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BEVEZETES

A MreB egy prokariota aktin fehérje, nevét a sejtfal f6 komponensérdl, a mureinrdl kapta.
(Mre, azaz Murein Region E). Szinte minden nem coccoid baktériumban megtalalhaté. Jelen
van mind a Gram-pozitiv, mind a Gram-negativ baktériumokban, bar a mreB gén a Gram-
pozitiv organizmusoknal gyakrabban fordul el6 [1]. Kromoszéman kodolt fehérje, amely a mre
l6kuszon helyezkedik el. Az eukaridta aktin ortolég MreB filamentumok kdozvetleniil
szabalyozzak a sejtalakot, szerepet jatszanak a morfogenezisben [2, 3], sejtosztddasban,
sejtfalszintézisben, sejtpolaritas kialakitasaban, fehérje lokalizacidban, sejtorganellumok
elhelyezkedésében, ezen kiviil a kromoszomaszegregacidban és a replikacioban.[4, 5].

Fényszorason alapuld polimerizacids kisérletek bizonyitottdk, hogy a MreB fehérjék
képesek ATP, AMP-PNP, GTP, vagy ADP jelenlétében polimerizalddni [6-9]. Bacillus subtilis
esetén megfigyeltek nukleotid-fiiggetlen polimerizaciét is [8]. A MreB irodalmat
csoportosithatjuk az alkalmazott pufferkdriilmények szerint. Vannak olyan kutatdcsoportok,
akik a kisérleteket somentes pufferben végezték [6, 8, 9], masok pedig magas sotartalmu
pufferben renaturalt fehérjén dolgoztak és nukleotid hozzdadasdval kezdeményezték a
polimerizaciot [7, 10-12]. Az aktinhoz hasonldan a MreB is egy ATP-az lehet, a legtobb esetben
ugyanis ATP-re van sziiksége a polimerizaciohoz, a polimerizacié pedig elésegitheti a
nukleotidok hidrolizisét [13]. A monomerek megkdtik 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 cserélddik és a folyamat kezdddik eldlrdl. 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 szdrmaz6é MreB fehérje esetén is
bizonyitottak. Ezen feliil a nukleotid kotés a MreB polimerizéacidja soran befolyésolja a kritikus
koncentraciot. Ugyanigy a hémérséklet is noveli a kritikus koncentraciot, és magasabb
homérsékleten a MreB polimerizacioja gyorsabb lesz [6].

Az eukariota aktin esetén leirtak, hogy a polimerizaci6é soran megkiilonboztetiink egy zart
(polimerben 1év6 monomer esetén) és egy nyitott (monomerre jellemz6) konformaciot [14]. A
polimerizacié soran a Leptospira interrogans MreB filamentum zartabba valik, és az els6
Iépésben a fluoreszcencia intenzitds csokkenés fényszorasi kisérletekkel nem is kovethetd. A
masodik 1épés lassabb, a monomerek konformdacids dtmenete utdn a MreB filamentumok,
illetve szuperstruktirak kialakulasa zajlik. A molekularis dinamika szimulaciok aldtdmasztjak
azt a hipotézist, miszerint a Thermotoga maritima MreB konformacios valtozasai hasonloak
[13]. A polimerizacié soran kialakulé filamentumok szerkezeti valtozasainak vizsgalatahoz

Colavin és kutatocsoportja [13] szimulacios mérésekkel igazoltak, hogy a MreB aktinszerd,
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polimerizaciotdl fliggd szerkezeti valtozasokat mutat, ahol a polimerizaci6 soran a MreB
alegységek ellaposodnak, ami ugy alakitja at a nukleotid kotd zsebet, hogy eldsegitse a
hidrolizist. A MreB filamentumok alegységei k6zott nukleotid-fiiggo ,,elhajlast” tapasztaltak, a
hidrolizalt polimerek pedig merevebb konformaciot eredményeztek. Szimulacioik azt
sugalljak, hogy ez a vegyes szerkezeti populacio, tehat az egyenes, ADP-kotott, és gorbiilt,
ATP-kotott filamentumok, a két kiilonb6z6 nukleotid allapotot reprezentaljak. Tehat végsé
soron a hidrolizis vezethet a filamentumok kiegyenesedéséhez [13]. 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 elOsegitheti a MreB preferencidlis kotddését specifikus
membrangorbiileti régidkhoz [15]. A nukleotid allapot szintén befolyasolhatja az MreB
affinitdsat mas fehérjékhez, amint azt az aktin és az aktin-kotd fehérjék kozott megfigyelték
[16].

