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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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2. BEVEZETES

Napjainkra a rezisztens baktériumok rohamos és egyre gyorsulo elterjedése vilagszerte komoly
kihivasok el¢ allitja az egészségligyi szakembereket. Az antibiotikumok talzott mértékii és
indokolatlan hasznalata kovetkeztében mindinkabb teret nyerd antimikrobialis rezisztencia
(AMR) veszélyezteti a megbetegedések és elhaldlozasok jelent6s hanyadaért felelds patogén
mikroorganizmusok okozta fertézésekkel szembeni hatékony fellépést [1]. Az AMR folyamatos
térhoditasa az antimikrobidlis gydgyszerkészitmények hatékonysaganak fokozatos csdkkenését
vonja maga utan, mely stlyos terheket ro a betegellatasra. Az Egészségiigyi Vilagszervezet
(World Health Organization) évek ota probalja felhivni a figyelmet a problémara. A legutobbi
2019. évi jelentése szerint mintegy 700 ezer ember hal meg évente antibiotikum-rezisztens
fert6zések kovetkeztében, koztik kozel 230 000 a multidrog-rezisztens Mycobacterium
tuberculosis okozta tuberkul6zisban. Egyes becslések szerint a mikrobialis fertézések okozta
halalesetek szama megfelel6 intézkedések nélkiil akar 10 milliora is emelkedhet 2050-re [2].

Multidrog rezisztencia kialakulasa soran a mikroorganizmusok olyan szerkezetében vagy
hatasmechanizmusaban eltérd, tobb antimikrobialis készitménnyel szemben is rezisztensnek
bizonyulnak, melyekkel szemben korabban érzékenyek voltak [3]. A legismertebb multidrog-
rezisztens (MDR) korhazi patogének kozott szamontartott meticillin-rezisztens Staphylococcus
aureus (MRSA) hazankban évi kozel 900 regisztralt fertézéssel az egyik legnagyobb esetszama,
multirezisztens korokozo altal okozott megbetegedésért felelds. Sikeressége kulcsa, hogy
meticillin mellett sok esetben olyan altalanosan alkalmazott antibiotikum csoportokkal szemben
is rezisztensnek bizonyul, mint az aminoglikozidok, makrolidok, fluorokinolonok, kloramfenikol
¢s tetraciklin, 1ényegesen megnehezitve az elleniik iranyuld védekezést.

A helyzet komolysagat tovabb erdsiti, hogy az antibiotikumok penicillin felfedezésével
kezd6d6 modern kora a 20. szazad derekdn tapasztalt gyors felfutast kovetden a szdzad végére
komoly valsagba jutott. A legujabb gyogyszeripari trendeket kovetve a gyartok fokozatosan a
szintetikus vegyiiletkonyvtarak nagy ateresztoképességli sziirésére tértek at, mely jelentds
mértékben visszavetette az j antibiotikumok felfedezésének mértékét. A tény, hogy az AMR
kialakuldsa folyamatosan novekszik, mellyel parhuzamosan az 0j antimikrobidlis agensek utan
torténd kutatasok intenzitasa csokken, szemléletvaltast siirget a modernkori gyogyaszatban.

A mar régota rendelkezésre allo antibiotikumainkkal kapcsolatos ismereteink mélyitése,
valamint a korabban alkalmazott, de valamilyen okbdl perifériara szorult antibiotikumok ismételt
bevezetése 1) alternativat nyajthat az MDR patogénekkel szemben folytatott kiizdelemben [4].

Ezen koncepcioba kivaldan illeszkedik a hazankban kozel 70 éve felfedezett primycin [5]. A



Saccharomonospora azurea faj képvisel6i altal termelt nem polién tipusu makrolid antibiotikum
igazoltan fokozott antimikrobialis aktivitassal rendelkezik szamos gyakori Gram-pozitiv
korokozoval szemben, beleértve tobb klinikai jelentdséggel bir6 MDR torzset is. Ezen
tulajdonsagéanak, valamint a nem szaporodo6 baktériumokkal szemben megnyilvanulé baktericid
hatasanak koszonhetden a bakterialis patogének széles skaldjaval képes felvenni hatékonyan a
versenyt [6]. Ugyan topikalis készitmény formajaban évtizedek ota sikeresen alkalmazzak
Magyarorszagon, azonban formuldcids problémék mindezidaig nem tették lehetévé széleskori
felhasznalasat a klinikumban. Mindazonaltal alkalmazasidban, kedvezd antimikrobialis
tulajdonsagainak koszonhetdéen, komoly terapias potencial rejlik. A primycinnel kapcsolatos
tovabbi lehetséges termékfejlesztést nagyban eldsegitheti a primycin-termeld szervezetrdl és
magarol az antibiotikum szintézis folyamatardl alkotott képilink bovitése.

Amellett, hogy az utobbi években tobb kezdeményezés is indult az antibiotikum-kutatasi
¢s fejlesztési folyamatok élénkitése érdekében, a genom szinten torténd elemzések alkalmazéasa
klasszikus mikrobioldgiai €s analitikai modszerekkel parosulva egyaltalan nem jellemzd
folyamat ipari szinten. Ezen innovativ technologiakat alkalmazva célul tiiztiik ki a primycin-
szintézis hatterében huz6do folyamatok mélyrehatd megismerését a termeld S. azurea torzsek
Osszehasonlito strukturalis és funkcionalis elemzése révén, valamint a fermentacios eljaras
hatékonysaganak novelését, melyre a Pécsi Tudoményegyetem Természettudomanyi Kar
Altalanos és Kornyezeti Mikrobiologiai Tanszék és a PannonPharma Kft. szerepvallalasaval

megvalosult kozos kutatdsi projekt biztositott lehetdséget.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A Saccharomonospora nemzetség altalanos jellemzése

A Pseudonocardiaceae csalad Saccharomonospora nemzetségébe [7] tartozo szervezetek aerob,
kemoorganotrof anyagcserét folytatd, Gram-pozitiv sejtfalszerkezettel rendelkezo, fonalas
baktériumok. Kivétel ez alol a Saccharomonospora viridis, mely ugyan magan hordozza a
nemzetségre jellemzo tipikus morfologiai bélyegeket, mégis Gram-negativ festést mutat [8]. A
nemzetséget alkotd aktinomicéta fajok f6 ismertetd jegye a légmicéliumokon fejlodo,
tulnyomorészt egyediilalld, esetenként parosan vagy rovid lancban elhelyezkedé spora. A sejtfal
felépitését tekintve jellemzOen arabindéz ¢és galaktdéz cukrokat tartalmaz, valamint mezo-

Kezdetben a morfologiai bélyegek, fiziologiai és biokémiai sajatossdgok meghatarozasan
nyugvé klasszikus modszerek segitségével, majd az elmult két évtizedben mindinkdbb teret
nyerd  genomszekvendldsi  projekteknek  koszonhetéen — napjainkra  mintegy 15
Saccharomonospora faj hiteles leirasara keriilt sor: Saccharomonospora amisosensis,
Saccharomonospora azurea, Saccharomonospora colocasiae, Saccharomonospora cyanea,
Saccharomonospora glauca, Saccharomonospora halophila, Saccharomonospora iragiensis,
Saccharomonospora marina, Saccharomonospora oceani, Saccharomonospora
paurometabolica, Saccharomonospora piscinae, Saccharomonospora saliphila,
Saccharomonospora viridis, Saccharomonospora xiaoerkulensis és Saccharomonospora
xinjiangensis [10]. El6fordulasukat tekintve izolatumaik igen valtozatos kornyezeti él6helyeket
képviselnek, ugymint eltérd talajtipusok, komposzt, tragya, tézeg vagy éppen oceani iiledék.

Az aktinomicétak régota gazdag forrasat képezik szamos antibakterialis, antifungalis,
antiviralis, antitumor, immunszupresszans, illetve egyéb mas tulajdonsaggal rendelkezd
biologiailag aktiv mdasodlagos anyagcsereterméknek, melyek kiemelt klinikai jelentdséggel
birnak [11, 12]. A Pseudonocardiaceae csaladot szintén a szekunder metabolitok széles
valasztékat szintetizalni képes szervezetek alkotjdk, melyek kozil a terapia szédmara
legismertebbek a vankomicin-termelé Amycolatopsis orientalis (Amycolatopsis nemzetség) [13],
vagy az eritromicin-termel6 Saccharopolyspora erythraea (Saccharopolyspora nemzetség) [14].
Habar az elmult évtizedben a Saccharomonospora nemzetség tobb fajanak teljes
genomszekvendldsa is megtortént, azonban a biologiailag aktiv metabolitok termelésével
kapcsolatos ismereteink tovabbra is meglehetésen alulreprezentaltak a csalad tobbi tagjahoz
képest. Mindazonaltal a nemzetség tobb tagjanak jellemzése soran is azonositasra kertiltek

szerkezetileg diverz bioaktiv méasodlagos anyagcseretermékek. Ezen molekuldk kozé valtozatos



antimikrobialis (pl.: AB-65, primycin, saccharonol A, taromycin A és B, thermoviridin), illetve
antitumor (pl.: piericidin As, saccharonol B, saccharoquinoline, sakyomicin E) tulajdonsagokkal

rendelkez6 agensek tartoznak (1. tablazat).

1. tablazat A Saccharomonospora nemzetség kapcsan leirt bioaktiv szekunder metabolitok és azok
termeld szervezetei.

Fajnév Torzs Bioaktiv metabolit Hatas Hivatkozas
antibakterialis
Saccharonol A
antifungalis
Saccharomonospora azurea MTCC11714 ) [15]
Saccharonol B antitumor
Piericidin Az antitumor
Nal28 o antibakterialis
Saccharomonospora azurea Primycin [16]
SZMC 14600 antifungalis
] antibakterialis
Saccharomonospora oceani VIDS-3 nem azonositott _ _ [17]
antifungalis
Saccharoquinoline antitumor [18]
Saccharomonospora sp. CNQ-490 . _ o
Taromycin A és B antibakterialis [19]
o antibakterialis
Saccharomonospora sp. DSM 4249  Sakyomicin E ] [20]
antitumor
o antibakterialis
Saccharomonospora viride - AB-65 _ _ [21]
antifungalis
Saccharomonospora viridis - Thermoviridin antibakterialis [22]

3.1.1. Saccharomonospora azurea
A Saccharomonospora azurea faj els6 irasos emlitése 1987-re datalodik, amikor az uj
antibiotikumok felfedezését célzod szkrinelés keretében Runmao és munkatarsai sikeresen
izolaltak és jellemezték a szecsuani (Kina) Guangyun varos kozelében gylijtott talajmintabol a
fajt reprezentdlod S. azurea NA-128-as tipustorzset [23]. B6 egy évtizedet kovetden Yoon és
munkatarsai 1999-es DNS-DNS hibridizacios vizsgalatai révén igazolast nyert, hogy a sokaig
kiilon fajként kezelt Saccharomonospora caesia (korabban Micropolyspora caesia) valojaban
szintén megegyezik a Runmao altal leirt S. azurea-val [24].

A szervezet morfologiai bélyegeinek meghatarozasa és kémiai elemzése alapjan rendelkezik
a nemzetség sajatossaganak tekinthetd fobb jellemzoOkkel, miszerint szabalytalanul eldgazo
vegetativ micéliumainak atméréje 0,3-0,4 um, mig monopodialisan elagaz6 légmicéliumainak
atmér6je 0,3-0,6 um. Els6dlegesen a légmicéliumokon, de ritkan a szubsztrat micéliumon is

maganyosan elhelyezkedd, sima felszinli, kerek sporai 0,8-1,0 um nagysagtiak (1. abra).

9.



Megfelelé tenyésztési koriilmények kozott (pl.: Czapek Dox sucrose agar, ISP3 taptalajokon
torténd novesztés) légmicéliumai jellegzetes azirkék sziniiek, melyre a fajnévben szerepld
»azurea” kifejezés is utal. A sejtfal a IV sejtfaltipusra utald6 mezo-diaminopimelinsavat, illetve
arabindz ¢s galakt6z cukrokat tartalmaz [23]. Zsirsavisszetételére a 16 szénatomos zsirsavak
markans talstlya jellemz6: is0-C16:0 (27,0%), C16:1 cis-9 (17,0%), iso-C16:0 2-OH (14,0%),
C16:0 (palmitinsav, 13,0%), iso-C16:1 H (7,0%), anteiso-C16:0 (1,0%) [25].

1. abra Pasztazo elektronmikroszkopos felvétel az LB csészén novekedett S.
azurea telep micélium halozatarol és a hifakon elhelyezked6 sporakrol.

A rendelkezésre all6 irodalmi adatok tiikrében a S. azurea-t tekinthetjiik a nemzetség egyik
legsokoldaliibb bioaktiv metabolit termeld szervezetének. A valtozatos struktiraju bioaktiv
molekulak kozott szerepel a-piridon antibiotikum (Piericidin As), izokumarinok (Saccharonol A
¢és B), valamint marginolakton tipusu antibiotikum (Primycin) is, melyeknek k6zds jellemzdje,
hogy bioszintézisiik egyarant a modularis poliketid szintaz (PKS) enzimkomplexen keresztiil
zajlik.

