’l

Y= Ve

where V4 is the maximal y data, k is x by half saturation and # is the Hill coefficient.
Kd of TNP-ATP to Tm-MreB was obtained k.

4.1.7. ATP Competition Assay

We incubated 20 uM of Tm-MreB overnight in a salt-free (4 mM TRIS-HCI, 0.1 mM
CaCly, pH 7.5) environment with 1 uM TNP-ATP. On the next day, non-fluorescence ATP
(pH 7.5) was added to samples and the fluorescence signal of TNP-ATP was measured.

Affinity of ATP to Tm-MreB was calculated using the Langmuir single-site binding
equation for a curve fit based on previous publications [29].

5. Conclusions

We have described that Thermotoga maritima MreB can be expressed and purified in
high amounts using ArcticExpress (DE3) competent cells. The most sensitive step during
the purification of Tm-MreB is the imidazole removal because Tm-MreB remains soluble
in the presence of high amounts of NaCl. By further storage and investigation, a salt-free
environment and the presence of ATP improves the stability of Tm-MreB. Our data showed
that MreB binds ATP with micromolar affinity and that MreB specific inhibitor A22 does
not block the binding of ATP.
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Intracellular ion concentrations
and cation-dependent remodelling
of bacterial MreB assemblies

David Szatmaril, Péter Sarkany?, Béla Kocsis?, Tamas Nagy*, Attila Miseta*>, Szilvia Barkoé?,
Beata Longauer?, Robert C. Robinson®’ & Miklés Nyitrai®?5*

Here, we measured the concentrations of several ions in cultivated Gram-negative and Gram-positive
bacteria, and analyzed their effects on polymer formation by the actin homologue MreB. We measured
potassium, sodium, chloride, calcium and magnesium ion concentrations in Leptospira interrogans,
Bacillus subtilis and Escherichia coli. Intracellular ionic strength contributed from these ions varied
within the 130-273 mM range. The intracellular sodium ion concentration range was between 122

and 296 mM and the potassium ion concentration range was 5 and 38 mM. However, the levels

were significantly influenced by extracellularion levels. L. interrogans, Rickettsia rickettsii and E.

coli MreBs were heterologously expressed and purified from E. coli using a novel filtration method

to prepare MreB polymers. The structures and stability of Alexa-488 labeled MreB polymers, under
varying ionic strength conditions, were investigated by confocal microscopy and MreB polymerization
rates were assessed by measuring light scattering. MreB polymerization was fastest in the presence
of monovalent cations in the 200-300 mM range. MreB filaments showed high stability in this
concentration range and formed large assemblies of tape-like bundles that transformed to extensive
sheets at higher ionic strengths. Changing the calcium concentration from 0.2 to 0 mM and then to

2 mM initialized rapid remodelling of MreB polymers.

In bacterial cultures, the survivability of cells is influenced by extracellular salt effects, and cells adapt to changes
in osmolarity by changing their intracellular ionic strength'. During the process of osmoadaptation, bacteria
adjust to variant osmotic conditions by sodium/potassium uptake and release from and to the surrounding
medium?. Many non-halophilic bacteria show a two-phase adaptation reaction to hyperosmotic shock®. In
the first phase, the cells take up a large amount of K* via specific ion transport systems. This step is necessary
to compensate for the efflux of water that occurs due to the increase in the exterior osmolality®. High intracel-
lular concentrations of K* can have negative effects on protein function, protein binding to DNA and protein
synthesis®®. The second phase frequently involves the synthesis or uptake of compatible solutes”® and the efflux
of K***. The osmotic shock response of E. coli causes an increase of intracellular Na* and K* concentrations
up to several hundred millimolar®. In B. subtilis, the recovery of turgor after moderate osmotic change, by the
addition of 0.4 M NaCl, increased intracellular K* levels from a basal value of 350 mM to 650 mM within 1 h'°.

Bacterial cell shape is determined by the structure of the cell wall. The cell wall is a rigid crosslinked mesh-
work, the shape of which is maintained by the cellular turgor pressure. Bacteria can be subdivided into Gram-
negative species that have a thin peptidoglycan layer and both an inner cytoplasmic and outer membrane, and
Gram-positive species with only one cytoplasmic membrane and a thick peptidoglycan layer comprised largely of
teichoic acids. Both types of bacteria use MreBs to organize peptidoglycan and teichoic acid synthesizing enzymes
required for cell-wall assembly, growth and function'!. The supramolecular morphology of MreB is known to be
complex. Initial immunofluorescence microscopic studies with MreB fused to fluorescent proteins'>'? indicated
that MreB forms spiral-like patterns under the cell surface. Results from super-resolution microscopy techniques
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increased the level of detail, demonstrating that MreB forms shorter helical segments, seen as patches, that
associate with the inner membrane of the bacteria'*'.