A fehérjék nagy része egy meghatarozott haromdimenzids szerkezetet vesz fel. A fehérje
héstabilitasanak vizsgalatan keresztiill megtudhatjuk, hogy mennyire stabil a kialakult
szerkezet, €s hogy a kiilonb6zd kornyezeti hatdsok hogyan befolyasoljak azt. A termofil, azaz
hétiird fajok esetén tobb oka is lehet a nagyobb hdmérsékleti stabilitasnak fehérje szinten, mint
példaul a nagyobb hidrofobicitas, a hurokszerii szerkezeti elemek (,,loop”-ok) rovidiilése, az
oligomerizacié (a monomerek nem épiilnek hosszl filamentumokba, a polimerizacié folyamata
megreked egy alacsonyabb szinten) soran elfedett szabad feliiletek, aminosav kicserélddés a
masodlagos szerkezetben, a prolin szarmazékok nagyobb eléfordulasa, hdérzékeny aminosavak
csokkent el6fordulésa, erésebb hidrogén-kotés, sohidak jelenléte [17]. A sohidak stabilizaljak
a fehérje szerkezetét, ezéltal az képes lesz ellenallni a kiils behatasoknak, olvadéasnak, vagy
kitekeredésnek magasabb hémérsékleten. A kozeli sohidak egyiittmiikodve és kolcsondsen
erésitik egymast, és novelik a stabilitast. A sohidak Osszetarthatjdk és merevithetik a
fehérjestruktarakat [17]. A termalis denaturacié hatasara a fehérje szerkezete valtozasokon
megy keresztiil. Altalaban a belsé fluoroforok a fehérjében jobban kitetté valnak a kérnyezeti
hatasoknak, ami jellemzden a triptofan fluoreszcencia kvantumhatasfokéaban (a kibocsatott és
elnyelt fotonok aranya) torténd valtozast jelenti, illetve a fluoreszcencia spektrum eltolodasat a
hosszabb hulldmhosszak irdnyaba. Eppen ezért a hddenaturacié folyamata jol kovetheté a
triptofan fluoreszcencia spektruméanak mérésével. A fluoreszcencia intenzitas csokkenése, vagy
spektrum voros eltolodasa egyértelmiien a megndvekedett h6 hatasara bekovetkezd szerkezeti

valtozasra utal [18].



Az altalunk vizsgalt Thermotoga maritima MreB egyetlen triptofan aminosavat tartalmaz,
mely a molekula kézponti, két szubdomén kozotti részén helyezkedik el. Ennek megfelelden, a
triptofan specifikus gerjesztésével a hé hatasara bekovetkezd spektralis valtozasok soran a
molekulanak errdl a részérdl nyerhetiink elsdsorban informaciokat.