Klinikai jelentdsége elsGsorban a primycinnek ismert, melynek felfedezése és els6 irasos
emlitése Valyi-Nagy és munkatarsainak nevéhez kothetd. Az antibiotikumok penicillin
felfedezésével kezddd6 modern koranak kezdetén vilagszerte atfogd, valtozatos éléhelyeket
érint6 kutatasok indultak, melyek f6 célja addig ismeretlen, 0j antimikrobialis szerek felfedezése
volt. Ezen kezdeményezésekhez kapcsolodva sikeriilt Valyi-Nagy és munkatarsainak izolalnia a
viaszmoly (Galleria mellonella) larvajanak béltraktusabol egy addig ismeretlen antibiotikum

eldallitasaért felelds torzset, melyrdl a Nature folydiratban megjelent 1954-es publikacidjukban

10.



szamoltak be [5]. A primycin termelésért felelés torzset Streptomyces primycini néven
azonositottak, melyet a késébbiekben Micromonospora galeriensis néven emleget az irodalom
[26]. A sikertelen torzsnemesitési torekvéseket kovetden azonban a torzs utdélete nem teljesen
tisztazott, napjaink egyediili primycin termeldjeként ismert szervezete a S. azurea.

A primycin els6 emlitése kapcsdn Valyi-Nagy és munkatarsai elsédlegesen annak
staphylococcusokkal és mycobacteriumokkal szembeni antimikrobidlis hatasossagarol
szamoltak be. Igéretes tulajdonsagainak koszonhetSen ezt kovetéen szamos indikacioban
vizsgaltak, ugymint urogenitalis tuberkuldzis [27], nem-gonorrheas htgycsOgyulladas és
periovarialis fert6zések [28], illetve szemfertézések [29], azonban a rossz vizoldhatosaga
kapcsan fennalld formulacidos problémak nem tették lehetévé széleskdrii és hatékony
alkalmazasat a klinikum szamara. Megoldast az alkoholos gél formaban (Ebrimycin® gél) torténd
topikalis alkalmazasa jelentett, mely borgyogyaszati célokra torténd felhasznalasa hatasosnak
bizonyult kiilonbozé bakteridlis eredetli fertdzések esetében. Sikeresen alkalmaztak tobbek
kozott akne és pyoderma okozta fertézések [30], valamint Gram-pozitiv baktériumokkal

feliilfertozott égési sériilések kezelésére is [31].

3.2. A primycin altalanos jellemzése

A primycin egy széles antimikrobidlis spektrummal rendelkezd, nem polién tipust makrolid
antibiotikum. Szerkezeti tulajdonsagai alapjan a makrolidok csaladjan beliil a marginolakton
antibiotikumok szitkkebb csoportjat képviseli, melynek tagjai olyan makrociklikus laktonok,
melyek laktongytirije legalabb 31 szénatombol all, illetve tovabbi jellemzd sajatossaguk, hogy a
lakton karbonilhoz viszonyitott a-pozicidban termindlis amino vagy guanidino funkcios
csoporttal rendelkez6 oldallancot hordoznak (pl.: primycin, azalomycin, desertomycin) (2. dbra)

[32].

2. abra Azalomycin F4a szerkezete. A marginolaktonokra jellemz6
laktongyiirthéz  csatlakozd, guanidino funkciés csoporttal
rendelkez6 oldallanc z6lddel kiemelve.
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Maga a primycin megnevezés egy tobbkomponensii antibiotikum-komplexet takar,
melynek komponensei szerkezeti sajatossagaik alapjan 3 f6 csoportot (A, B és C) alkotnak.
Vékonyréteg kromatografias elvalasztas alapjan ezen 3 f6 csoportba Gsszességében tobb, mint
husz kiilonb6zé komponens sorolhato [33]. A marginolaktonokra jellemz6 modon az alapvaz
kémiai szerkezetének kialakitasaban minden esetben egy 36 tagu laktongyiiri, illetve a guanidino
funkcids csoporttal rendelkez6 oldallanc vesz részt, mely kiegésziilve a C-18 (R1) és C-2 (R2)
oldallanc variansokkal eredményezi az egyes primycin komponensek végleges szerkezetét (3.
abra). A primycin-komplexet alkotd6 komponensek mar 6nmagukban is antimikrobialis hatassal
rendelkeznek, de ezen egyedi komponensek altal gyakorolt hatas messze elmarad az
anyagkeverék esetében megnyilvanuld antimikrobialis tulajdonsagoktdl, azaz az egyes

komponensek egymas hatasat szinergista modon tovabb erdsitik.

R, R,
OH

AT O .\OH Primycin Al, B1, C1: - (CH,),CH,
’ ) Primycin A2, B2, C2: - (CH,),CH,

OH  'OH -
Primycin A3, B3, C3: -(CH,);CH;

Primycin B1, B2, B3: -H
Primycin B1, B2, B3: - OH

3. abra Primycin komponensek altalanos szerkezeti képlete.

3.3. Primycin bioszintézis utvonal

Mint ismert, szamos klinikai jelentéséggel bird masodlagos anyagcseretermék szintézise zajlik
poliketid szintdz és nem-riboszomalis peptid szintaz (NRPS) enzimkomplexeken keresztiil,
konzervalt tiotemplat mechanizmusok altal [34, 35]. A bakterilis szervezetek altal termelt,
diverz szerkezeti felépitéssel rendelkezd poliketid molekuldk bioszintézise alapvetéen 4 eltérd
tipusu PKS altal szabalyozott szintézis Utvonalon zajlik. Ennek megfeleléen az egyes
multienzim-komplexet alkotd egyedi enzimek struktiralis szervezédése alapjan
megkiilonboztetiink moduléris I-es tipust, iterativ I-es tipust, I1-es tipusu és Ill-as tipusa PKS-

eket.
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Elsésorban makrolidok, poliének és poliéterek bioszintéziséért felelés modularis I-es
tipustt PKS-ek olyan modulokba szervezédott multifunkciés enzimek, melyek jol elkiiloniild,
nem iterativ modon miikdodd katalitikus domén készlettel rendelkeznek. Ezen modulok
mindegyike a novekvo poliketid lanc bioszintézise soran egyetlen lanchosszabbitdo 1épést
katalizal, mint ahogyan azt a behat6an tanulmanyozott 6-deoxieritromicin B szintaz (eritromicin
PKS) kapcsan emliti az irodalom [36]. Ezzel szemben az iterativ I-es tipusii PKS-ek miikddése
soran egy adott modul akar tobb lanchosszabbitd 1épést is katalizalhat. Ezen tipus eléfordulasa
prokariotak korében ritka és tobbnyire Kis aromas molekulak vagy poliének szintéziséért
feleldsek, mint példaul az egyes Streptomyces fajok altal termelt azalomycin [37].

A kizarolag bakterialis szervezetekre jellemz6 ll-es tipusu PKS-ek olyan multienzim-
komplexek, melyek egyetlen, iterativ médon miikodé domén készlettel rendelkeznek. Ezen tipus
altal bioszintetizalt bioaktiv metabolitok elsdésorban aromads, gyakran policiklikus poliketidek
(pl.: tetracenomycin C). Az l-es tipusu PKS-hez hasonloan a II-es tipusit PKS enzimkomplex
esetében is az acil-karrier protein (ACP) domén segitségével torténik az acil-KoA szubsztrat
aktivalasa és a novekvo poliketid intermedier kdzvetitése.

Féleg novényekben jellemzd, azonban az utobbi idében szamos baktérium kapcsan is leirt
Ill-as tipusu PKS esetében iterativ modon miikodé homodimer ketoszintdz enzim végzi a
kiilonboz6 hosszasagh aromas poliketid molekulak bioszintézisét, amely soran a kondenzaciot
katalizalo aktiv centrumok ACP kozvetitése nélkiil képesek felismerni a lanchosszabbito acil-
KoA molekulakat [38].

A modularis poliketid szintdz és a nem-riboszémalis peptid szintdz enzimkomplexek kozott
fellelhetd strukturalis és katalitikus hasonldsagokbol adoddan szadmos esetben megfigyelt
jelenség, hogy az I-es tipusu PKS és az NRPS modulok egymashoz kapcsolddva, kozos egységet
alkotva hibrid bioszintetikus Gtvonalakat hoznak létre [39]. Ezenfeliil szintén nem ismeretlen az
irodalom szdmara a kiilonboz6 PKS tipusokbdl 4llo kevert bioszintetikus utvonalak sem, mint

példaul Ill-as és I-es tipus vagy l-es és Il-es tipusbdl allé ttvonalak [40].
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Modularis I-es tipust PKS

Loading PKS PKS PKS PKS
(modul 1) (modul-2) (modul-3) (modul-4) (modul-4)
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4, abra A kiilonboz6 tipust poliketid szintazok Osszefoglald abraja. A modularis I-es tipusi PKS
mikddését a 6-deoxieritromicin B szintaz (DEBS) példajan, a Il-es tipusi PKS milkodését a
tetracenomycin C bioszintéziséért felelds PKS (TcmKLM) példajan, mig a I1I-as tipust PKS mitkodését
a Streptomyces lividans kapcsan leirt I1I-as tipusu PKS (RppA) példajan keresztiil szemléltetve [38]. Az
abran feltiintetett domén roviditések: ACP - acil-karrier protein, AT - aciltranszferaz, DH - dehidrataz,
KR - ketoreduktaz, KS - ketoszintaz.
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A primycin molekuldk bioszintézise, hasonléan mas guanidin oldallancot hordozé
makrociklikus poliketidekhez, szintén a bakterialis I-es tipust poliketid szintézis Gtvonalon
zajlik. A szintézis utvonalban résztvevé multifunkciés PKS enzimek strukturalis felépitésiiket
tekintve modulokba szervezddnek, mely modulokat jol definidlt enzimatikus folyamatokért
felelds, egymashoz kovalensen kapcsolodo Katalitikus centrumok (domének) alkotnak. Minden
egyes PKS modul felépitésében alapvetéen résztvevd domének a ketoszintaz (KS),
aciltranszferaz (AT) és acil-karrier protein (ACP), melyek legtobb esetben tovabbi kiegészitd
doménekkel kombinéacioban fordulnak eld, tgymint ketoreduktaz (KR), dehidratdz (DH),
enoilreduktaz (ER) és tioészteraz (TE). Altalanossagban a poliketidek bioszintézise soran az AT
domén végzi a novekvd poliketid lanchoz sziikséges specifikus lanchosszabbitd egységek
(tipikusan malonil-KoA, vagy metilmalonil-KoA) felismerését és begytijtését, valamint az ACP
domén 4’-foszfopantotén karjara torténd felhelyezését tioészter kotés révén. A KS domén
katalizalja az ACP-hez kotott (alkil)malonil 1anchosszabbito egység és a szomszédos modul ACP
doménjéhez kotott acil-tioészter kozott végbemend dekarboxilativ Claisen-kondenzaciot (szén-
szén kotés kialakitasat). Amennyiben a modulban tovabbi aktiv centrumok vannak jelen, ugy
annak megfeleléen a névekvd poliketid lanc tovabbi modosulasokon megy keresztiil. Ennek
megfeleléen a KR domén katalizalja a novekvé alkil-lanc B-keto csoportjanak B-hidroxil
csoportta torténé redukcidjat NADPH segitségével, a DH domén eltavolitja a B-hidroxil
csoportot a-f kettdés kotést létrehozva, mig az ER domén katalizélja az a-f kettds kotés
redukcidjat B-metilén csoporttd szintén NADPH segitségével. A szintézis utvonal végséd
1épéseként a C-termindlis TE domén végzi az azt megel6z6 modul ACP doménjéhez kotott
poliketid lanc hidrolizisét eldidézve a poliketid végtermék enzimkomplexrdl térténd szabadon
bocsatasat [40, 41].