Important observations were made in three independent studies showing the coupling of the dynamics of
MreB to cell-wall synthesis in two evolutionary different species; Gram-negative Escherichia coli'® and Gram-
positive Bacillus subtilis"»'*. These results established that MreB polymers rotate around the long axis of the cell
on a time scale of minutes. Although MreB functions had previously been related to its polymerization, these
studies showed that the rotational motion was dependent on cell-wall synthesis activity. If cell-wall precursors
were depleted, or cell-wall synthesis enzymes were inhibited with antibiotic drugs, MreB rotation stopped.
MreB appears to coordinate the activity of enzymes involved in bacterial growth!”!8. E. coli rapidly restores its
cytoplasmic volume after osmotic shock', and short polymers of MreB are required for the recovery of the rod
shape?. A minimal degree of rotational motion by MreB polymers is needed to maintain cell shape, however
this seems to be independent of the intracellular turgor pressure?'. MreB is linked to the cell wall via RodZ? in
order to manage peptidoglycan insertion. Cell recovery after osmotic shock initially proceeds at a slow growth
rate until the inner membrane, with bound MreB, can reattach to the cell wall, whereupon normal growth
rates are restored®?. Furthermore, inhibition of MreB polymerization with the drug A22 led to the loss of cell
shape?, indicating an interdependence of MreB polymerization and cell wall synthesis. Kawei and colleagues
used a co-immunoprecipitation assay combined with mass spectroscopy to identify proteins that interact with
either of the three B. subtilis MreB isoforms; MreB, Mbl, and MreBH. More than 100 potential MreB-interacting
proteins were identified. They concluded that MreB may provide a scaffold for cell-wall synthesis enzymes and
cytoplasmic enzymes required for building cell-wall precursors. By contrast, Escherichia coli cells can grow in the
complete absence of MreB*, suggesting that while MreB may enhance the efficiency of cell wall synthesis, it is
not essential for the process. A possible alternative interpretation is that MreB spatially determines or constrains
the potential sites of cell-wall synthesis, as suggested by Furchtgott et al.”> and by van Teeffelen et al.'*. In silico
modelling of a growing cell wall showed that helical and stiff arrangements of MreB polymers may stabilize the
rod-like cell shape in Gram-negative bacteria by enabling a uniform density of peptidoglycan insertion events in
the cell wall. This mechanism assumes stiff MreB filaments that bridge the spatial gaps in the cell wall?. In vitro
high salt conditions can cause MreB polymers to stack into stable sheets?”. Such morphologies may be related
to the in vivo functions, as MreB structures arranged in helical patterns are required for inner membrane and
cell shape stability?®. However, the roles of the inherent dynamic properties, remodelling and reorganization of
MreB in the cell wall maintenance and cell division still need to be clarified.

In vitro solution conditions have significant effects on the organization and function of MreB. Intracellular ion
levels can prevent MreB’s spontaneous assembly while allowing for site-specific assembly of short polymers®”**°,
MreB polymerization was also shown to be sensitive to the type of bound nucleotide®'. Polymerization of MreB
from Thermotoga maritima (Tm-MreB) can be initiated by the addition of ATP. The rate of polymerization
accelerates with increasing MgCl, concentration®, while CaCl, does not have a marked influence on the process.
However, calcium influx plays an important role in cell cycle and chemotaxis of E. coli cells*. Several important
questions remain regarding the roles of ions in the structure and function of MreB filaments. Which ions are
essential for the stability for MreB polymers, what conditions can mobilize the MreB cytoskeleton, and how
the balance between assembly and disassembly is regulated by ionic changes, all require further investigation.

Due to the characteristic helical morphology of the Leptospira interrogans cells, which is remarkably distinct
from rod-shaped bacteria, these cells provide an exciting platform to understand the molecular basis of the
organization and function of MreB polymers*. The phylum Spirochaetes comprises organisms that have distinct
cellular morphologies ranging from helical to flat wave-shaped cells. Leptospira interrogans has a long (~ 10 um)
but thin (~ 0.2 um) helical cell shape and its motility is driven by the rotation of two periplasmic flagella. These
bacteria use the flagella to create corkscrew motility. Currently it is not known whether the formation of the cell
wall in these cells relies on a different mechanism of their peptidoglycan synthesis. Also, only limited information
is available about the set of proteins participating in the process, though the MreBs of Leptospira interrogans is
likely to have a role in controlling cell morphology™.

Here we have analyzed the intracellular ionic conditions in Escherichia coli and Leptospira interrogans as
examples Gram-negative bacteria species, and Bacillus subtilis as a Gram-positive bacteria species. We have
characterized the polymerization of MreBs from different Gram-negative species, Leptospira interrogans MreB
(Li-MreB) and Rickettsia rickettsii MreB (Rr-MreB) in vitro, under various ionic conditions. We compared the
properties of Li-MreB and Rr-MreB polymers to Escherichia coli MreB (Ec-MreB) filaments as a reference. Based
on these data, we propose a model for the regulation of MreB assembly and remodelling by ion flux.