Az antibiotikumok tobbféleképpen fejtik ki hatdsukat a baktériumon, mas-mas célpontjuk
van. Lehetnek baktericidek, ami azt jelenti, hogy elpusztitjdk a baktériumot, vagy
bakteriosztatikus hatastiak, amikor csak példaul a keletkezd 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 gatld
antibiotikumok [19]. A vankomicin egy glikopeptid, amelyet altalaban Gram-pozitiv fert6zések
kezelésére végsd megoldasként haszndlnak, mint n. ,,last resort” antibiotikumot. Célpontja a
sejtfal, pontosabban a membrankotott lipid II molekula, ami a bakterialis peptidoglikan
bioszintézis prekurzora. A vankomicin az N-terminalis részével kapcsolodik a lipid II C-
terminalisan 1évé D-Ala-D-Ala régiohoz. A tripeptid PG analdéghoz 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 jellegi alkotérész a molekuldban) altal alkotott
hasadékhoz kotodik, és 5 H-hidkotés stabilizalja [20]. A vankomicin egy nagy hidrofil
molekula, amely nem transzportalddik a membran porin molekuldin, és nem diffundal szabadon
a kiils6 membranon [21], ezért Gram-negativ baktériumokkal szemben hatastalan, mert be sem
tud jutni a sejtbe. Fluoreszcensen jelolt antibiotikummal kdnnyebben nyomon kdvethetd az
antibiotikum hatasmechanizmusa a sejten beliil, vagy akar az él6 szervezetben [22]. A
BODIPY-vankomicin-t és egyéb fluoreszcens szarmazékait a Bacillus subtilis peptidoglikan-
bioszintézis vizualizacidjara hasznaljak. Azonban a fluoreszcens vankomicin minimalis
gatlokoncentracidja (MIC: az a legkisebb antibiotikum mennyiség ml-ben, amely gatolja az
Osszes baktérium szaporodasat) magasabb, mint a hagyomanyos forméé, azaz kevésbé
hatékony. A negativ toltésti fluorofor ugyanis gatolja a komplexnek a baktérium anionos
peptidoglikan rétegén valo atjutasat. Ezt altalaban azzal kiiszobolik ki, hogy a fluoreszcensen
jelolt antibiotikum mellett a jeloletlen formabol is juttattak a baktériumba [23]. A BODIPY
azonban viszonylag kisebb mérete, €s neutralitdsa miatt a minimalis gatlokoncentraciot sem

novelte meg olyan mértékben, mint a fluoreszceinnel jelolt antibiotikum [23].



A masik altalunk tanulméanyozott antimikrobialis vegyiilet az A22, amely kozvetleniil a
MreB fehérjén fejti ki a hatdsat, és annak blokkoldsdval megakadalyozza a baktériumse;jt
novekedését, szaporodasat. Az A22 (S-(3,4-diklorobenzil) izotiourea) S-benzilizotiourea
szarmazék. [24, 25]. Az A22 mikromolaros érzékenységgel kotddik a MreB-hez (minimalis
gatlokoncentracio: ~13 pg/ml), és a polimerizacido folyamataba avatkozik be [26]. Emellett
gatolja a baktérium mozgékonysagat, feliilethez tapadasat, és a biofilm képzését, amely
tulajdonsagok sziikségesek a bakteridlis fertézések és az antibiotikum rezisztencia
kialakulasahoz [27, 28]. Awuni és munkatarsai molekula dinamikai szimulacidkban
megallapitottak, hogy az A22 a MreB nukleotid k6t6 zsebe melletti arokba kot [29], és kotési
affinitasa 20-30-szor nagyobb di- és trinukleotid foszfatok jelenlétében [25]. ATP-A22-MreB
esetén az A22 az ATP y-fosztat csoportjaval hidrogén-hid kotésen keresztiil kdlcsonhatasba
1ép, és ez a kolcsonhatds megakadalyozza, illetve lassitja a y-foszfat lehasadasat, ezzel a
filamentum instabilitdsat okozva. Véleményiik szerint az A22 megakadalyozza az ATP altal
kezdeményezett szerkezeti valtozasokat, amelyek sziikségesek a stabil MreB polimer szerkezet
kialakulasahoz. [29]. Irodalmi adatok arra utalnak, hogy az A22 kezelés hatasara a MreB in
vivo, sejten beliili helikalis lokalizacioja megszlinik, depolimerizaldédik, ami a MreB diffaz
elhelyezkedését okozza a citoplazmaban, és a palcaalak illetve az életképesség elvesztéséhez
vezet [4, 26, 30]. Az A22-nek bakteriosztatikus hatasa van. Ugyanis Caulobacter crescentus
faj esetén az A22 10 pg/ml (~50uM) koncentracidban lassitotta a sejtek novekedését, amelyek
a szer hatdsara gombolyli format vettek fel. Viszont 100pug/ml koncentracié mar leallitotta a
sejtnovekedést, de nem okozott valtozast a sejtek alakjaban [30]. Az A22 gatolja a biofilm
képzddést, ami nagyban hozzajarul a baktériumok fertdzoképességéhez. Feltételezhetd, hogy
az A22 vegyiilet a tapadas kezdeti szakaszaban hat, befolyasolva a biofilm fejlodés alapvetd
paramétereit, példaul a baktériumok mozgékonysagat, a kitapadast a felszinekre. Mivel az A22
hogy a sejt olyan részeit is, mint a flagella €s a fimbria destabilizalhatja vagy szétbonthatja,
befolyasolva a baktériumok mozgasi képességét. [27]. Kézenfekvo lehet tehat, hogy az A22-t,
illetve hatdsmechanizmusan alapul6 hatékonyabb szarmazékait antibiotikumként, terdpias célra
hasznaljuk. Megerdsiti ezt, hogy sem citotoxikus, sem genotoxikus hatdsa nincsen, tehat sem a
sejtekre, sem az oOrokitdanyagra nincsen hatassal. Mivel kozvetleniil a MreB-re hat, igy Uj