A PKS multienzim miikodéséhez kothetd katalitikus folyamatok mellett a termék
kialakitasaban még szamos tovabbi bioszintézis enzim is aktivan koézremiikodik. A guanidin
oldallanccal rendelkezé poliketid molekuldk bioszintézisének nélkiilozhetetlen kiindulasi
egysége a L-arginin prekurzor szintézis titvonalon keresztiil szintetizalodo 4-guanidinobutanoil-
KoA molekula. A tobblépcsds szintézis folyamat katalizalasat, amely soran L-argininb6l 4-
guanidinobutiramid ¢és 4-guanidinobutansav kozti termékek keletkezésén keresztil 4-
guanidinobutanoil-KoA képzddik arginin monooxigenaz, 4-guanidinobutiramid hidrolaz és 4-
guanidinobutanoat:KoA ligaz enzimek végzik. Az aktivalt 4-guanidinobutanoil csoport
felhelyezése a PKS multienzim inditd6 ACP doménjére egy dedikalt aciltranszferaz enzim
segitségével torténik, melyet kovetéen a kanonikus I-es tipusu PKS bioszintézis logika mentén

megy végbe a novekvo poliketid lanc szintézise [42].
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Azt kovetden, hogy a TE domén az ACP-hez kotott poliketid lanc tioészter kotésének
hidrolizise révén levalasztja a megszintetizalt szénldncot a PKS enzimkomplexrdl és a ciklizacid
révén megtorténik a végtermék gylirlivé zarddasa, tovabbi posztszintetikus 1épések kdvethetik a
folyamatot. A primycin molekula bioszintézise soran ezen moddositasok egyik potencialis
célpontja a guanidin csoportot tartalmazé oldallanc. Elsdként a desertomycin bioszintézise
kapcsan keriilt leirasra az ureohidrolaz szupercsaladba tartozo amidinohidroldz enzim (DstH),
mely a poliketid molekula amino és guanidino formai kozti atalakulast katalizdlja az amino
szénatom nukleofil tamadasa révén [43]. A szerzOk nagyfoku hasonlosagot allapitottak meg a
DstH ¢és a primycin génklaszterben kodolt géntermék (PriH) kozott, valamint sikeriilt is
azonositaniuk az enzimaktivitasra utalé primycin Al és deguanidino-amino-Al komponensek
jelenlétét fermentacios extraktumokban.

Az arabinozil funkciés csoporttal rendelkezd primycin Al, A2 és A3 homoldgok
bioszintézisének szintén egy késdi szakaszéban keriil sor a cukor csoport felhelyezésére a
megszintetizalt végtermékre. Az Amycolaptosis orentalis kapcsan azonositott glikozidos
poliketid ECO-0501 bioszintézis Gtvonalahoz hasonlé6 mddon a 1épést egy glikoziltranszferaz
enzim katalizalja [44], melynek szintéziséért felel6s gén kozvetleniil a primycin PKS régio

mellett talalhato.

3.4. Primycin hatismechanizmusa

Mint ismert, a makrolid antibiotikumok (pl.: eritromicin) jellemz6 modon a riboszomalis RNS
komplex 50S alegységhez kapcsolodva gatoljak a baktériumok fehérjebioszintézisét [45], ezzel
szemben a makrolid antibiotikumok egy sziikebb csoportjat alkotdé marginolaktonok elsdsorban
a sejtmembran szerkezetének karositasa révén fejtik ki hatasukat. A primycin
hatasmechanizmusat tekintve szintén ez utobbi, sziikebb antibiotikum csalddra jellemzd
membran timadasponttal jellemezhetd.

Els6ként Horvath és munkatarsai figyelték meg, hogy Bacillus subtilis sejtszuszpenzidhoz
bakteriosztatikus koncentracidban adagolt primycin az optikai denzitas hirtelen lecsokkenését,
illetve ezzel egyidejiileg a sejtszuszpenzid vezetOképességének novekedését eredményezte. A
jelenség kapcsan igazoltak, hogy a primycin a bakterialis sejtmembran dezorganizacidja révén
képes novelni az ionpermeabilitast [46].

Hasonld kovetkeztetésre jutottak Virag és munkatarsai is a primycin antifungalis
aktivitasanak vizsgalata soran. Eltér6 membranszerkezeti karakterisztikaval rendelkez6 Candida
albicans (33erg™ torzs és erg-2) torzseken végzett kisérleteik alkalmaval megfigyelték, hogy a

primycin molekulak és a sejtmembran kozott direkt kdlesonhatéas alakul ki, mely a foszfolipid
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kettOsrétegének dezorganizacidjaval jar. A membranban végbemend strukturalis valtozasok a
membranfunkciok elvesztéséhez vezetnek, ami végsd soron az intracellularis sejtkomponensek
kiaramlasat eredményezi. Ezen kolcsonhatasok soran a primycin molekulak elsédleges célpontjai
a membranban talalhato telitetlen zsirsavak, ebbdl kifolyolag a membran komplexitdsa, azaz a
sejtet hatarold kettOsréteg zsirsavosszetétele dontéen befolyasolja a hatas mértékét [47-49].
Szintén a marginolaktonok sejtmembran tamadaspont szemléletét erdsiti az azalomycin
Fsa antibiotikum, mely a primycinhez hasonldé guanidin oldallancot hordozé makrociklikus
poliketid. Laktongytirtje révén képes erds kolcsonhatasba Iépni a sejt foszfolipid kettdsrétegének
polaris fejrészével, minek kovetkeztében noveli a sejtmembran permeabilitasat. Ezzel
parhuzamosan hatékonysagukat tovabb noveli, hogy az antibiotikum molekula pozitiv toltéssel
rendelkezd guanidin oldalldnca és a sejtmembranhoz kapcsolddé negativ toltéssel rendelkezo
lipoteikolsav kozott szintén fellépd elektrosztatikus kolcsonhatassal egyiittesen idézi el6 a sejt
autolizisét, ahogyan azt Yuan és munkatarsai (2018) meticillin-rezisztens S. aureus (MRSA)

sejtek esetében megfigyelték [50].

3.5. Fermentacios eljarasok
A mikroba torzsekkel végzett fermentacio széles korben alkalmazott folyamat a gyogyszeripari
biotechnologidban, amely soran valtozatos kémiai szerkezetli, kedvezd farmakoldgiai hatasu
anyagok bioszintézisét végzik. Nagylizemi léptékben az ipari jelentdséggel biré bioaktiv
metabolitok eldallitdsa szilard kozegli (solid state fermentation, SSF) vagy folyadék kultirés
(szubmerz) fermentaciods eljarasok révén torténik [51]. A szilard kozegii fermentacid soran a
mikroorganizmusokat tipanyagban gazdag, szilard feliileten tenyésztik minimalis szabad viz
jelenlétében. A rendszer az alacsony vizaktivitasnak koszonhetéen kevésbé érzékeny a
bakteridlis szennyezddésre, ezért Iényegesebben alacsonyabb a sterilizalassal jaro energiaigénye
a szubmerz fermentacidkhoz képest. A technologia gazdasagilag még szamos tovabbi eldnyt
kinal (pl.: alacsony lizemeltetési koltség, kivalo térfogat-termelékenység, egyszerii feldolgozas),
azonban ipari elterjedése a szubmerz fermentaciokhoz képest mégis limitalt, minthogy mérnoki
szempontbol kevésbé szabalyozhato folyamatrol van sz6 [52]. A SSF korlatainak dacara szamos
ipari jelentdséggel bird enzim termeltetése zajlik SSF eljarassal - elsédlegesen az Aspergillus
nemzetségbe tartozo gombak révén - ugymint cellulazok, amilazok, proteazok és lipazok [53,
54].

A szubmerz eljaras soran a mikrobak novekedéséhez sziikséges tapanyagok vizes
kozegben, oldott vagy szuszpendalt formaban allnak rendelkezésre ¢és a termelt

anyagcseretermékek (pl.: antibiotikumok, alkoholok, szerves savak, vitaminok, stb.) legtobb
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esetben a fermentacios tapoldatba valasztodnak ki. A folyadékkulturas fermentaciok kapcsan
harom alapvetd moddszert kiilonboztetiink meg: szakaszos (batch), rataplalos-szakaszos (fed-

batch) és a folyamatos tenyésztési rendszer (5. abra) [55].
Batch Fed-Batch Folyamatos

Betaplalas Kivezetés  Betaplalas Kivezetés  Betaplalas Kivezetés
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5. abra A batch, fed-batch és folyamatos fermentacids folyamatok sematikus abraja (X= biomassza, S=
szubsztrat, P= termék, t= id6, V= térfogat).

Batch fermentaci6 soran zart rendszeren beliil torténik a mikoorganizmusok tenyésztése.
Az anyagcsere folyamatokhoz sziikséges szubsztratok mar a fermentacids folyamat kezdetétol
rendelkezésre allnak a termeld szervezetek szamara, melyet elméletben késdbbi input nem kovet.
A gyakorlatban ez aldl kivételt képezhet néhany esetben a habgatld utdlagos rataplalasa, illetve
a fermentacids tapkozeg pH-jat szabalyozé agensek bejuttatasa. A fermentacios taptalaj beoltasat
kovetden a mikrobak fejlodése klasszikus novekedési gorbét kovet.

Szemben a batch fermentacios eljarassal a fed-batch technologia egy félig nyitott rendszer,
amelyben a kimeriil6 tapanyagforrasok folyamatos visszapotlasa révén akadalyozzak meg a
szubsztrat limitacid kialakulasat. A technologia alapvetd eljarassa valt és sikeresen alkalmazhatd
olyan esetekben, ahol katabolikus represszio 1éphet fel a magas cukor koncentracio
kovetkeztében [56]. Ezen fermentacids eljaras soran a friss tapkomponensek kontrollalt,
aszeptikus betaplalasat kovetden nem torténik termékelvonds, igy az i1dd elérehaladtaval
fokozatosan novekszik a fermentlé térfogat a bioreaktorban. A megnytjtott exponencidlis
novekedési fazisnak kdszonhetéen nagyobb biomassza termelés indukalhato, amely végsd soron
tobb terméket eredményez. Jo példa erre a Streptomyces clavuligerus altal termelt klavulansav
fermentacioja, ahol fed-batch fermentaciora torténd atallassal sikeriilt hozamnovekedést elérni a
korabban alkalmazott batch fermentaciokhoz képest [57].

A nyitott rendszerti folyamatos fermentacié soran a friss tapanyagokat folyamatosan
adagoljak a bioreaktorhoz, mellyel egyidejiileg a sejteket és kiillonbdz6 metabolitokat tartalmazo,
azonos mennyiségli fermentlevet tavolitanak el a rendszerbdl. A szubsztradtok rendszeres
1dékozonként torténd betaplalasa eldsegiti a mikrobak exponencidlis novekedési szakaszadnak
hosszabb tava fenntarthatésagat, mig az eléregedett fermentlé elvondsa révén kikiiszobdlhetd a

toxikus melléktermékek okozta gatld hatas. Mindamellett az eljaras soran valos kockazatot jelent
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a kontaminacid és a termeld torzs esetleges mutacidja. A folyamatos fermentdcios eljarés
szabalyozasa tobb lehetséges modon valosulhat meg: a kemosztat elven miik6dé fermentaciok
soran egyetlen tapanyag hatdrozza meg a mikrobidlis novekedést, igy a limitadld szubsztrat
fermentaciok soran szubsztrat limitacio nélkiil folyik a tenyésztés a sejttomeg allando értéken
tartasaval, melyet a tenyészet optikai denzitasa alapjan hataroznak meg; auxosztat eljarasok soran
a rataplalas mértékét pedig valamely valtozo paraméter (pl.: pH, oldott oxigén) alapjan

hatarozzak meg [51, 58].

3.5.1. Hagyomanyos fermentdcio optimalizalds
A megfeleld fermentacios koriilmények (pl.: pH, hdmérséklet, keverési sebesség, levegdztetés
stb.), illetve a termeld kozeg Osszetételének (pl.: szén, nitrogén és asvanyi forrasok) koriiltekintd
megvalasztasa alapvetéen meghatarozza a termelé szervezetek anyagcsere folyamatait. A
fermentacios folyamat optimalizaldsa altalaban szédmos kihivassal jard6 €s munkaigényes
folyamat, azonban ezen paraméterek finomhangolasa lehetdséget biztosit a maximalis bioaktiv
metabolit termelés eléréséhez. A termelés hatékonysaganak novelésére kiilonféle stratégiak
allnak rendelkezésre a klasszikus, de napjainkban is még gyakran alkalmazott ,,egyszerre egy
faktor” (One Factor at a Time, OFAT) modszert6l az egyre népszeribb modern matematikai,
statisztikai alapa (pl.: Response Surface Methodology, RSM; Plackett-Burman design, PBD)
eljarasokig [59]. A szekunder metabolitok széles valasztékat szintetizalni képes Streptomyces
fajok fermentacidos koriilményeire irdnyuldan szdmos optimalizaldsi torekvés ismert az
irodalomban, melyek koziil a tapkozeg Osszetételének optimalizalasa az egyik legintenzivebben
kutatott teriilet [60]. A mikrobialis anyagcsere folyamatokhoz nélkiilozhetetlen szén- és
nitrogénforrasok mindségi és mennyiségi beallitasa [61-63] mellett nem elhanyagolandé a
bioaktiv szekunder metabolit bioszintézis szempontjabol a termelékozegben rendelkezésre alld
prekurzorok adagolasanak optimalizalasa. Ennek jelentOségét példazza szamos Streptomyces
torzs bioaktiv metabolit hozamnovekedését leird tanulmany, ugymint a klavulansav-termel6 S.
clavuligerus esetében az ornitin [64, 65], a tylosin-termel6 Streptomyces fradiae-nél a
palmitinsav, illetve a daptomycin-termelé Streptomyces roseosporus-nal a natrium-dekanoat
alkalmazasa. Utobbi esetében 72-szer nagyobb mennyiségii daptomycin szintézise volt elérhetd
natrium-dekanoat jelenlétében a dekansavhoz képest [66].