Results

Intracellular ion concentrations in bacteria. Ion-selective electrode/colorimetry is able to measure
concentrations of free ions, while flame photometry measures the total concentrations of ions, including ions
bound to proteins and DNA. To compare these two methods, we measured the intracellular concentration of
Na*, K* and Ca** in samples extracted from Escherichia coli using both ion-selective electrode/colorimetry and
flame photometry. The two methods detected similar concentrations of the three ions (Fig. 1A) (with no sta-
tistically significant difference, p>0.05), indicating that the ion extraction method used here was effective in
releasing the majority of bound ions. Ion-selective electrode/colorimetry is able to measure more types of ions
than flame photometry, therefore in subsequent experiments only ion-selective electrode/colorimetry was used
to measure ion concentrations (including Na*, K*, Ca?*, Mg?* and CI"). Our aim was to understand whether
a relationship exists between the intracellular ionic conditions and the cell shapes of two Gram-negative spe-
cies, Leptospira interrogans (Li), which is a Spirochaete with a helical shape, and Escherichia coli (Ec) with rod-
shaped cell morphology. For comparison, we examined a Gram-positive species Bacillus subtilis (Bs), which also
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Figure 1. Intracellular ion concentrations in bacteria. (A) Comparison of the intracellular ion concentrations
of Escherichia coli measured with ion-selective electrode/colorimetry (orange columns) and flame photometry
(yellow columns). Error bars refer to mean + SD of three independent measurements. There is no statistically
significant difference between the data from the two methods, p>0.05. (B) The data obtained using ion-selective
electrode/colorimetry to determine the internal ion concentrations of different species. Gram-negative bacteria
Leptospira interrogans (red columns) and Escherichia coli (green columns), Gram-positive Bacillus subtilis
(yellow columns). Error bars refer to mean + SD of six independent measurements. Horizontal bars with two
asterisks indicate statistical significances between two values, based on a Students t-test, p <0.005.

has a rod-shaped cell. The ion concentrations determined in all three species are presented in Fig. 1B. Sodium
ion concentrations were high in all three species: 296 £12 mM in Li, 219+42 mM in Ec and 122+11 mM in
Bs, and show statistically significant differences. By contrast, potassium ion concentrations were relatively low:
38+ 10 mM and 27+10 mM in Ec and Bs, respectively, and significantly lower 5+ 1 mM in Li. The calcium ion
concentration was 1+0.08 mM (significantly higher than for Ec and Bs) and the magnesium concentration was
0.38+0.2 mM in Li (statistically significantly lower than for the other two species). Interestingly, in Ec and Bs
the calcium ion concentrations were sub-millimolar, while the magnesium ion concentration was between 1 and
2 mM. Chloride ions are known to be the major anion composition of bacterial cells. Here, we measured the
chloride ion concentrations to be 164+0.7, 207+ 41 and 106+ 13 mM in Li, Ec and Bs, respectively (there is a
statistically significant difference only between Li and Ec). Na*, K*, Cl~, Ca?*, and Mg** are the major contribu-
tors to intracellular ionic strength®*-*%. Calculation (Eq. 1) of the intracellular ionic strengths in the differences
species, based on these ions, gave values of 235 mM (Li), 237 mM (Ec) and 130 mM (Bs). Despite of the different
levels between species, the ratios between various ions in a single species were similar between the three species.

Polymerization of MreB under various salt conditions. To assess the impact of the different ion
conditions on MreB polymer formation, we overexpressed MreBs from three Gram-negative species [E. coli,
Leptospira interrogans and Rickettsia rickettsii (Rr)] in E. coli. The MreBs were subsequently purified with a
novel polymer filtration method (PF) and a previously published denaturation method®. In the PF method
MreBs were polymerized under high salt conditions (50-300 mM KCl, 2 mM MgCl,, 0.1 mM CaCl,) and then
filtered (Supp. 1A,B,C). In a previous study, the filament-forming properties of Li-MreB were characterized by
following polymerization through measuring the increase in light scattering on polymerization®. The optimal
salt condition for Li-MreB polymerization was determined to be 300 mM KCl, 2 mM MgCl, and 0.1 mM CaCl,.
However, in our present study we determined that Rr-MreB required only 200 mM KClI for optimal polymeriza-
tion (Supp. 2B,C,D) in the presence of MgCl, (2 mM) and CaCl, (0.1 mM). In the absence of magnesium ions,
Rr-MreB shows no increase in light scattering indicative of the absence of polymerization, similar to the proper-
ties observed for Li-MreB (Supp. 2E)*. In the absence of potassium ions, the light scattering level was elevated in
response to the addition of millimolar concentrations of divalent cations, which was caused by the precipitation
of Rr-MreB (Supp. 2E). To enable imaging of MreB polymers, the MreBs were labeled with Alexa488-maleimide.
We have previously shown that Alexa-488 labeling had no significant effect on the functional properties of Li-
MreB*. In 300 mM KCl, 2 mM MgCl, and 0.1 mM CaCl,, Li-MreB formed large bundled assemblies (Fig. 2A)
while Rr-MreB formed extensive sheets (Fig. 2C). Li-MreB formed similar assemblies in 300 mM NaCl as in
300 mM KCl, indicating that sodium and potassium may have similar effects on MreB assembly (Supp. 2F).
Li-MreB purified with the PF method under the salt composition determined for Li cells (296 mM NaCl, 5 mM
KCl, 0.38 mM MgCl,, 1 mM CaCl,,) formed similar superstructures based on the interlacement of curved rib-
bon-like sheets (Fig. 2B) as in the presence of 300 mM KCl, 2 mM MgCl,, 0.1 mM CaCl, (Fig. 2A) (Supp. Movie
1). The KCl sensitivity of Rr-MreB polymerization shows an optimum (Supp. 2C) at 200 mM and formed similar
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Alexa488 Li-MreB . Alexa488 Li-MreB