antimikrobialis agens lehet a multirezisztens baktériumok ellen [31].



CELKITUZESEK

A korabban leirt MreB irodalom alapjan vilagosan latszik, hogy a MreB fehérjék in vitro
vizsgalata komoly nehézségekbe litkozik, hiszen a fehérje tisztitasa és stabil, funkcioképes
allapotban valo tartasa nagy kihivast jelent [6, 11, 32].

Ennek megoldésara tliztiik ki célul, hogy nativ koriilmények kozott tudjunk funkcionalis
fehérjét, nagy mennyiségben eldallitani. Ehhez egy ) bakterialis expresszios rendszert (E. coli
BL21 Arctic Express (DE3)) haszndlatunk. Ez az expresszids 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 [10], raadasul tartalmaz egy spektroszkopos szempontbol jol
vizsgalhato triptofdn aminosavat is.

Disszertaciom masodik felében az A22 és vankomicin hatasait vizsgaltuk az el6z6ekben leirt
moédon eléallitott Tm-MreB fehérjén. Kisérleteinkben a két antibiotikum egymaéssal valo
kolesonhatésat is vizsgaltuk.

e 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 kordbban.

e Ezutan a tisztitott Tm-MreB funkcionalis tesztjei kovetkeztek. Ehhez elsdsorban
denaturacios teszteket végeztiink: hddenaturacio és kémiai denaturacié modszerével,
a triptofan emisszi6 nyomon kovetésével szereztiink informacidokat a Tm-MreB hdé-
¢és kémiai stabilitasarol.

e (Célunk volt meghatarozni a MreB nukleotid kotését, €s a kiilonb6zd nukleotidok
fehérje polimerizacidjara gyakorolt hatasat.

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

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

e Célunk volt tanulmanyozni a két antimikrobialis agens E. coli baktériumsejtek
novekedésére kifejtett hatasat is. Ehhez szaporoddsi teszteket terveztiink, amit

mikrobiologiai mdodszerekkel tamasztottunk ala.