Egy adott szubsztrat valtoztatasan keresztiil megvalosul6 klasszikus tapkdzeg optimalizalo
eljarasok ugyan célravezetéek és konnyen kivitelezhetd eljarasok, azonban gazdasagossaguk és

iddigénylik miatt mindinkabb hattérbe szorulnak. Minthogy a tapkozeg Osszetétele és a termeld
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szervezet kornyezeti paraméterei egyarant jelentdésen befolyasoljak az antibiotikum termelést,
ezaltal az alacsony koltségli szubsztratok ¢és a legkedvezdbb kornyezeti feltételek
kombinaciojanak hasznalata egyiittesen segiti az antibiotikum termelés hozamanak javitasat,
valamint a termelési koltségek és az id6 minimalizalasat [67, 68]. A statisztikai kisérleti
megkozelitések révén, az 6sszes befolyasold paraméter kollektiv optimalizaldsaval lekiizdhet6 a
konvencionalis technikak limitacidja és relative gyorsan és nagy hatékonysaggal meghatarozhato

a fermentacios folyamatok szempontjabol legeldnydsebb paraméterek kombinacidja [69].

3.5.2. Primycin fermentdcio

A primycin bioszintézisét a Pseudonocardiaceae csaladba tartoz6é Gram-pozitiv (G+) fonalas
baktérium, a S. azurea végzi, mely mindezidaig a primycin egyetlen ismert termeld szervezete
[70]. A Valyi-Nagy és munkatarsai altal izolalt termel6 torzs eredetileg ugyan primycin
szintézissel volt jellemezheté, azonban az antibiotikum termelés mértéke (250-300 pg/mL)
becslések szerint egy nagysagrenddel elmaradt az iparilag rentdbilis hozamtél (2000-3000
ug/mL). Az ipari hasznosithatésag szempontjabdl is elfogadhatdé hozam elérése a termeld
szervezet klasszikus mutagenezise révén valt elérhetévé [71]. A primycin-termeld ipari torzs
hiteles taxonomiai besoroldsa a Valyi-Nagy munkassagat kovetd években meglehetdsen
bizonytalan és nehezen kdvethetd, azonban a 2010-es évek soran Pénzes-Hlivos és munkatarsai
révén megtortént a torzs molekularis biologiai alapokon nyugvéd rendszertani azonositasa. Az
eredmények igazoltak, hogy a jelenleg ipari primycin-termel6 térzsként szamontartott S. azurea
SZMC 14600 ténylegesen a Runmao altal leirt S. azurea faj képviseldje [70].

A termeldszervezet felhasznaldsaval zajloé termeltetési folyamat iparilag szabalyozott
koriilmények kozott jelenleg batch fermentacios eljarassal torténik, egy empirikusan
meghatarozott, antibiotikum szintézisre optimalizalt komplex tadpfolyadékban. A sejtek optimalis
novekedéséhez és zavartalan anyagcserefolyamataikhoz szerves szén- (vizoldhat6 keményitd) és
nitrogénforras (szojaliszt), asvanyi sok (NaCl, CaCOs és KH2POg), illetve az antibiotikum
termelés szempontjabol kulcsfontossagii megfeleld prekurzor (sztearinsav, napraforgdolaj)
molekuldk 4llnak rendelkezésre a fermentdcidos médiumban. Noha a magas zsirsavtartalmi
ndvényi olajok, mint antibiotikum szintézis prekurzorok gyakran szerepelnek az ipari
fermentacios tapoldatok Osszetevoi kozott [72], csak limitalt mennyiségli ismeret all
rendelkezésre olyan fermentaciok kapcsan, ahol direktbe alkalmazott, szabad zsirsavakat
hasznaltak volna fel az antibiotikum termelés hozamanak fokozasdra. Utobbira példa a
palmitinsav Streptomyces fradiae tilozin termelésére gyakorolt pozitiv hatdsa, mely nem csupan

mikrobdk novekedése szempontjabol bizonyult elénydsnek, hanem ezzel egyidejlileg jelentds
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mértékii antibiotikumtermelés novekedés is tapasztalhatd [73]. Ezzel szemben a valtozatos
zsirsavosszetételli novényi olajok alkalmazasa tobb antibiotikum-termeld szervezet kapcsan is
igazolta hozamfokoz6 hatasat, mint ahogy azt az eritromicin-termelé Saccharopolyspora
erythraea [74], a salinomycin-termel6 Streptomyces albus [75] vagy éppen a tetraciklin-termeld
Streptomyces aureofaciens [76] esetében leirtak. Primycin fermentacié szempontjabol
mindezidaig nem tortént atfogod szubsztrathasznositdsi vizsgalat, melynek targya az antibiotikum

bioszintézis szempontjabol meghataroz6 zsirsav prekurzorok lettek volna.

3.6. Rekombinans DNS technikak ipari alkalmazasa

Az ipari szempontbdl relevans mikrobak bioszintetikus képességeinek javitdsa a szintetizalni
kivant metabolitok hatékonyabb és nagyobb mennyiségben torténd eldallitasa érdekében a
modern biotechnologia egyik sarkalatos pontja. A fermentacido termelékenységének ido-,
energia- és koltséghatékony modon torténd, jelentds mértékii ndvelése igazan csak a mikroba
torzsek genetikai tartalmanak modositasaval valt elérhetévé. A termeld szervezetek
orokitéanyaganak termelés szempontjabol kedvezd iranyba torténd valtoztatasa kezdetben
mutagenezisen ¢€s az azt kovetd szkrineléses / szelekcids eljardsokon nyugvé hagyomanyos
torzsnemesités alapjan zajlott. A tudomany fejlddésével ezt idével olyan genetikai rekombinacios
technikak valtottak fel, mint példaul a protoplasztfiizid, transzformacid, konjugacido és
rekombinans DNS technolégia.

A mutagenezisen alapulé konvencionalis torzsnemesitések révén szamos ipari
antibiotikum termel6 mikroba torzs fermentacioja soran sikertilt jelentés mértéki titernovekedést
elérni [77]. A 20. szazadi toérzsnemesitési torekvések egyik legismertebb sikertorténete a
penicillin-termel6 Penicillium chrysogenum NRRL 1951 mutans torzseinek létrehozasa volt,
melyek segitségével 3 nagysagrendet is meghaladd novekedést értek el a penicillin felfedezését
kovet6 éra els6dleges ipari termeldjeként szamontartott torzsnél [78]. Bar az 1960 évektol voltak
korai torekvések a rekombinans technikak ipari hasznositasara, de az attorést csak Cohen és
munkatarsainak attéré6 munkassaga hozta meg az 1970-es években, amikor in vitro megalkottak
az elsé bakterialis plazmid konstrukciot, melyet sikeresen transzformaltak Escherichia coli
sejtekbe. Ezzel széles korben lehetové valt a rekombinans géntechnoldgiaval modositott
organizmusok eldallitdsa és célzott ipari felhasznaldsa. Szintén jelentds eldrelépés volt a
protoplasztfuzios technikak elterjedése az 1980-as évektdl, melynek segitségével jelentds kezdeti
sikereket értek el a mar emlitett P. chrysogenum, a karbapenem-termeld Streptomyces griseus
[79] vagy éppen a cefalosporin C-termelé Cephalosporium acremonium (syn. Acremonium

chrysogenum) torzsekkel [80]. A rekombinacioval létrehozott mutansoknal az antibiotikum
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hozam novelése, illetve az ipar szempontjabol elényds tulajdonsag (pl.: szubsztrathasznositas,
novekedési sebesség, sporaképzés) felerdsitése mellett akar 0j antibiotikumok szintézise is
indukalhato az adott termel6 torzsben [81].

Altalanos értelemben véve az ipari torzsnemesitést célzo rekombinans DNS technolégiak
alkalmazasa valamely gazdasagi elénnyel bir6é gének szabalyozott expressziojan alapul. Ez alatt
értiink minden olyan genetikai rekombinacidos eljarast, amely kiilonb6z6 szervezetekbol
szarmaz6 genetikai anyagok izolalasa, kombinalasa, 0j gazdaszervezetbe torténd atvitele és
integralodasa révén 01j genetikai kombinaciok eléallitasat eredményezi. Az Gjonnan létrehozott,
megfeleld szelekciés markerekkel ellatott plazmid vektorok és a specifikus DNS-fragmensek
gazdaszervezetbe torténd bejutasat segitd egyre hatékonyabb atviteli rendszerek (transzformacio,
konjugacié vagy transzdukcid) szisztematikus alkalmazasa 1j tavlatokat nyitott az ipari
antibiotikum termelésben. Ezzel parhuzamosan, az antibiotikum szintézis utvonalak mind
mélyrehatobb megismerése révén lehetdség nyilt a bioszintézisben résztvevé szabalyozo gének
célzott iranyu felhasznaldsara, melyben 11j tavlatokat nyitottak az j generacids szekvenalasi
technologiak megjelenése. A genetikai allomany részletes megismerése - kiilonds tekintettel az
ipar szamadra elsédlegesen fontos bioszintetikus génekre — nélkiilozhetetlen mozzanat a termeld

torzsben rejld antibiotikum termelési képességek feltarasaban.

3.7. A Kkisérleteink soran alkalmazott ij generacios szekvenalasi (NGS) technologiak

Az 1970-es évek végi megjelenését kdvetden majd 30 éven at a Sanger-féle lancterminacios
(didezoxi) szekvenalds szamitott az alapvetd genomszekvenalasi eljarasnak a genomikai
kutatasok teriiletén. A moddszerhez olyan kiemelked6 jelentségli eredményeket tarsithatunk,
mint az 1990 és 2003 k6zott megvalosult Human Genom Projekt [82]. Az utobbi két évtizedben
tapasztalt dinamikus technologiai fejlédésnek koszonhetden azonban az 1) generacios
szekvenalasi (NGS) technologiak megjelenése forradalmasitotta az iparagat. A tradicionalis
Sanger modszeren alapulo, elsé generacios kapillaris szekvenalassal szemben jelentds attorést
eredményezett a nagy ateresztOképességli NGS technoldgiak sokoldalisaga, amely tobb minta
massziv, parhuzamos analizisét teszi lehetévé egyidejiileg, koltséghatékony modon, révid 1d6
alatt.

A masodik generacidos szekvendldsi modszerek alapvetden két fobb kategdridba
csoportosithatok, ugymint szekvenalas ligalassal (SBL), illetve szekvenalas szintézissel (SBS)
[83]. Mindkét esetben enzimatikus alapon miikodé szekvenalasi eljarasrol beszéliink.
Altalanossagban véve az SBS médszer soran a DNS polimeraz aktivitasan alapul a szekvenalasi

folyamat €s fluorofor altal emittalt fény detektalasan vagy az ionkoncentracio valtozasa alapjan
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torténik a szintetizaldddo DNS szalba beépiilé nukleotid meghatarozasa. Ezzel szemben az SBL
nem hasznal DNS polimerazt a nukleotidok beépitéséhez, hanem DNS-ligaz medialt iton zajlik
a szekvenalasi reakcio, amely soran a fluoroforral jeldlt, ismert dinukleotidokat tartalmazo proba
hibridizal a templat DNS fragmentummal a szintetizal6do szal szomszédos oligonukleotidjahoz

crer

fluorofor emisszids spektruma alapjan torténik.

3.7.1. S. azura SZMC 14600 genomszekvenalasa

Felismervén, hogy a Streptomyces genomok analizise felbecsiilhetetlen forrasat jelentheti az 1j
gyogyszerek felfedezésére iranyuld torekvéseknek, a dinamikusan fejlodé bioinformatikai
hattérrel megtamogatott genomszekvenaldsi projektek vilagszerte szamos egyéb, ritka
aktinomicéta fajra is fokozatosan kiterjedtek. Ezt a nemzetkozi trendet kovetve 2012-ben két S.
azurea tdrzs, név szerint a Runmao altal leirt S. azurea NA-128" (= DSM 44631) tipustdrzs [25],
illetve a magyar vonatkozasu S. azurea SZMC 14600 [84] genomszekvenalasa is parhuzamosan
megtortént. Az emelt primycintermeld-képességgel jellemzett S. azurea SZMC 14600
genomszekvenalasa a szegedi BayGen Intézetben valdsult meg, melyet a rovid leolvasasi kerettel
dolgoz6 (50 bazispar) SOLID 3 Plus, illetve a hosszabb leolvasasi kerettel (400-500 bazispar)
dolgoz6 Roche 454 FLX szekvenalo platformokat kombinalva hajtottak végre.