Alexa488 Rr-MreB D Alexa488 Rr-MreB

Alexad88 Ec-MreB F  Alexa488 Ec-MreB

Figure 2. Microscopy imaging of MreB polymers isolated under different ion conditions. (A and B) PF filtered,
Alexa488-labeled Li-MreB polymers form large superstructures (A) in polymerizing ionic conditions (300 mM
KCl, 2 mM MgCl,, 0.1 mM CaCl,) (B) in its intracellular ionic conditions determined in this study (296 mM
NaCl, 5 mM KCl, 0.38 mM MgCl,, 0.99 mM CaCl,). (C and D) PF filtered, Alexa488-labeled Rr-MreB polymers
form sheets or assemblies in an ionic strength dependent manner (C) under high ionic conditions (300 mM
KCl, 2 mM MgCl,, 0.1 mM CaCl,), (D) and under lower KCI conditions (200 mM KCl, 2 mM MgCl,, 0.1 mM
CaCl,). (E and F) PF filtered, Alexa488-labeled Ec-MreB polymers form large superstructures (E) under high
ionic conditions (300 mM KCl, 2 mM MgCl,, 0.1 mM CaCl,) (Ec-MreB polymers form similar assemblies

to Li-MreB), (F) in its intracellular ionic conditions determined in this study (219 mM NaCl, 38 mM KClI,

2.38 mM MgCl,, 0.24 mM CaCl,).
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structures (Fig. 2D) as Li-MreB in 300 mM KCI (Fig. 2A). Li-MreB and Ec-MreB formed similar structures in the
presence of 300 mM KCl, 2 mM MgCl,, 0.1 mM CaCl, (Fig. 2A and E), which resembled the Ec-MreB assemblies
purified under the intracellular salt composition (219 mM NaCl, 38 mM KCl, 2.38 mM MgCl,, 0.24 mM CaCl,)
(Fig. 2F).

Reorganization of MreB polymers by changes in calcium levels. Li-MreB shows monovalent cat-
ion dependent sensitivity to calcium ion concentrations in the range of 0.1-2 mM. In the absence of KCl and
MgCl,, a fivefold increase in light scattering was observed on the addition of 2 mM CaCl, to Li-MreB mono-
mers (50 uM). However, in the presence of 300 mM KCI and 2 mM MgCl, the signal from the polymers was
unchanged on the calcium addition (dashed line in Fig. 3A). Similar effects were observed for Rr-MreB (Fig. 3B).
To further investigate these effects, we carried out time-lapse microscopy imaging to explore any structural
changes of fluorescently labeled Li-MreB polymers in response to calcium treatment. The initial large assemblies
(gray, Fig. 3C), appeared to shorten and become less flexible after 5 min (cyan, Fig. 3C) and 10 min (green,
Fig. 3C) on the addition of 2 mM CaCl, (Movie 1). White arrows in Fig. 3C indicate the shortening of the MreB
assembly, by the contraction of the whole structure. At the start, the superstructure moves relatively freely. After
calcium treatment, the thermal motion of the superstructure slowed and stopped. Both characteristics suggest
a calcium-induced structural change in the MreB assembly. However, after 6 mM EDTA treatment in 300 mM
KCl, in the absence of divalent cations, the Li-MreB and Rr-MreB polymers precipitated (Fig. 3D and E). The
addition of 6 mM EGTA, rather than EDTA, in the absence of calcium ions, led to the Li-MreB superstructures
remodelling into a single ribbon-like sheet (Fig. 3F) (Supp. Movie 2), while Rr-MreB formed irregular bundled
assemblies (Fig. 3G). These data show that calcium influences the formation of MreB polymer superstructures.

To better understand the role of calcium, we carried out experiments in which the responses of polymers were
monitored by light scattering on fast changes in calcium ion concentrations. In the presence of 6 mM EGTA,
where free calcium was eliminated from the solution, the addition of 2 mM Ca** led to a jump in light scattering
(black line in Fig. 4A), which subsequently decreased slowly, indicating a moderate size change of the Li-MreB
(50 uM) polymers. Similarly, after extended incubation with 2 mM CacCl, followed by a sudden switch to EGTA
(6 mM) a fast increase in light scattering was observed (orange line in Fig. 4A) followed by a gradual decrease,
indicating that the Li-MreB polymers went through a relatively quick supramolecular reorganization. Likewise,
a sudden change of calcium level, by consecutive application of EGTA then calcium, had a similar effect on Rr-
MreB sheets indicated by a rapid increase in light scattering (Fig. 4B). To explore how calcium affects MreB poly-
mers in the presence of EGTA, we followed the change with fluorescence microscopy. Alexa488 labeled Li-MreB
assemblies in the presence of 2 mM CaCl, were dissociated and precipitated after the addition of 6 mM EGTA
(Fig. 4C), explaining the quick change of light scattering after this treatment (Fig. 4A, orange line). Surprisingly,
in the presence of 6 mM EGTA, Li-MreB polymers formed novel web-like structures after 2 mM CaCl, addition
(Fig. 4D) as was also the case for Rr-MreB (Fig. 4E) and Ec-MreB (Fig. 4F) polymers. Possibly, magnesium can
replace calcium in binding to the MreB polymers to stabilize the assemblies, since the elimination of calcium
by EGTA in the presence of magnesium did not affect the MreB assemblies. Subsequent addition of calcium,
in excess of the local EGTA concentration, reorganized the MreB filaments. Microscopy images of whole cell
lysate from E. coli overexpressing Li-MreB or Rr-MreB (Fig. 4G and H, respectively), in which all cysteines of
the entire sample were labeled with Alexa488-maleimide, showed extensive web-like structures after treatment
with EGTA (6 mM) followed by CaCl, (2 mM excess). This indicates that changes in intracellular calcium levels
may play a role in intracellular polymer reorganization.