ANYAGOK ES MODSZEREK
Thermotoga maritima MreB fehérje nativ preparalas

A Thermotoga maritima MreB-t tartalmazé plazmidot ArcticExpress (DE3) (Agilent
Technologies) kompetens sejtbe transzformaltuk. 100 ul kompetens sejthez 2 pl 1:10 ardnyban
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 ezutdn 30 percig jégen inkubéltuk. 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) tapoldatban
novesztettilk 37 °C-on, 1 oran keresztiil, 220- 250 rpm sebességgel razatva. Ezutdn 150 pl
sejtkultarat 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 razoinkubatorban (220-250 rpm)
novesztettik egy éjszakan at. A kovetkezé napon 20-20 ml sejtkultarat adtunk 1-1 | LB
tapoldathoz és 30 °C-on, 220-250 rpm-el razattuk 3 oran keresztiil. Az inkubacids ido letelte
utan a hémérsékletet visszavettiik 11,5 °C-ra. Ahogy a sejtek visszahiiltek 20 °C-ra, 0,8 mM
(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). Centrifugalas
(328000xg, 4 °C, 30 perc) elott 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
feliiliszot minimum 1 6ran keresztiil hiitve kevertettiik. Azutan az oszlopot rendre 10-20-30-
50% imidazol pufferel mostuk (NaCl pufferben oldva). A frakcidkat kiilon gytijtottiikk 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 ug
fehérje), amit a fehérje mellett hagytunk é&jszakan keresztiil 4 °C-on. A proteazt masnap

glutation oszlopon tavolitottuk el, a proteaz GST affinitas tagjanak kdszonhetden. A fehérje

crer
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Funkcionalitas vizsgalatok
Polimerizacio kovetése fényszordas mérésekkel

A MreB polimerizaciojat fényszords mérésekkel kovettik SAFAS Xenius XLS
Fluoriméterrel, 400 nm-re allitva a gerjesztési €s az emisszidés hulldmhosszt. A MreB
polimerizacios folyamatainak vizsgalatahoz 100 mM KCI koncentraciot alkalmaztunk (P100:
4 mM TRIS, 100mM KCI, 2 mM MgCl,, ImM EGTA). Kisérleteinkben az A22-t a
polimerizaci6 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.

Inorganikus foszfat mérés

A MreB ATP felhasznalasa soran keletkezd 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
rib6z 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.

Triptofan fluoreszcencia mérések

20 uM Tm-MreB vagy 20 uM triptofan aminosavat mértiink somentes (4 mM TRIS-HCI,
0,1 mM CaClz, pH 7,5) vagy magas soOtartalmu (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 mértiik 22 °C-on.

Hdomérsékletfiiggo triptofan emisszio mérés

20 uM Tm-MreB fehérjét két féle puffer koriilmény kozott 2 mM ATP jelenlétében vagy a
nélkiil vizsgaltunk. Sémentes 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 kontrollalhatdo homérsékletii kiivetta tartoval felszerelt Jobin Yvon Horiba

fluoriméteren végeztik.



Kémiai denaturacio

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

emissziot minden Iépésben detektaltuk 310 nm és 450 nm kozott, szobahdmérsékleten.

Nukleotid kotés, leszoritds vizsgdlata 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 sokszorosara nd. Az ATP mentes
HCI, 0,1 mM CaCl,, 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 megmértik a TNP-ATP fluoreszcencia intenzitasat. A gerjesztést
400 nm-re allitottuk, és az emissziot 420 nm és 650 nm kozott mértiik Jobin Yvon Horiba
fluoriméterrel. A spektrumok maximalis intenzitasat (540 nm-rel) alkalmaztuk a kotési arany
kiszdmitasdhoz, és a kotott frakcidt 0-ra allitottuk be kotés nélkiil és 1-re telitéssel. A gorbékre
az alabbi Hill-egyenletet illesztettiik, ahol Vmax 8z y adatsor maximuma; k x féltelitésnél, n
pedig a Hill-egyiitthato. A TNP-ATP kotési allandoja (Ka)-ja a Tm-MreB-hez a k érték volt.
X

Y= Ve o

Az ATP kompeticid vizsgalatdhoz 20 uM Tm-MreB-t egy éjszakan at somentes (4 mM
TRIS-HCI, 0,1 mM CaCly, pH 7,5) kornyezetben 1 uM TNP-ATP-vel inkubaltunk. A
kovetkezd napon nem fluoreszcens ATP-t (pH 7,5) adtunk a mintdkhoz, ¢s megmértiik a TNP-
ATP fluoreszcens jelét.

Az ATP Tm-MreB-hez val¢ affinitdsat a Langmuir egyhelyes kotési egyenlet segitségével
szamitottuk ki gorbeillesztésre a korabbi publikaciok alapjan [35].