A PTE TTK Altaldnos és Kornyezeti Mikrobiolégiai Tanszékén tortént genomszekvenalasi
adatok feldolgozasanak eredményeként Csepregi és munkatarsai elkészitették a primycin PKS
bioszintetikus génklaszter elsd, részleges leirdsat, valamint Kovacs-Valasek és munkatarsai
nyoman megsziiletett egy mindaddig ismeretlen NRPS és egy PKS/NRPS hibrid kriptikus
bioszintetikus génklaszter jellemzése is [85]. Bar a genomszekvenalasi adatok birtokaban
részletes képet alkothattunk a primycin bioszintetikus génklaszter strukturalis felépitésérdl, a
bioszintézisért felelds gének fermentacios koriilmeények kozott torténd megnyilvanuldsa tovabbra

is megvalaszolatlan kérdés maradt.

3.7.2. S. azura SZMC 14600 RNS szekvendlasa

Azzal, hogy a 2000-es évek elejétél kezdddéen egyre nagyobb szamban valtak elérhetévé
kiilonb6zé aktinomicéta (elsGsorban Streptomyces) fajoktdl szarmazd joO mindségii teljes
genomszekvenalasi adatok [86-88] nyilvanvalova valt, hogy szamos faj esetében genomi szinten
joval nagyobb gyakorisdggal fordulnak el6 mésodlagos anyagcseretermékek bioszintéziséért
felelos génklaszterek, mint az a klasszikus fermentacios eljarasok alapjan prediktalhato lenne

[89]. Ebbdl kifolyolag a genomszekvenalasi adatok elemzése (,,genome mining”) egy 1j,
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alternativ folyamatot biztosit a biologiailag aktiv szekunder metabolitok felfedezésére, valamint
a mar ismert bioszintézis Utvonalak mélyrehatobb megismerését is lehetévé teszi [44, 90].
Mindazonaltal a bioszintetikus génklaszterek pusztan strukturalis genomikai alapokon nyugvo
megkozelitése csupan a meglévo potencial feltarasat szolgalja. Az antibiotikum termel6 térzsek
bioaktiv metabolit termelésének hatterében allo gének csak is funkcionalis vizsgalatok tiikkrében
értelmezhetdek.

A metabolikus folyamatok soran megnyilvanuld gének expresszios aktivitdsanak
vizsgalatara tobb, széles korben elterjedt mérési modszer 1étezik. Az egyik alapvet6 és legrégebbi
mérési technika a Northern-hibridizacio, mely az atirt transzkriptum mennyiségén tul annak
mindségérél (pl.: méret, degradacid) is informaciot nyujt. Az izoladlt RNS molekuldk
elvalasztasan ¢és membranhoz kotott specifikus probaval torténd hibridizacion alapulé modszer
kivéaloan alkalmas egy adott sejt pillanatnyi génexpresszios allapotanak jellemzésére, habar a
munkafolyamat rendkiviil munkaigényes és nagy mennyiségii RNS-t igényel. Ujabb eljaras, de
szintén a hibridizacié elvén mikodd technologia a DNS chip (DNA microarray), melynek
elterjedése forradalmasitotta a génexpresszids profilalkotast. A pordzus membran helyett szilard
hordoz6 feliiletére szabalyos elrendezésben kikotott nagyszami, jelolt specifikus DNS
szekvencia, masnéven proba (pl.: gén fragmentum, oligonukleotid) révén akar tobb ezer
transzkriptum egyideji analizise is elérhetdvé valt. Ugyan ezen technikak alapvetd eszkozei a
kiilonb6z6 indittatast génaktivitas vizsgalatoknak, azonban sok esetben nem rendelkeznek kelld
szenzitivitassal, igy a valtozatos biologiai folyamatok soran végbemend génexpresszios
véltozasokat csak hozzavetdlegesen képesek reprezentilni. Ezzel szemben a széles korben
hozzaférhetd, nagy érzékenységli €és csak kis mennyiségli RNS-t igényld reverz transzkripciot
kovetd kvantitativ polimeraz lancreakcio lehetdveé teszi az egyes transzkriptum valtozatok €s
homolog RNS molekulak specifikus azonositasat is, melyet ezaltal gyakran hasznélnak az 4tfogé
génexpresszios vizsgalatokbol (pl.: DNS chip, RNS szekvendlds) szarmaz6 megallapitasok
igazolasara is. Az RNS szekvenalds (RNS-Seq) a nagy ateresztoképességli 1j generacids
szekvenalasi modszerek nyujtotta lehetéségeket kihasznalva részletes bepillantast enged a
sejtben lejatszodo pillanatnyi transzkripcios allapotokba. Az antibiotikum szintézis utvonalban
résztvevd Vvalamennyi kodolé RNS molekulanak egyidejli megismerése lehetdvé teszi a
mikroorganizmusok kiilonféle fiziologiai vagy kornyezeti koriilményekre reagald szabalyozo
mechanizmusainak pontosabb megértését, ahogyan azt tobb iparilag fontos Streptomyces faj
transzkripcios és transzlacios folyamatainak tanulmanyozasat célz6 vizsgalat példazza [91]. A
génexpresszios szintek atfogd analizise tobb egzotikus bioaktiv metabolit, mint példaul

natamycin vagy jamaicamid termelésének hatterében rejlé regulacios folyamat megértéséhez
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segitette hozzd a kutatokat, mely végsd soron fontos eszkozévé valhat a racionalis
gyogyszertervezési eljarasoknak [92, 93].

A primycin bioszintézis transzkripcionalis szinten torténd megismerése lehetdvé teszi
szamunkra az antibiotikum szintézis szempontjabol kulcsfontossagii gének beazonositasat,
melyek potencidlis targetként szolgdlhatnak a bioszintézis ipari szempontbdl torténd
hatékonyabba tételéhez, illetve kontrollalt szabalyozasahoz. Ennek érdekében nem sokkal
azutan, hogy a PTE TTK Altaldnos és Kérnyezeti Mikrobiologiai Tanszék és a PannonPharma
Kft. egyiittmikodésének  keretében megvaldsult a  primycin-termeld ipari  torzs

genomszekvenalasa, a szegedi BayGen Intézetben sor kertilt a torzs RNS szekvenalara is.

3.7.2.1. SOLID (Sequencing by Oligonucleotid Ligation and Detection) szekvendlas

A primycin-termel6 ipari térzs RNS szekvenalasa SOLID v4 platform segitségével tortént. A
SOLID rendszer alapvetden kétfajta konyvtarral dolgozik, mely a felhasznalas modjatol, illetve
a kinyert informaciotdl fliggden lehet fragmentum konyvtar (pl.: célzott Gjraszekvenalas), vagy
mate-pair konyvtar (pl.: De novo szekvenalds). Konyvtarkészités soran a nebulizacioval /
ultrahangos szonikaldssal mechanikusan vagy enzimatikus uton fragmentalt és méretszelektalt
DNS fragmentumokat els6 1épésben univerzalis adapter szekvencidkhoz (P1 és P2) ligaljak. A
templat DNS 5° véghez kotott P1 adapter, illetve a mikrogyongyok felszinéhez kotott
komplementer oligonukleotid szekvenciak hibridizacidjat kovetéen emulzios PCR segitségével

torténik a templat klonalis amplifikacidja (6. abra).
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Emulzié Gyongyfelszml amplifikacio Végtermék
Templatot, primert, dNTP- Atemplat DNS hibridizal a gydngyhdz kétdtt primerrel és 100-200 milli6 gydngy, tobb ezer
t és polimerazt tartalmazo megtorténik azamplifikacio. Amplifikaciot kovetéen a templattal.
micella cseppek. komplementer szal disszocial, gydngyhdz kdtott egyszalu

DNS-t hatrahagyva.

6. abra Adapterhez ligalt fragmentum konyvtar klonalis amplifikacidja emulziés PCR-rel, SOLID
szekvenalas soran [83].

A felsokszorozott templat DNS-t hordozd gyongydket ezt kdvetden egy iliveglemez

feliiletén immobilizéljék, ahol lejétszédik a szekvenalasi reakcid. A fluoreszcensen jelélt proba

crer

hibridizal a szekvenaland6 DNS széllal. DNS-ligdz enzim segitségével az ismert régiohoz kotodo

anchor szekvencia 5’ végén hozzaférhetd foszfat csoportot €s a proba 3’ végén 1évo szabad
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hidroxil csoportot egymashoz kotnek. Ligalast kovetden a proba 5° végérdl lehasadd fluorofor

detektalasaval azonosithatéak a proba adott szakaszaval komplementer bazisok (7. abra) [83].
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Két, ismert azonossagli bazis, valamint az azt koveté degeneralt vagy A fluorofor és tovabbi 3 bazis hasitodik a probarol, 5° foszfat csoportot
univerzalis bazisokbol allé proba hibridizal a templattal; a ligaz hatrahagyva

immobilizalja a komplexet és a lemezrél felvétel késziil

Proéba extenzio
10 kér hibridizacio, ligalas, képalkotas és

GC GT AA CG TT CA AT
I I I I I I I I I I hasitas révén 5 bazisoként 2 bazis
meghatarozasara keriil sor.

Offset (n+2) anchor primer

ijl'akezdés
Egy kor proba extenzidt kovetden, az
Osszes  proba  és  anchor  primer

C GA
JJ LLLLLRLEE T mmmmmmmwmwwmmmmmwb eltavolitddik és 1j kor veszi kezdetét egy

0j offset anchor primerrel

7. abra SOLID (Sequencing by Oligonucleotid Ligation and Detection) alapt szekvenalasi folyamat
sematikus abrazolasa [83].

Mivel a szekvenalas soran 5 bazisonként 2 nukleotid azonositasara keriil sor, az adaptor
szekvencidhoz kotott anchor primer komplett extenzidjahoz 7-10 ligalasi ciklus sziikséges. Ezt
kovetden a megszintetizalt kKomplementer szal (anchor primer - proba komplex) denaturalodik és
kezdetét veszi a kovetkezo ligalasi kor. Az ujabb, 7-10 ligalasi ciklusbol allé kor inditasa, j
(,,offset”) primer hozzaadasaval indul, mely a korabbihoz képest 1 bazissal (n-1) elcstsztatva (3'
vég iranyaba) kotddik az adapterhez. A teljes templat DNS szél lefedésére 6sszesen 5 kor ligalasi
ciklusra van sziikség, mely soran minden bazis kétszeri leolvasason esik at [94].

A SOLID platformhoz hasznalatos probak 8 nukleotidbol all6 (oktamer) szekvencidk,
melyek két bazist hataroznak meg: a 3° végen talalhatdo 2 darab probaspecifikus bazist 6
degeneralt nukleotid (nnnzzz) kdvet, az 5° véghez csatolt 4 lehetséges fluorofor egyikével. A
proba szekvencia 5. és 6. nukleotidja kozott specifikus hasitohely taldlhatd, ahonnan a
fluoreszcens jelolés ligalast kovetden lehasad. Mivel a 16 lehetséges dinukleotid kombinaciéhoz
egyenként nem tarsithatd egyedi fluorofor, ezért a rendszer 4 fluoreszcens szignalt hasznal,
melynek mindegyike 4 lehetséges dinukleotid kombinacionak feleltethetd meg (,,color space”
kodolas) (8. abra). A DNS szal szekvencidjanak meghatarozasa a color space kodolas

visszafejtésével hatarozhaté meg [95].
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8. abra SOLID szekvenalasnal alkalmazott
szinkodolasi séma, négy lehetséges dinukleotid proba
variacioval [95].

A SOLID alapu szekvenalasi eljaras f6 limitacios tényezdje, hogy rovid leolvasasi kerettel
dolgozik, mely megneheziti a szekvenalasi readek pontos Osszeszerelését. Ugyan ezen a téren
tortént eldrelépés és a kezdeti 35 bp-rdl sikertilt 85 bp-ra névelni a leolvasasi hosszt, azonban ez
még mindig jelentdsen elmarad a tobbi NGS technoldgiahoz képest. Emellett szintén a SOLID
rendszer hatranyaként emlitendé a hossz futasi idé (7-14 nap) és hogy nehezen kezeli a
palindrom szekvencidkat. Mindezekbdl kifolyolag a SOLID rendszer nagy, komplex genomok
szekvenalasara nem ajanlott. Ezzel szemben a technologia elénye a kedvezd fajlagos koltsége
(0,13 $ per milli6 bazis), valamint nagyfoku pontossaga (>99,94%) kdszonhetben a rovid read

hossznak és hogy minden bazis kétszeri leolvasasra keriil [96, 97].
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4. CELKITUZESEK

Annak ellenére, hogy az utobbi idében tobb kezdeményezés is indult az antibiotikum kutatas és
fejlesztési torekvések ujjaélesztésére, a klasszikus mikrobioldgiai, analitikai és a modern kor
technologiai szinvonalanak megfeleld genomikai eszk6zoket egyarant O6tvoz6 innovativ
technologiak jelenléte nem mindennapos az iparban. Ezen eljarasok kombinalt felhasznalasaval
munkank céljaul fogalmaztuk meg a primycin ipari 1éptéki eldallitasanak javitasat, valamint a
primycin szintézis hatterében huzodé folyamatok mélyrehatd megismerését a termeld
Saccharomonospora azurea torzsek oOsszehasonlitd strukturalis és funkcionalis genomikai

elemzése révén.