The persistence length of MreB under various salt conditions.  Since ionic conditions have substan-
tial effects on MreB polymerization and superstructure reorganization, we sought to characterize the flexibility
of MreB polymers under various salt conditions. We analyzed the microscope images with Easyworm software
to estimate the persistence lengths of the MreB structures. Ionic strength was effective in changing the polym-
erization properties of Rr-MreB (Supp. 2B, C, D), therefore the persistence length was examined as the function
of the KCI concentration (Fig. 5A). The buffers contained different amounts of KCI (50-300 mM) and 2 mM
MgCl,, 0.1 mM CaCl,. Persistence lengths were ionic strength dependent and fell in the range of 3.9-35.5 um
(images not shown). Interestingly, the optimal polymerization conditions of Rr-MreB (200 mM KClI) resulted
the longest persistence length and the lowest flexibility of polymers. However, the persistence lengths of Li-MreB
and Rr-MreB polymers in the presence of 300 mM KCI were similar (14.6 pm), indicating similar flexibilities.
For reference, in the case of actin, the persistence length is 12 pm in the activated state of the thin filaments, in
the presence of calcium and binding of the tropomyosin-troponin complex®. The persistence length of ADP-
bound state of the actin filaments is 9 + 0.5 um, while the filaments become much stiffer in the absence of calcium
(20+1 um). The persistence lengths estimated here for MreB superstructures varied within a broad range (3.9-
35.5 um), which is similar to the range observed for actin filaments. Interestingly, in the presence of 100 mM KCl
the persistence length of Rr-MreB (25.73 £9.3 um) polymers was similar to the values of actin thin filaments in
the absence of calcium (20+1 pm)*.

These data indicate a potential role of calcium in remodeling of MreB superstructures. In the presence of
300 mM KCl, 2 mM MgCl,, 0.1 mM CacCl, the persistence length of Li-MreB, Rr-MreB and Ec-MreB polymers
were almost identical (Fig. 5B) around 13 pm. On addition of 2 mM CaCl,, the persistence lengths of Li-MreB
and Rr-MreB polymers increased to 23-25 um, the filaments stiffened. In the absence of calcium (6 mM EGTA),
both MreBs were more flexible (Lp ~ 6 um), and subsequent calcium addition (2 mM) caused reorganization of
MreBs resulting in slightly stiffer structures and significantly different persistence length Li-MreB (Lp=8.9 um),
Rr-MreB (Lp=15.4 pm) and Ec-MreB (Lp=11.69 um).
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Figure 3. Effect of divalent cations on MreB monomers and polymers. (A and B) Relative light scattering change of 50 uM
(A) Li-MreB or (B) Rr-MreB solutions on adding 2 mM calcium to monomers (purified under denaturing conditions) in the
absence of high salt (2 mM TRIS.HCI, 0.1 mM CaCl,, 0.2 ATP, 1 mM DT'T, pH 8.0) (gray line) or to polymers in the presence
of high ionic conditions (300 mM KCl, 2 mM MgCl,, 0.1 mM CaCl,) (dashed line). (C) Microscopy time-lapse snapshots
from the entropic motion of Alexa488 labeled Li-MreB superstructures under high salt conditions (300 mM KCI, 2 mM
MgCl,, 0.1 mM CaCl,). The state of polymer before (gray), 5 min after (cyan) and 10 min after (green) the 2 mM calcium
addition. On the overlay image, white arrows indicate that the length change of assemblies contracted by calcium addition
(lower panel). (D and E) Microscopy images of Alexa488-labeled (D) Li-MreB or (E) Rr-MreB polymers after 6 mM EDTA
treatment, in the absence of Ca?* and Mg*". (F and G) Microscopy images of Alexa488 labeled (F) Li-MreB or (G) Rr-MreB
polymers after 6 mM EGTA treatment, in the absence of Ca®* and presence of Mg**.
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Figure 4. Rapid changes in calcium levels caused structural reorganization of MreB polymers. (A) Under high ionic
conditions (300 mM KCl, 2 mM MgCl,, 0.1 mM CaCl,), 6 mM EGTA was added to polymerized Li-MreB (50 uM) (black line)
then a 2 mM calcium addition caused a jump in light scattering. EGTA and Ca?* were added in the opposite order (orange
line). (B) Under high ionic conditions (300 mM KCl, 2 mM MgCl,, 0.1 mM CaCl,), 6 mM EGTA was added to Rr-MreB
polymers (50 uM) (black line) then 2 mM Ca?* treatment caused a similar response in light scattering as in case of Li-MreB
(arrows indicate the addition of Ca?* or EGTA). The initial state of MreB at the beginning of the experiment was similar to
that shown in Fig. 2. (C and D) Confocal fluorescent microscope images of Alexa488-labeled Li-MreB polymers (C) after