Steady-state anizotropia

A méréseket Jobin Yvon Horiba fluoriméteren végeztiik. A kotddés vizsgalatdhoz 1 uM
fluoreszcensen jelolt vankomicint (Invitrogen) (BODIPY™ FL Vancomycin, FLV)
polimerizalé so6, vagy mindkettd jelenlétében végeztik. Az affinitas meghatdrozasdhoz a

kovetkezd egyenletet hasznaltuk:



Ymin + (Omax = Ymin) * (KD + FLV + x) = (KD + FLV + x)?) = (4 % FLV x x))°%))
y= 2+ FLV)

ahol ymin: a legalacsonyabb fluoreszcencia anizotropiai érték, Ymax: a legmagasabb (telitési)
fluoreszcencia anizotropiai érték, FLV: a fluoreszcens vankomicin koncentracidja, KD: a

disszociacids allando.

Mikroszkopiai mérések
MreB filamentumok vizsgdlata

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

EIG sejtek vizsgdlata
E. coli sejteket novesztettiink LB tapoldatban, éjszakan at 37 °C-on razatva. Masnap

vankomicin, A22, vagy mindkettd szer jelenléte mellett 1 ml friss tapoldatban ndvesztettiink a
baktériumokat 1 6ran keresztiil. Ezt kovetden a sejtszuszpenziokat lecentrifugaltunk (9400xg,
1 perc), PBS-ben (foszfattal pufferelt sooldat) kétszer atmostuk, kozte megint centrifugaltuk.
Végiil Iml 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%-os agardz padra
csoppentettiik, majd SIM mikroszkopban vizsgaltuk. (Zeiss Elyra S.1 SIM mikroszkop, PTE,

Szentagothai Janos Kutatokozpont)

Baktériumpopulacion végzett mikrobiologiai tesztek
Szaporodasi gorbe és sejtparaméterek vigsgalata

E. coli sejtkultarat Luria Broth (0,5% éleszt6 kivonat, 1% NaCl, 1% pepton) tapoldatban
novesztettiink 37 °C-on, razdinkubatorban. A sejtek optikai denzitasat 600nm-en detektaltuk
Perkin Elmer Lambda XLS+ spektrofotométeren. Az egyes sejtek hosszat Olympus [X81
mikroszkop segitségével vizsgaltuk, és ImageJ 1.50i programmal hatdroztuk 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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Minimalis gatlokoncentrdcio és szinergizmus meghatdrozdsa
E.coli K-12 sejtvonalat (Sigma-Aldrich) hasznaltunk a mérésekhez. A minimalis

gatlokoncentraciot mikrodilucios modszerrel hataroztuk meg. 96-Well Plate-en az A22 és
vankomicin estén 10 kiilonb6zé koncentracio értéket allitottunk be, felezd higitassal,
mindegyik 3-szor szerepelt. 24 6ra 37 °C-on tortént inkubacié utan értékeltiik a kapott
eredményeket. A szinergista hatast mikrodilucios checkerboard esszé segitségével hataroztuk
meg. A baktériumszuszpenzid optikai denzitasat 0,12-re (ODeoo, McFarland standard 0,5)
allitottuk, majd 500-szoros LB tipoldattal torténd higitast alkalmazva 2*10° sejt/ml
koncentraciot kaptunk. 50 pl kétszeres sorozathigitdsu vankomicint adtunk vizszintesen a 96
lyuktl lemezre, €s tovabbi 50 ul sorozathigitasi A22-t fiiggdlegesen adtunk a lyukakba.
Mindegyik lyukba 100 ul baktériumkultura kertilt, igy felére higult végiil a sejtkultira ¢és az
antimikrobialis szerek pedig negyediikre (ezt a higitasi sor mérésénél figyelembe vettiik). Az
els6é oszlopba csak tapoldat keriilt, vaknak, a masodikba pedig csak E. coli, felére higitva LB
tapoldatban kontrollként. 37 °C-on 24 o6rds inkubdlds utan az eredményeket mikroplate
spektrofotométerrel (Thermo Electron Corporation, Multiskan EX) mértiik, az optikai denzitast
535 nm-en hataroztuk meg. Az antimikrobidlis szerek legkisebb MIC értékét felhasznalva a
frakcionalt gatlé koncentracid index, azaz XFICI (fractional inhibitory concentration index)
értekét az alabbi képlettel szamoltuk ki. Amennyiben ZXFICI<0,5, szinergizmusrol

beszélhetiink, tehat a két antibakterialis szer tamogatja egymas hatésat.