A fenti elveket kovetve az alabbi célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

e A primycin-termeld S. azurea SZMC 14600 és S. azurea DSM 44631 torzsek
antibiotikumtermeld-képességének meghatarozasat klasszikus mikrobioldgiai és analitikai
modszerek segitségével.

e A primycin fermentacios eljaras hatékonysaganak novelését hagyomanyos fermentacio
optimalizaci6 révén.

e A primycin bioszintézisért felelés génklaszter in silico strukturalis jellemzését:

» l-es tipusu PKS strukturgének, valamint a primycin molekula bioszintézisében
résztvevo prekurzor, illetve modositd gének azonositasa.

= A primycin PKS modul és domén szervezddésének jellemzése.

= A multienzim szubsztrithasznositasaért felelds katalitikus domének strukturdlis
vizsgalata.

e A S. azurea SZMC 14600 és S. azurea DSM 44631 torzsek komparativ funkcionalis
analizisét:

=  RNS szekvenalasabol szdrmazd adatok bioinformatikai feldolgozasa.

= A differencialtan expresszalodott gének funkcionalis azonositasa és besorolasa GO
(Gene Ontology), illetve COG (Clusters of Orthologous Groups) rendszerek
segitségével.

= Az eltéré expressziot mutatd gének vizsgalata kvantitativ valos idejii PCR-ral.
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5. ANYAG ES MODSZER

5.1. Alkalmazott mikroorganizmusok

Amycolatopsis orientalis DSM 40040
Bacillus subtilis ATCC 6633
Kibdelosporangium aridum DSM 43828
Saccharomonospora azurea SZMC 14600

Saccharomonospora azurea DSM 44631

5.2. Felhasznalt anyagok

5.2.1. Taptalajok, tapoldatok

Eldinkubacios tapoldat (EI): 3,00% szodjaliszt (Sofarine), 4,20% vizoldhaté keményitd
(Sigma), 0,36% NaCl (Merck), 0,60% CaCOz (Roth), 0,50% napraforgoolaj
(kereskedelemben kaphato), pH 8,0

Fermentacios tapoldat (EF): 4,00% szojaliszt (Sofarine), 4,00% vizoldhaté keményito
(Sigma), 0,30% NaCl (Merck), 0,50% CaCOs (Roth), 0,30% sztearinsav (Sigma), 0,10%
KH2PO4 (Molar), 0,60% napraforgdolaj (kereskedelemben kaphato), pH 9,5

Luria Bertani (LB) agar (Biolab): 1,00% tripton, 0,50% éleszt6kivonat, 1,00% NacCl,
1,30% agar, pH 8,0

Luria Bertani (LB) tapoldat: 1,00% tripton (Biolab), 0,50% élesztokivonat (Biolab),
1,00% NaCl (Merck), pH 8,0

Difco™ Micro Assay Culture Agar (MACA) (BD): 0,50% pepton, 2,00% élesztékivonat,
1,00% dextroz, 0,20% KH2PO4, 0,01% poliszorbat 80, 1,00% agar, pH 6,7
Mueller-Hinton Agar 2 (Sigma): 2,00% marhahuskivonat, 1,75% kazein savas
hidrolizatuma, 0,15% vizoldhat6 keményito, 1,30% agar, pH 7,3

5.2.2. Oldatok

A eluens: 60,00% 10 mM NH4OAc (Molar), hangyasav (Sigma), 40,00% acetonitril
(Sigma)

Butanol-etanol-viz (BEV) oldat: 25,00% n-butanol (Molar), 25,00% etanol (Molar),
50,00% desztillalt viz

Etanolos foszfat puffer: 1,16% K2HPO4 (Molar), 0,91% KH2PO4 (Molar), 25,00% etanol
(Molar)
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5.3. Alkalmazott médszerek

5.3.1. Mikroorganizmusok tenyésztése

A primycin-termeld S. azurea torzsek hosszu tava tarolasa 20% glicerinnel kiegészitett LB
tapoldatban, -80 °C-on tortént felhasznalasig. Az antibiotikum termelés indukalasa egy
tobblépéses fermentacios eljaras soran valosult meg. Az elsd, felszaporitd 1épés soran a termeld
torzset tartalmazo frissen kiolvasztott fagyasztott letétb6l 1 mL-t oltottunk 50 mL EI tapoldatot
tartalmazo 300 mL-es Erlenmeyer lombikba, majd razoétermosztatban 37 °C-on, 2 napig, 200
rpm-en razattuk. Ezt kovetden az alaposan homogenizalt elétenyészetb6l 1 mL-t tovabb oltottunk
50 mL EF tapoldatot tartalmazé 300 mL-es Erlenmeyer lombikba €s a tenyészeteket kisérlet
beallitastol fiiggden 5-7 napig razattuk 28 °C-on, 200 rpm-en.

5.3.2. Antimikrobialis hatas vizsgadlat

A primycin antimikrobialis hatasanak vizsgalatat agardiffizios biologiai értékméréssel végeztiik
el 6tnapos razatott lombikos fermentlé mintakbol [98]. Mintafeltaras céljabol 0,5 mL alaposan
homogenizalt fermentlevet tizszeresére higitottunk BEV-vel, majd egy percen at razattuk
kémcsdrazd segitségével. Az igy kapott homogenizatumbdl kilenctagi felezd higitasi sort
készitettiink etanolos foszfat pufferrel, melynek elsd tagja maga a feltart tenyészet, az utolso
pedig ennek 256X higitasa.

A vizsgalatokhoz referencia standarként kristalyos primycin-szulfat 1 mg/mL-es, BEV-es
torzsoldatat hasznaltuk. A kiindulési torzsoldatot elsdé 1épésként tizszeresére higitottuk szintén
BEV-el, majd kilenctagt felezé higitasi sort készitettliink etanolos foszfat pufferrel az aldbbi
végkoncentraciokat kapva: 100 pg/mL, 50 pug/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 6,250 ng/mL, 3,125
ug/mL, 7,563 pg/mL, 0,781 pg/mL, 0,390 pg/mL.

Az agardiffizios bioldgiai értékmérésre MACA ferde agaron novesztett Bacillus subtilis
ATCC 6633 teszttorzs 24 oras tenyészeteit hasznaltuk. Az agar felszinérdl steril desztillalt vizzel
lemosott sejtekbdl 3 mL (~108 telepformald egység / mL) sejtszuszpenziot oltottunk 200 mL, 50
°C-0s Mueller-Hinton agar 2 taptalajba és alaposan elkevertiik. A beoltott taptalajt Petri-
csészékbe ontottiik és flilke alatt hagytuk megdermedni. Dermedést kovetden dugéfiroval 9 mm
atmérdji, 5 mm mély mintatartd lyukakat furtunk a taptalajba. A lyukakba egyenként 100 pL
mintat, illetve standardot pipettaztunk a higitasi sorok 4-9. tagjait felhasznalva, legalabb harom
technikai ismétlésben, majd a csészéket 30 °C-on, 20 6raig inkubaltuk. Mésnap a gatlasi zonak
leolvasasat mm pontossaggal elvégeztiik, a kapott értékeket atlagoltuk. A standard esetében
abrazoltuk a mért gatlasi zonak nagysagat az ismert koncentraciok fiiggvényében, majd a

pontokra illesztett gorbe egyenletébe behelyettesitve meghataroztuk a mintaknal mért gatlasi
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zonakhoz tartoz6é koncentracid értékeket. A higitasi fokkal torténd korrekciot kovetden

megkaptuk az egyes higitasi tagok esetében mért primycin koncentraciokat, melyeket atlagolva

crer

cres

vizsgalattal parhuzamosan, nagy teljesitményii folyadékkromatografiaval (HPLC) kapcsolt
elektrospray ionizacios tomegspektrométerrel (ESI-MS) is elvégeztik. A razatott lombikos
fermentaciok kiilonb6z6 id6pontjaiban megmintazott fermentleveib6l 0,5 mL alaposan
homogenizalt fermentlé mintat hasznaltunk fel, melyet 4,5 mL BEV-vel tizszeresére higitottunk.
A mintakat ezt kovetbéen egy percig intenziven vortexeltik, majd 3800 g-n 10 percig
centrifugaltuk (Hettich Universal 32). A felillusz6t 0,45 pm poérusméretii, PTFE
(politetrafluoretilén) fecskenddsziirébn (APG Europe) sziirtiik injektalds eldtt. Referencia
standarként kristalyos primycin-szulfat BEV-es oldatat hasznaltuk kozvetlentil, sziirés nélkiil az
alabbi koncentracidokban: 0,05 mg/mL, 0,10 mg/mL ¢és 0,20 mg/mL. A komponensek
elvalasztasat Poroshell 120 SB C-18 (2,7 um, 4,6 x 100 mm, Agilent) oszloppal ellatott Agilent
1100 folyadékkromatograf késziiléken hajtottuk végre. A vizsgalatokhoz izokratikus elvalasztasi
rendszert hasznaltunk, melynek mobil fazisat 10 mM NH4OAc puffer (0,8 g NH4sOAc 1000,0
mL HPLC mindségli vizben oldva és hangyasavval pH 5,0-re allitva) és acetonitril 60/40 v/v
aranya keveréke (Eluens A) alkotta, 0,5 mL/perc aramlasi sebesség mellett. Diodasoros
detektalasi (DAD) modban, 210 nm-en tortént a detektalas, mig a tomegspektrométerrel pozitiv
ionizaciés moédban, m/z 900-1150 tartomanyban tortént a primycin komponensek beazonositasa.

A fermentlé extraktumok mérése soran az MS jel alapjan tortént a primycin komponensek
egyértelmii beazonositasa (9. abra), mig a hozzajuk tartozo DAD (diddasoros detektor) jel
alapjan a koncentracio meghatarozasa (10. abra). A szamitasok soran a primycin komplex 70-
75%-4t kitevo, két konnyen detektalhatdo f6 komponensnek, a primycin Al (m/z: 1077,7) és
primycin C1 (m/z: 945,7) teriilet értékeibdl hataroztuk meg a koncentracio értékeket, a standard
kalibracios egyenesbe behelyettesitve. Minden kisérletet legalabb harom biologia és technikai
ismétlésben végeztiink. Az eredmények statisztikai kiértékelését kéttényezds varianciaanalizissel

(ANOVA) végeztiik GraphPad Prism statiszikai szoftver segitségével.
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9. abra Referencia standarként hasznalt kristalyos primycin-szulfat 0,10
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10. abra Referencia standarként hasznalt kristalyos primycin-szulfat 0,10
mg/mL-es BEV-es oldatanak HPLC kromatogramja.

5.3.4. DNS-DNS-hibridizacio

A Saccharomonospora fajok in silico DNS-DNS-hibridizaciojat (DDH) a Genome-To-Genome
Distance Calculator (GGDC) web szerver (https://ggdc.dsmz.de) segitségével végeztik. A
tavolsag értékek meghatarozasara a nem teljes, draft genomok dsszehasonlitasahoz ajanlott 2-es
formulat (,,Formula 2”) hasznaltuk [99]. A vizsgalatba bevont Saccharomonospora genomok
génbanki hozzaférési szdma: S. azurea SZMC 14600 - AHBX01000000; S. azurea DSM 44631
- AGIU02000000; S. amisosensis DSM 45685 - JAAOYMO000000000; S. cyanea DSM 44103 -
AHLY00000000; S. glauca DSM 43769 - AGJIO0000000; S. halophila DSM 44411 -
AICX00000000; S. marina DSM 45390 - AHLX01000000; S. paurometabolica DSM 44619 -
AGIT02000000; S. piscinae 06168H-1 - VCEKO01000000; S. saliphila DSM 45087 -
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AICY01000000; S. viridis DSM43017 - ABUMO01000000; S. xinjiangensis DSM 44391 -
AICV00000000.

5.3.5. Primycin bioszintézis génklaszter

A primycin bioszintézisért felelés génklaszter azonositasat az antiSMASH (Antibiotics &
Secondary Metabolite Analysis Shell) [100] online szoftvercsomag segitségével végeztiik el. A
program altal bioszintetikus struktirgénként €s a tovabbi bioszintetikus génként azonositott
gének ¢és fehérjék homologia keresését a National Center for Biotechnology Information (NCBI)
szerver nem redundans fehérje adatbazisban végeztiik BLASTp segitségével [101]. Az elvégzett

homolodgia keresésben résztvevd gének pontos listaja az 1. szama mellékletben lett feltiintetve.

5.3.6. Primycin PKS génklaszter azonositdasa és in silico strukturadlis elemzése

A primycin PKS génklaszter azonositasa és tovabbi elemzése antiSMASH és SBSPKS (Structure
Based Sequence Analysis of Polyketide Synthases) [102] online szoftverek, a katalitikus
domének aminosav szekvencidjanak tobbszoros illesztése CLUSTALW program segitségével
tortént [103]. Az adott primycin PKS domének aminosav szekvenciainak illesztését amfotericin,
azalomycin, eritromicin, rapamycin, stambomycin és thailandin PKS hasonl6 karakterisztikaval
biré referencia szekvenciaival végeztiik.