the consecutive application of 2 mM Ca?®* then 6 mM EGTA or (D) first 6 mM EGTA then 2 mM Ca®". (E and F) Images of
Alexa488-labeled (E) Rr-MreB, (F) Ec-MreB polymers, after consecutive application of 6 mM EGTA then 2 mM Ca*. (G

and H) Microscopy images of (G) Li-MreB or (H) Rr-MreB overexpressing E. coli cell lysates (diluted two times with distilled
water and spread on glass slides) after 6 mM EGTA then 2 mM calcium addition. All cysteines of the sample were labeled with
Alexa488-maleimide.
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Figure 5. Persistence lengths of different MreB assemblies. (A) Analysis of microscopy images fitting with the
WLC model in the Easyworm software. Alexa488-labeled Rr-MreB polymers were grown under different KCI
conditions (50-400 mM), which reveals the longest persistence length at its polymerization optimum at 200 mM
of KCI (blue circles). The persistence length of Alexa488 labeled Li-MreB is shorter at its polymerization
optimum at 300 mM KCl (red circle). (B) The persistence length of Alexa488-labeled Li-MreB assemblies (red
columns) changed significantly in the presence of 2 mM calcium, and in the absence of calcium by the treatment
with 6 mM EGTA, and Rr-MreB assemblies (blue columns) showed a non-significant change in the presence of
2 mM calcium, but a significant change in the presence of 6 mM EGTA. Both assemblies show non-significant
differences to the pretreated samples on subsequent addition of 2 mM calcium after EGTA treatment. The
persistence length of Alexa488-labeled Ec-MreB assemblies (green columns) did not show a large difference

on the addition of 6 mM EGTA followed by 2 mM calcium. Error bars refer to mean + SD of five independent
measurements. Double asterisks indicate statistically significant difference relative to the initial conditions. The
analysis was based on a two-sample t-test, p <0.005.

Discussion

Here, we used two methods, ion-selective electrodes/colorimetry and flame photometry, to measure the con-
centrations of Na*, K* and Ca?* cell extracts, and used ion-selective electrodes/colorimetry to determine the
Mg?* and CI” concentrations. These methods reveal the average intracellular ion conditions and do not report
inhomogeneous distributions in different areas of a cell. Nevertheless, the agreement between the Na*, K* and
Ca?* levels, measured by the two techniques, suggests that these average values are accurate, and that in general
the levels of sodium ions exceed potassium ions in bacteria. Bacterial cells can exchange monovalent cations
with the media to adjust intracellular ionic strength during osmoadaptation*'. The types of broth used here in
growing bacterial cultures were major source of sodium ions. The conditions for culturing Leptospira inter-
rogans (Korthof), Escherichia coli (Luria-Bertani) and Bacillus subtilis (Mueller-Hinton) contain 54, 85 and
342 mM sodium ions, respectively, which show a different relationship to the measured intracellular sodium
ion concentrations, Leptospira interrogans (296 mM), Escherichia coli (219 mM) and Bacillus subtilis (122 mM).
We measured almost identical intracellular ion concentration-derived ionic strengths in Leptospira interrogans
(235 mM) and Escherichia coli (237 mM), which mainly resulted from sodium and chloride ions. The intracel-
lular ionic strength in Bacillus subtilis was significantly lower (130 mM), suggesting that non-ion osmolytes may
have a significant role in maintaining the osmotic balance.

The in vitro polymerization and formation of MreB superstructures is highly dependent on the presence of
cations. Millimolar magnesium and hundred millimolars potassium or sodium are necessary for efficient MreB
polymerization. Addition of calcium caused the stacking into ribbon-like structures and large assemblies, and we
hypothesize that calcium binding may change the strain in filaments. Subsequent calcium depletion, via EGTA
treatment, reordered the polymers into extensive sheets in the presence of magnesium, and further treatment
with calcium led to fissured monolayer sheets and the dissociation of filaments into web-like structures (Fig. 6).
Structural studies have shown that pairs of MreB protofilaments associate together in an antiparallel manner,
while molecular dynamics simulations suggest the possibility of curvature in the protofilaments*>*. The in vitro
assemblies observed here are likely to be formed by the non-polarized filaments associating side by side. In vivo
the assemblies will also be stabilized by membrane binding*’. Molecular dynamics simulations have shown that
the twist of MreB double protofilaments can be reduced by membrane binding. The moderated dynamics of
MreB filaments resulted in shorter filaments, and possibly provides tuning to their flexibilty and length*!. The
untwisted antiparallel structure of pairs of protofilaments can allow bending of the MreB filaments, which may
stabilize the curvature of a membrane*. High calcium concentrations®’, near a membrane, may induce longer
persistence lengths in MreB polymers. Thus, we hypothesize that local calcium concentration changes may
lead to the reshaping of membranes. Through calcium-ion induced stiffness, MreB filaments may contribute to
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Figure 6. A hypothetical model to interpret the dynamics of MreB polymers.