XFICI = FICTy egyict FICIg ¢gyiitt

FICIA,ijnmaga FICIB,énmaga
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EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

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 elényos, mivel alacsony hdmérsékleten torténik az expresszio (10-
13 °C), igy a zarvanytestek, azaz a fehérje aggregdtumok kialakuldsanak 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 eldsegiti a nativ konformacio
kialakulasat az expresszi6 soran.

A sbés ¢és somentes pufferkdrnyezetben mért eltérd hdstabilitds oka lehet egy sohid
kialakuldsa a molekulan beliil. Kordbbi megfigyelés, hogy az ellentétes toltésii aminosavak
kozott kialakuld sohid stabilizalhatja, vagy akar destabilizalhatja a fehérje szerkezetét [36].
Thermotoga maritima esetén sohid alakul ki a K49-es és E204-es aminosavak kozott [10].
Mivel az egyik aminosav ezek koziil a Tm - MreB D-hurokjan talalhato, fontos szerepe lehet a
polimerizacié soran bekdvetkezd konformacidvaltozasban. Véleményiink szerint a sejtlizis és
a kezdeti tisztitasi 1épések soran a NaCl-nak Tm-MreB szerkezet stabilizalo szerepe van,
azonban a s6hid kialakulasat meggatolja. A NaCl eltavolitasaval a sohidak kialakulasa lehetéveé
valik, ami megnoveli a szerkezeti stabilitast, oldhatova teszi a fehérjét, és noveli a termikus
stabilitdst. Ezt a sohid altal kivaltott termikus stabilitds novekedést mas hémérséklettiird
fehérjék esetén is leirtak [17]. Masrészt a MreB-nek vélheten mas kotOpartnerei is vannak,
amik stabilizaljak a fehérjét a citoplazman beliil.

A Tm-MreB termalis denaturdcioja soran nem figyelhetd meg az aktin esetében spektralis
eltolédas a triptofan fluoreszcencia emisszios hulldmhosszaban a vords hullimhosszak
iranyaba. Ennek magyarazata lehet, hogy a Tm-MreB egyetlen triptofan aminosava az aktin
négy triptofanjatdl eltérd helyen lokalizalodik a molekulaban, az oldoszer 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 kornyezete mashogyan valtozik meg, mint hd hatasara. Ebben az
esetben ugyanis megfigyelheté volt a voros eltolodas. Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy a
kémiai denaturdcio és a termalis denaturacié masfajta konformacidvaltozast okoz a Tm-MreB
fehérjén. A kémiai kezelés hatdsara a fehérje triptofanjanak kornyezete nagyobb mértékben

valtozik meg.
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Korabban leirtdk, hogy az eukariota aktin négy triptofanja eltéréen jarul hozza az aktin bels6
fluoreszcencia intenzitasahoz [37]. Az aktin Trp-79 triptofan aminosava a leginkabb
hozzaférhetd az olddszer szdmara az aktin masik harom triptofan aminosavahoz képest. A Tm-
MreB egyetlen triptofanja az aktin triptofdn aminosavaitol elkiiloniilten helyezkedik el.

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

kotddésének leirdasara. Termikus denaturdldsi vizsgalatainkat aldtdmasztva, ahol a sdmentes

crer

crer

gatloszer, az A22 semmilyen koriilmények kozott nem gatolja a TNP-ATP kotddését a
MreB- hez. Végiil arra a kovetkeztetésre 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.