Az NCBI nem redundans fehérje adatbazisban végzett homologia keresés
eredményeképpen nagyfoktl hasonlosagot mutatd K. aridum és A. orientalis fajok képviseldire
szintén Kiterjesztettiik a primycin-termeld S. azurea torzsek kapcsan elvégzett primycin PKS
génklaszter in silico analizisét. A vizsgalathoz felhasznalt genomok génbanki hozzaférési szama:
K. aridum DSM 43828 - FWXV00000000; K. aridum A82846 - QHKI00000000; K. aridum
subsp. largum NRRL B-24462 - JNYMO01000003; A. orientalis B-37 - JXRD01000000; A.
orientalis DSM 40040 - ASJB00000000.

5.3.7. Transzkriptomika

A transzkriptomikai vizsgalatokhoz sziikséges RNS izolalasat 6tnapos EF fermentlevekbdl
végeztiik el Stiekema és munkatarsai altal kidolgozott fenol-kloroformos eljarassal [104]. DNaz
(Promega RQ1-RNase-free DNase) kezelést kovetden a mintdk RNS mennyiségének
meghatarozasat Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific) fluorométeren Qubit™ RNA BR Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific) segitségével, a mindségi meghatarozast pedig Agilent Bioanalyzer
2100 késziileken Agilent RNA 6000 Nano kit segitségével végeztiilk. Mindkét primycin-termeld

S. azurea torzs esetében a tobb bioldgiai ismétlésbdl szarmazo, nagy tisztasagl, azaz megfeleld
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RNS integritas (RIN) értékekkel (RIN >8,5) bir6 RNS mintdk poolozasra kertiltek. Egyesitést
kovetéen az RNS szekvenalast a szegedi BayGen Intézet SOLID v4 szekvenald rendszerével
végeztilk. A szekvenalashoz SOLID total RNA-Seq Kit-et (Thermo Fisher Scientific)
hasznaltunk a gyartoi utasitasnak megfeleléen. A konyvtarkészités soran RiboMinus rRNA
Removal Kit (Life Technologies) alkalmazasaval elsdként 5 pug poolozott RNS minta duasitasat
végeztik el a nagyméretil, riboszomalis RNS molekulak eltdvolitasaval, majd a maradék RNS-t
fragmentaltuk RN4z III enzim segitségével. Az enzimatikus emésztést kovetden szelektaltuk a
100-200 bp méretii frakciot és adapterekhez ligaltuk, ahol ArrayScript™ Reverse Transcriptase
enzim alkalmazasaval 42 °C-on, 30 percig végeztik a komplementer DNS-szal (cDNS)
szintézisét. A CDNS konyvtarat Qiagen MinElute PCR Purification Kit (Qiagen) segitségével
tisztitottuk és 6% TBE-Urea denatural6 poliakrilamid gélben méretszelektaltuk. A 150-250 bp
nagysagl cDNS frakcio felsokszorozasat AmpliTaq® DNA Polymerase-zal végeztiik 100 pL-es
reakcio térfogatban emulzios PCR segitségével. A SOLID P1 DNA Beads gyongyokhoz kotott
szekvenciak amplifikalasa soran alkalmazott hémérsékleti profil: 95 °C - 5 perc (kezdeti
denaturacio), majd 15 cikluson keresztiil 93 °C - 30 masodperc (denaturacio), 62 °C - 30
masodperc (primer kapcsolodas), 72 °C - 30 masodperc (lanchosszabbitas), végiil 72 °C - 7 perc
(végs6 lanchosszabbitas). PCR amplifikaciot kovetden a terméket Agencourt AmPureXP Beads
(Beckman Coulter) segitségével tisztitottuk. A konyvtarak DNS koncentracidjanak
meghatarozasa SOLiD Library TagMan Quantitation Kit (Life Technologies) segitségével
tortént. A gyongyoket végiil szekvenalo lemezekre rogzitettiik és a SOLID v4 szekvenalo

rendszerben elvégeztiik a szekvenalast.

5.3.8. Bioinformatikai analizis
Az RNS szekvenalasbol szarmazoé adatok analizisét a Galaxy szerver online platformjan
(https://usegalaxy.org) végeztiikk [105]. A S. azurea SZMC 14600 és S. azurea DSM 44631
transzkriptomikai ,,read”-ek illesztése a S. azurea SZMC 14600 referencia genomhoz tortént
Bowtie2 segitségével, mig a transzkriptom Osszeszerelést és differencial expresszios
vizsgalatokat a Cufflinks programcsomaggal hajtottuk végre [106]. A legalabb kétszeres eltérést
mutatd (>2 vagy <-2, logz), eltéréen expresszalodott gének funkcionalis annotacidja Blast2GO
(ver. 5.2.4.) szoftverrel tortént [107]. A GO besorolast az NCBI szerver nem redundans fehérje
adatbazisban végeztik BLASTx segitségével, 10e-3 ,,e-value” kimutatasi kiiszob mellett.

A differencialtan expresszaldodo gének (DEG) COG funkcionalis csoportokba torténd
besorolasat a Joint Genome Institute (JGI) Integrated Microbial Genomes & Microbiomes

(IGM/M) rendszer alapjan végeztiik [108, 109].
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5.3.9. Kvantitativ valos idejii PCR (qRT-PCR)

A szekvenalasi adatok feldolgozasanak eredményeképpen tobb olyan eltéré expressziot mutatd
gént sikeriilt azonositanunk a két S. azurea torzsben, melyek potencialisan kdthetk a primycin
bioszintézishez. A kapott eredmények igazolasara hét kivalasztott gén (2. tablazat), koztik az
agmatinaz gén expressziojanak vizsgalatat végeztiik el kvantitativ valos idejii PCR (qQRT-PCR)
segitségével ABI Prism 7900 Sequence Detection System (Applied Biosystems) késziiléken. A
vizsgalatok alapjaul szolgaldo S. azurea RNS mintdkat fiiggetlen fermentaciokbol (biologiai
ismétlések) szarmaz6 fermentlevekbdl izolaltuk Quick-RNA MiniPrep (Zymo Research) kittel a
gyartoi utasitasoknak megfeleléen. Az izolalt mintdk RNS mennyiségének meghatarozasat Qubit
2.0 (Thermo Fisher Scientific) fluorométeren Qubit™ RNA BR Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific) segitségével végeztik. Egy pg totdl RNS-bdl kiindulva RevertAid Reverse
Transcriptase (Thermo Fisher Scientific) segitségével végeztik a CDNS szintézist. A PCR
reakcidhoz Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix-et hasznaltunk 25 pL-es reakcid
térfogatban. A vizsgalt génszakaszOk amplifikalasa specifikus oligonukleotidokkal tortént,

melyeket a 2. tablazat foglal ssze:

2. tablazat A qRT-PCR vizsgalatokhoz hasznalt primerek.

Primer név Target Szekvencia (5' — 3") H(()szzzl::;' g
ABC-1_F ABC transzporter ATP-koto fehérje GGTTCTTTCTTCGGTCTCGTC 21
ABC-1_R (EHK80158.1) CGTGGTCGCACATCAACTC 19
ABC-2_F ABC-transzporter transzmembran GCTCGTGGTGGTCGGTAG 18
ABC-2_R fehérje (EHK80159.1) TCGGACTCAGGATGGTGTG 19
Agm_F agmatindz (BHK80172.1) GGAACACACCGACGACAA 18
Agm R GTTGACCAGACGCCAGAT 18
HK_F kétkomponensii hisztidin kinaz GTCCTGGGCTACTTCGTCCT 20
HK_R (EHK80176.1) GCACCTTGCTCACCGTCT 18
TetR-1_F TetR/AcrR csalad transzkripciondlis ~ GATGACAGCAGCAGGAACAG 20
TetR-1_R szabalyoz6 (EHK88153.1) GGGGAAGTGGCGGTAGAC 18
30-ACP_F 3-oxoacil-(acil-karrier-protein) GGTTGGAGGAGGGCTACG 18
30-ACP_R szintdz (EHK87608.1) GTGGCGGTCGTTCTGCTT 18
30-ACP_III_F  3-oxoacil-(acil-karrier-protein) GCACCAGGACGGGAATCT 18
30-ACP_|I|_ R szintdz Il (EHK84821.1) CGATGTTGACGACGAGACTG 20
G3PDH_F glicerinaldehid-3-foszfat GATGGCTCACCTGCTCAAG 19
G3PDH_R dehidrogendz (EHK85321.1) ATGGGCTCCTCGCTGTAG 18

A PCR paraméterek beallitasa soran az alabbi kondiciokat alkalmaztuk: 95 °C - 10 percig
(kezdeti denaturécio), majd 40 cikluson keresztiil 95 °C - 15 masodperc (denaturacid), 58 °C -

30 masodperc (primer kapcsolddas), 72 °C - 30 masodperc (lanchosszabbitas). A PCR reakcio
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lejatszodasat kovetden az alabbi paraméterek szerint zajlott az olvadasi gorbék felvétele: 95 °C -
15 masodperc, 58 °C - 15 masodperc és 95 °C 15 mésodperc. A relativ génexpresszids értékeket
AACt moédszerrel [110] hataroztuk meg glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) bels6
kontrollra vonatkoztatva. Minden bioldgiai mintat legaldbb harom technikai ismétlésben
vizsgaltunk. Az RNS-seq ¢és az qRT-PCR eredmények kozotti Osszefiiggés kiszamitasara

Pearson-korrelaciot alkalmaztunk.
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6. EREDMENYEK

6.1. Primycintermel6-képesség
A PTE TTK Biologiai Intézet Altalanos és Kornyezeti Mikrobiologiai Tanszék korabbi
munkassaga soran bizonyitast nyert, hogy a Saccharomonospora nemzetségbe tartozo, a S.
azurea-val legkozelebbi rokonsagot mutatd fajok nem rendelkeznek primycintermeld-
képességgel. A vizsgalatokba bevont S. cyanea, S. glauca, S. xinjiangensis és S. viridis ugyan
képesek voltak a primycin termelést indukaldé fermentacios tapoldatban novekedésre és
szaporodasra, azonban antibiotikum termelés nem volt kimutathaté sem a klasszikus
agardiffiizids biologiai értékméréssel, sem pedig a folyadékkromatografids analitikai modszerrel.
Munkank soran a primycintermeld-képesség meglétét vizsgaltuk genomi szinten a
Saccharomonospora nemzetségbe tartozo, nyilvanosan hozzaférheté genomszekvenalasi adatok
atfogd feldolgozasaval. A vizsgalt Saccharomonospora fajok genetikai tavolsaganak
meghatarozasa soran az azonos fajhoz tartozd S. azurea térzsek nagyfoku azonossaga mellett
csupan kismértéki hasonlosagot véltiink felfedezni a S. azurea SZMC 14600 és a nemzetségbe
tartozo tobbi faj kozott (3. tablazat).

3. tablazat S. azurea SZMC 14600 genom 6sszehasonlitasa a Saccharomonospora
nemzetség nyilvanosan elérheté genomjaival, Genome-to-Genome Distance
Calculator (GGDC) alapjan.

Fajnév Torzs HSP hossz/  azonossag/  azonossag/
azonosité  teljes hossz'  HSP hossz?  teljes hossz®

S. azurea DSM 44631 91,30 93,40 93,90

S. cyanea DSM 44106 49,80 28,00 43,10

S. glauca DSM 43769 50,80 26,30 43,00

S. xinjiangensis DSM 44391 41,70 24,50 36,00

S. viridis DSM 43017 33,40 22,60 29,60

S. halophila DSM 44411 18,70 22,60 18,40

S. piscinae 06168H-1 35,70 22,30 31,00

S. saliphila DSM 45087 21,60 22,10 20,70

S. paurometabolica DSM 44619 19,50 21,90 19,00

S. marina DSM 45390 19,30 20,30 18,70

S. amisosensis DSM 45685 19,10 20,30 18,50

1 Osszes HSP hossz és a teljes genom hossz hanyadosa (%), 2 HSP-n beliil talalt sszes
azonossag és a teljes HSP hossz hanyadosa (%), 3 HSP-n beliil talalt 5sszes azonossag és a
teljes genom hossz hanyadosa (%), ahol a HSP jelentése magas hasonldsagi pontszamu
szegmenspar.
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Az in silico DNS-DNS-hibridizaci6 vizsgalat nem teljes, draft genomok
Osszehasonlitdsdhoz ajanlott 2-es formulaja alapjan, amely a genomokon beliil talalhaté6 magas
hasonlosagi pontszdmu szegmensparokon (HSP-n) beliil feltart 6sszes azonossag ¢€s a teljes HSP
hossz ardnyat veszi alapul, a két S. azurea torzs Osszevetése 93,40%-os DDH érteket
eredményezett, azonban a nemzetség tobbi képviseldje esetében ezen érték minden esetben 30%
alatt maradt.