specifying membrane curvature at points of membrane-MreB interaction (Supp. 4). Presumably, the final cell
shape will be a product of the MreB properties and the ionic milieu. Calcium concentration-induced changes of
MreB structure may also participate in membrane remodelling during cell division or osmotic adaptation. Rr-
MreB polymerization is more sensitive to monovalent cations than Li-MreB, which suggests that the shape and
stability of cytoskeletal systems will vary between organisms under similar intracellular conditions. Since, the
high salt conditions present in bacteria fluctuate in response to osmotic shock, the influence on the stability of
MreB scaffold and its ability to reattach bacterial membranes to cell wall is likely to be affected by divalent cations.

SCIENTIFIC REPORTS |

(2020) 10:12002 https://doi.org/10.1038/s41598-020-68960-w



www.nature.com/scientificreports/

Varying ionic conditions do not in general change cell shape, however they are known to modify membrane
stiffness and enzyme activity, which effects the stability of bacterial envelopes. However, the effect of calcium
levels appears to be more sensitive. It is likely that calcium fluxes may have a role in regulating and remodelling
the in vivo MreB cytoskeleton, which in turn may influence the mobility and localization of links between the
membrane and cell wall during the cell division.

One of the limitations of our study is that due to the limited number of species analyzed, it is not clear whether
the differences seen are species specific or common features of several relative strains. But we highlighted the
relevance of intracellular ion conditions influence on MreB polymer formation.

Methods

Determination of intracellular ion concentrations. The Escherichia coli, Bacillus subtilis and Lepto-
spira interrogans cells (gifts from the Department of Medical Microbiology and Immunology) were grown until
ODggpnm =1 in suitable media. Luria-Bertani broth for E. coli: 10 g/L tryptone, 5 g/L yeast extract, 5 g/L NaCl;
Mueller-Hinton broth for B. subtilis: 2 g/L meat infusion, 17.5 g/L casein hydrolysate, 1.5 g/L starch; Korthof
broth for L. interrogans: 1.4 g/L NaCl, 0.88 g/L Na,HPO,, 0.8 g/L peptone, 0.24 g/L KH,PO,, 0.04 g/L CaCl,,
0.04 g/L KCI, 0.02 g/L NaHCO,, added rabbit serum and rabbit hemoglobin (sterile 8 mL inactivated blood
serum and 0.8 mL sterile haemoglobin solution were added in 100 mL broth).

Cells were harvested by centrifugation (4500 x g for 10 min), then the extracellular medium was removed by
washing. Five times the pellet volume of distilled water was added, incubated for 2 min at RT, and subsequently
inverted gently ten times and centrifuged again (4500 x g for 10 min). The pellet volume was measured in a
scaled 2 mL Eppendorf tube. Cells killed and the extracellular water was evaporated by heat treatment (100 °C
for 20 min). The cell pellets were resuspended in five times the pellet volume of water, frozen and subsequently
boiled to generate a homogenous cell lysate. The slurry was centrifuged for 10 min at 100,000 x g. Ion concen-
trations were measured from the supernatants. Unbound Na*, K*, Cl~ (ion-selective electrode) Ca** and Mg**
(colorimetry) levels were analyzed using a COBAS INTEGRA 400 plus analyzer (Roche Diagnostics, GmbH,
Mannheim, Germany) following the manufacturer’s instructions. Total (protein-bound and free) Na*, K* and
Ca?* were also measured by flame photometry (Efox 5053/Eppendorf). The intracellular ion concentrations are
equal to five times of measured values. The final ionic strength (IS) was derived using the following equation:

1 n
(18] = 3 ;Cm (1)

where ¢; and z; are the molar concentrations and charge of the ions, respectively.

Expression of MreB. The Leptospira interrogans MreB gene (gene bank accession number: AAS69864.1),
the Rickettsia rickettsii MreB gene (gene bank accession number: ABY73136.1) and the Escherichia coli MreB
gene (gene bank accession number: AJF45056.1) sequences were codon optimized for expression in E. coli,
synthesized (GenScript) and engineered into the pSY5 plasmid which encodes an 8-histidine tag, followed by
a PreScission protease (GE Healthcare Life Sciences) cleavage site prior to the protein sequence. The construct
was verified by DNA sequencing. The DNA construct encoding MreB was transformed into E. coli BL21 DE3
pLysS strain (Novagen). Cell cultures were grown in Luria Broth medium at 37 °C supplemented with ampicillin
until reaching OD600=0.6. Protein expression was induced by adding IPTG to a final concentration of 1 mM
followed by incubation overnight at 20 °C. Cells were harvested by centrifugation and pellets were stored at
-20°C¥.