Mikroszkopos vizsgalataink azt mutattak, hogy A22 jelenlétében a monomereknél nagyobb
egységek keletkeznek, aggregalddhat, vagy kicsapddhat a fehérje. Ezek a struktirdk nem
mondhatok filamentumoknak, mint a polimerizalé sé 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 hidrolizacigja utdn. Véleménylink 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 Gsszeépiilni, oligomereket alkotni, ahogy a mikroszkopos 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 kétddni a
fehérjéhez, in vitro. Fluoreszcens vankomicint korabban csak él6 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 koncentraciod 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 hatadsara azonban a sejtek lekerekedtek, és szignifikansan 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
vegylilet kozott. Az A22-nek csak a Gram-negativ baktériumokra van antimikrobialis hatésa, a
Gram-pozitivokra nagyon magas, vagy egyaltalan nem meghatarozhat6 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. Vélhetden
az A22 kezelés hatasara a MreB fehérje funkcigjanak 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 utja lehet a baktériumrezisztencia megakadalyozasanak, a baktériumok mar

meglévo antibiotikumokra val6 érzékenyitésének.

Munkank eredményeit a kovetkezokben foglalom dssze:

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

e Meghataroztuk a fehérje hddenaturacids értékeit sos €s somentes koérnyezetben, ATP
jelenlétében, vagy anélkiil.

e Megillapitottuk, hogy a Tm-MreB ATP jelenlétében, illetve somentes pufferben
stabilabb. Viszont az imidazol elvonas miatt sziikséges egy magas sos pufferben torténd
tisztitasi Iépést beiktatni.

o A K49-es és E204-es aminosav kozott kialakuld sohid stabilizalja a Tm-MreB-t. Kémiai
denaturacio soran megfigyeltiik a MreB triptofanja emissziés maximumanak hosszabb
hullamhossz tartomanyba torténd eltolodasat. Ez arra utal, hogy kémiai denaturdcio
soran a triptofan kornyezete polarosabba valik, feltételezhetdéen a viz szaméara jobban
hozzaférhetobb, kitettebb lesz.

e Hddenaturacid esetén nem figyeltiik meg ezt a jelenséget, amibdl arra kovetkeztetiink,

hogy a Tm-MreB konformacidvaltozasa eltéré a kémiai €s a hédenaturacio soran.
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Meghataroztuk a TNP-ATP ¢és az ATP kotési affinitasat Tm-MreB-hez, ami 3,7, illetve
2 uM-nak adédott. Ezek jol illeszkednek a korabban, mas MreB fehérjék esetében
leirtakhoz [25][26]. Megallapitottuk, hogy a TNP-ATP-t a Tm-MreB somentes
kdrnyezetben nagyobb affinitassal koti.

Fényszorason alapuld vizsgéalataink szerint a nukleotidok nem befolydsoljak a
polimerizacid sebességét.

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

Az A22 polimerizalé 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 1étre, ami miatt a MreB nem képes ellatni a sejtalakmegtarto
funkciojat a sejtekben.

Munkank ujabb megallapitasa, hogy a fluoreszcens vankomicin képes kotddni a MreB-
hez, a kotési allanddkat kiilonbozd 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
559+ 1,21 uM, ATP és s6 mellett pedig 4,048 + 0,723 pM volt a vankomicin kotési
allanddja. A MreB polimerizaciojat az A22-hoz hasonléan kétfadzisos moddon
befolyasolja.

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

Mikrobiologiai esszékkel bizonyitottuk, hogy a két antimikrobidlis vegyiilet kozt
szinergista hatds van, ennek mértéket a FICI értékekkel jellemeztiik. A két
antimikrobialis dgens kiilonb6zd kombinaciodit alkalmazva a kdvetkezd koncentracid
értéket kaptuk: 0,5ug/ml; 0,375pg/ml; 0,31pg/ml; 0,25pg/ml és 0,1875ug/ml. Ezek
alapjan egy erdés szinergista hatdsra kovetkeztethetiink, az antimikrobialis szerek

egymas hatasat felerdsitik.
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