Purification of MreB.  We used a novel method for the isolation of MreB polymers, which we refer to as the
polymer filtration (PF) method. E. coli cell pellets were resuspended in a buffer consisting of 2 mM TRIS.HCI,
50-300 mM KCI, 2 mM MgCl,, 0.1 mM CaCl,, 0.2 mM ATP, 1 mM DTT (pH 8.0). The slurry was treated with
DNase (0.01 U/mL) (PanReac, AppliChem) and lysozyme (0.01 mg/mL) (Sigma-Aldrich) overnight at 4 °C.
MreB polymers (Supp. 3C) were filtered first on a paper filter and then washed and filtered again on a 0.45 um
membrane filter. The purity of MreB stocks were assessed with SDS-PAGE (Supp. 1) (Supp. 1C was cropped from
Supp. 3D).

For the comparison of MreB polymers prepared by the PF method, we also purified MreB monomers on a
Ni-NTA column under denaturating conditions with minor changes of protocol what we published before®. A
cell pellet was resuspended and homogenized in a denaturing lysis buffer (6 M guanidine-HCI, 0.1 M NaH,PO,,
10 mM TRIS.HCI, pH 8.0). After centrifugation (30,000 x g at 4 °C for 2 h) the supernatant was loaded onto a
Ni-NTA column and incubated overnight at 4 °C. Then the column was washed with a buffer containing 8 M
urea, 0.1 M NaH,PO,, 10 mM TRIS.HCI. A descending pH gradient from pH 8.0 to 4.0 was applied to elute
the protein. MreB containing fractions were pooled and dialyzed overnight against a buffer containing 2 mM
TRIS.HC], 0.1 mM CaCl,, 0.2 mM ATP, 1 mM DTT, pH 8.0) in order to refold the MreB monomers. The rena-
tured MreB were clarified by ultracentrifugation (100,000 x g, 4 °C, 30 min). The MreB stocks were either used
immediately or flash-frozen with liquid nitrogen in small volumes. Concentrations of MreBs were determined
by Bradford Assay (Bio-Rad) using a Jasco v-660 photometer (Jasco Corporation).

Fluorescent labeling of MreB.  The cysteines of MreBs were labeled with Alexa Fluor 488 C5 maleimide
or with Alexa Fluor 568 C5 maleimide. Prior to initiating of the labeling reaction, DTT was removed from the
solution by overnight dialysis. Next, MreB polymers were incubated in the presence of fivefold molar excess
of the fluorophore for 1 h on ice. The excess fluorophore was removed by overnight dialysis. However, labeled
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MreB polymers were not but monomers were clarified by ultracentrifugation (100,000 x g, at 4 °C for 30 min)
and the concentrations of protein and fluorophore in the supernatant were determined using spectrophotom-
etry (€atexaass = 73,000 M cm™, €1e1a565 = 88,000 M™! em ™, &5 = 10,555 M™! em™, eppprep= 15,025 M cm™,
€gemres = 7575 M cm™). The ratio of labeling was calculated as the concentration ratio of the probe to the pro-
tein and was found to be approximately 0.1 in cases of MreB polymers and more than 0.5 in case of monomers.

In vitro polymerization and polymer remodelling assays of MreB.  The polymerization kinetics of
MreB was investigated using light scattering assays with a Perkin Elmer LS-50 spectrofluorimeter. The excitation
and emission monochromators were set to wavelength 400 nm and the excitation and emission slits to 2.5 nm.
The samples (2 mL) were stirred continuously with a magnetic stirrer during the polymerization process. Polym-
erization was initiated by adding monovalent and/or divalent cations, as indicated. The same set up was used
to study the time dependent and ionic concentration dependent morphology changes of MreB polymers. The
settings for the method based on our protocol and experience®.

Fluorescence microscopy. In these experiments 15 pL of fluorescent labeled MreB was dropped on slides,
incubated in the presence of a buffer containing 300 mM KCl, 2 mM MgCl,, 0.1 mM CacCl,, unless otherwise
indicated, then covered by coverslips. The morphologies of the labeled MreB assemblies were analyzed using
a Leica TCS SP confocal scanning microscope system (Leica Microsystems GmbH Germany) equipped with
a 10-63X objective lens. Image acquisition was carried out a fluorescent-probe specific wavelengths, Alexa488
(ex.: 488 nm, em.: 515-560 nm) and with Alexa568 (ex.: 543 nm, em.: 600-700 nm). The typical vertical stacking
height of images was 1-3 pm.

Determination of persistence length of MreB assemblies. To determine the persistence length of
the filaments we used Easyworm, an open-source software tool used to determine the mechanical properties of
protein chains (Lamour et al.; licensee BioMed Central Ltd. 2014), coded in MATLAB¥. Representative confo-
cal microscopy images were selected and fitted with the worm-like chain (WLC) model. Resultant persistence
lengths (Lp) were calculated from the function of End2End length versus contour length of assemblies.

Data analysis. Data are presented as means+standard deviations (SD) throughout. Comparisons were
performed using Students T-test and statistically significant differences between groups were defined as p val-
ues<0.05 or <0.005 and are indicated in the legends of figures.

Data availability
The datasets generated during and/or analysed during the current study are available from the corresponding
author on reasonable request.
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