A vizsgalt 11 Saccharomonospora faj genomszekvenalasi adatainak mélyrehatobb
analizise sordn egyediil a két S. azurea torzs esetében sikeriilt a primycin bioszintéziséért felelds
génklasztert in  silico azonositani. Mindazonaltal  kiterjesztett  vizsgalataink a
Pseudonocardiaceae csalad tovabbi két nemzetségén beliil is azonositott olyan fajokat, melyek
rendelkeznek a primycin bioszintéziséhez sziikséges génkészlettel. Mind az Amycolatopsis
nemzetségbe tartozo A. orientalis B-37 és A. orientalis DSM 40040 torzsek, mind a
Kibdelosporangium nemzetségbe tartozo K. aridum DSM 43828 torzs esetében is egyarant
azonositasra keriilt a komplett primycin bioszintézis génklaszter (11. abra). Ezen torzsek
esetében azonban a primycin bioszintézisért felelds strukturgének megléte nem tarsul aktiv
antibiotikum szintézissel, ugyanis primycin fermentacios tapoldatban egyik torzs esetében sem
tudtunk primycin termelést kimutatni sem agardiffizios bioldgiai értékméréssel, sem pedig

HPLC/ESI-MS modszerrel.

Saccharomonospora azurea SZMC14600

L Ul I ) B R i B v B

Saccharomonospora azurea DSM 44631

Kibdelosporangium aridum DSM 43828

CHO>OOIIDH DI DD OO

Amycolatopsis orientalis strain B-37

— O KEDIHEKKAD-O0bOH DD D D D D ED SO KM

11. abra A primycin bioszintézis génklaszter sematikus genetikai térképe a primycin-termel6 S. azurea
torzsek és a Pseudonocardiaceae csaladon beliil azonositott A. orientalis B-37 ¢és K. aridum DSM 43828
torzsek esetében. Az I-es tipusu PKS struktirgének S. azurea SZMC 14600 esetében sotét rozsaszin (m),
mig a masik 3 torzs esetében vilagoskék (m) szinnel jelolve, a tovabbi bioszintézisben résztvevo gének
pontos sorrendjét az 1. szdmu melléklet tartalmazza. A nyilak orientaltsdga a génatirddas iranyat
szemlélteti.

Annak ellenére, hogy az egyazon fajhoz tartozo, genetikailag kozelallo S. azurea torzsek
minden ismert képviseldje alkalmas primycin termelésre, a primycin termelés hozaméban

jelent6s kiilonbségek figyelhetok meg. A primycintermelé-képességben mutatkozo eltérések,
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illetve az ezt meghataroz6 genomi komponensek transzkripcionalis szinten torténd vizsgalatara
kivalasztott S. azurea DSM 44631 ¢és S. azurea SZMC 14600 torzsek primycintermeld-
képességének validalasat mind agardiffizios biologiai értékméréssel, mind HPLC/ESI-MS
mérési modszerekkel elvégeztiik. A vizsgalatok alapjan mindkét S. azurea torzs primycin-
termelének bizonyult, azonban jelentds kiilonbség volt megfigyelhetd az antibiotikum termelés
mértékében. Az agardiffuziés biologiai értékmérés alapjan meghatirozott primycin
koncentraciokat tekintve kozel 7x magasabb hozam volt megfigyelhet6 a S. azurea SZMC 14600
(1173 £ 66,22 mg/L) torzs esctében a S. azurea DSM 44631 (168 + 9,35 mg/L) toérzshoz

viszonyitva (12. abra).

12. abra S. azurea DSM 44631 és S. azurea SZMC 14600 torzsek primycintermel$-képességének
vizsgalata agardiffiizios biologiai értékméréssel. Felsd sor: kristalyos primycin-szulfat, kdzépsé sor: S.
azurea SZMC 14600, als6 sor: S. azurea DSM 44631. Szammal jelolve a higitasi sor tagjai: 4 - 12,5
ug/mL; 5 - 6,250 ug/mL; 6 - 3,125 ug/mL; 7 - 7,563 pg/mL; 8 - 0,781 pug/mL; 9 - 0,390 pg/mL.

Az antibiotikum termelés mértékében mutatkozo kiilonbségeket HPLC/ESI-MS

modszerrel szintén sikeriilt megerdsiteni (4. tablazat és 13. abra).

4. tablazat Nagy teljesitményli folyadékkromatografiaval (HPLC) kapcsolt elektrospray ionizacios
tomegspektrométerrel (ESI-MS) kiilonb6z6 fermentacios iddpontokban mért primycin koncentracio
értékek a S. azurea SZMC 14600 és S. azurea DSM 44631 torzsek esetében.

Primycin koncentracio (mg/L)

Torzs 3. nap 4. nap 5. nap 6. nap 7.nap

SZMC 14600 32545+6,18 72824+21,65 1113,89+36,10 1248,08 +44,37 1261,06+ 15,54
DSM 44631 190,36 + 14,16 220,10 + 8,68 197,66 + 3,41 219,81 + 6,45 210,48 + 5,66
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13. abra HPLC-vel Kkapcsolt ESI-MS kromatogramok az emelt
primycintermel6-képességgel rendelkezé S. azurea SZMC 14600 (A, B),
illetve az alacsony primycintermel6-képességgel rendelkezo S. azurea DSM
4463 (C, D) sejtextraktumok esetében. A HPLC kromatogramokon (A, C)
7,38 percnél és 9,03 percnél megjelend csticsok primycin Al-nek (m/z
1078,7) és primycin C1-nek (m/z 946,5) felelnek meg az ESI/MS-sel (B, D)
mért molekula tomegek alapjan. Az adatgyljtés 22 perces futds mellett
tortént, 950-1150 m/z tartomanyban, pozitiv ion modban.

6.2. Zsirsav szubsztratok primycin bioszintézisre gyakorolt hatasa

Fermentacios tapkdzeg optimalizacids vizsgdlataink sordn a fermentacidos tapoldat
zsirsavosszetétel modositasanak primycin termelésre gyakorolt hatasat vizsgaltuk. A kisérlet elsd
Iépéseként a primycin fermentacios tapkozegben eredendden 3 g/L koncentracidban jelenlévd
sztearinsavat a S. azurea sejtekben dominans telitett zsirsavra, a palmitinsavra (3 g/L) cseréltiik.
A fermentacio6 5-7. napjai kozott HPLC/ESI-MS moédszerrel mért primycin koncentraciokbol jol
lathaté (14. abra), hogy az eredeti 3 g/L sztearinsav-tartalmu tapkozeghez viszonyitva a
palmitinsav-tartalma fermentacios tapoldat szignifikansan nagyobb hozamot eredményezett
minden egyes nap 0sszevetésében, mig ezzel szemben a zsirsav nélkiili fermentécios tdpoldatban
szignifikans mértékii csokkenés figyelheté meg. A legmagasabb primycin koncentraciot a 7.
napon mértiik palmitinsav esetében (1583,63 mg/L), ami a sztearinsavhoz (1395,09 mg/L) képest
mintegy 14%-os hozamndvekedést jelent. Ezzel szemben a zsirsav nélkiili fermentacios

tapoldatban a 6. napon mért csucskoncentracié minddssze 470,91 mg/L volt.
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14, abra Primycin koncentraciok alakulasa zsirsavmentes és 3 g/L

crcr

extraktumokban, kiilonb6z6 fermentacios iddpontokban (5-7. nap). Az
egyes oszlopok magassiga az adott zsirsav esetében mért primycin
koncentraciok atlagat jelenitik meg, a hibasavok pedig a standard
deviaciot (***: p <0,001).

A primycin fermentacios tapoldathoz direktbe hozzaadott zsirsav szubsztrat mellett a
komponensek kozott megtalalhatd napraforgdolaj Osszetételébdl adodoan szintén potencialis
forrasat képezheti a primycin bioszintézis folyamata soran hasznosulé malonil-KoA, illetve
metilmalonil-KoA prekurzor molekulaknak. Ebbél kifolyolag a sztearinsav modositasa mellett
felmértiik a napraforgdolaj primycin hozamra gyakorolt hatasat is.

Korabbi vizsgélatainkkal 0sszhangban a sztearinsav elhagydsa ezen kisérlet sorozatunk
alkalmaval is negativan hatott a primycin szintézis mértékére. A HPLC/ESI-MS mddszerrel
meghatarozott primycin koncentraciok értelmében a mintegy 50%-kal alacsonyabb mértékii
antibiotikum termelésben megnyilvanulo csokkenés statisztikailag is szignifikans eltérést mutat
az eredeti sztearinsavas Osszetétellel valo Osszevetésében. Ezenfeliil a fermentécios tapkozeg
ugyancsak csokkent primycin termelést indukald képességgel birt a szintén potencialis
zsirsavforrasként szolgald napraforgdolaj elhagyasa esetében is, habar ennek mértéke jelentésen
elmaradt a zsirsavmentes tapkozeghez képest. A sztearinsavas Osszetétellel torténd
Osszevetésben ugyan az 5. illetve 7. napokon is szignifikans eltérést tapasztaltunk ezen két
Osszetétel kozott, a fermentacio ideje alatt elért maximalis hozamot tekintve a napraforgoolaj-
mentes Osszetétel (6. nap - 791,26 mg/L) mar csak 17%-kal maradt el az eredeti sztearinsav
Osszetétel kapcsan mért maximalis hozamtol (5. nap - 952,43 mg/L).

A sztearinsav- és napraforgdolaj-mentes fermentacios tapoldat primycin termelést
indukalod képessége ezzel szemben statisztikailag igazolhato moddon is jelentés mértékben
elmaradt az eredeti 3 g/L sztearinsav-tartalmu tapoldat indukald képességéhez képest, a

fermentacido minden egyes napjan. A primycin hozamra vetitve mindez dsszességében mintegy
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70-80%-0s csokkenést eredményezett. A fermentacid 5. napjan mért legmagasabb primycin
koncentracié sem haladta meg a 300 mg/L-es értéket. A legmagasabb antibiotikum hozamot
ujfent a sztearinsav palmitinsavra torténé cseréje indukalta. A két zsirsav 0sszevetésében minden
egyes mérési napon szignifikansan magasabb primycin koncentracidé értékeket mértiink a
palmitinsav javara. A maximalis primycin koncentraciokat tekintve ezen kiilonbség mintegy

25%-os antibiotikum termelés novekedésben fejezheto ki (15. abra).
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15. abra Primycin koncentraciok alakulasa zsirsav- és napraforgdolaj-mentes,
zsirsavmentes, napraforgoolaj-mentes, sztearinsav-, illetve palmitinsav-tartalma
fermentlé extraktumokban, kiilonb6z6 fermentacios iddpontokban (5-7. nap). Az egyes
oszlopok magassaga az adott zsirsav esetében mért primycin koncentraciok atlagat
jelenitik meg, a hibasavok pedig a standard deviaciot (**: p <0,01; ***: p <0,001).

A fermentécios tapoldathoz adagolt zsirsav szubsztrat primycin termelésre gyakorolt
hatasat vizsgalva, egy Kiterjesztett analizis soran a korabban vizsgalt sztearinsav és palmitinsav
mellett még tovabbi 5, gyakori zsirsav (laurinsav, kaprinsav, 6nantsav, kapronsav és vajsav)
vizsgalatat is elvégeztiik (5. tablazat).

Egyhetes fermentaciot kovetden a legmagasabb primycin koncentraciot (1432,82 mg/L) ez
esetben is a palmitinsav alkalmazasa mellett mértiik, melyet a sztearinsav (eredeti Osszetétel) és
a laurinsav kovetett egyarant 1000 mg/L feletti értékekkel. Ettdl jelentdsen elmaradva 450 mg/L
alatti értékeket mértiink kapronsav, illetve vajsav esetében, mig a kozepes lanchosszusagu
kaprinsavnal €s 6nantsavnal nem volt megfigyelhetd sejtndvekedés, igy primycin termelés sem.

A fermentéci6 ideje alatt nem tapasztaltunk jelentds kiilonbségeket a mért primycin
komponensek egymashoz viszonyitott aranyaban (A1/C1) fliggetleniil a vizsgalt zsirsavtol. A
primycin Al komponens aranya 70-90% ko6zott mozgott minden esetben, mig a primycin C1

komponens 10-30% ko6zott.
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tartalmazo6 fermentlé extraktumokban, eltéré fermentacios idépontokban (5-7. nap).

Zsirsav Primycin koncentracié (mg/L)

Név Jelolés Kon(cglnl_t;édé 5. nap 6. nap 7. nap
Sztearinsav  C18:0 3 870,81 +25,43 996,50+ 12,4 1251,60 +£24,76
Palmitinsav C16:0 3 1047,21 +£20,63 1293,70 + 26,13 1432,82 + 9,83
Laurinsav C12:0 3 1226,45+ 12,32 1147,78 £ 17,36  1039,55 £ 44,01
Kaprinsav ~ C10:0 3 0,00 0,00 0,00
Onantsav C7:.0 3 0,00 0,00 0,00
Kapronsav C6:0 3 366,87 + 8,80 363,17 + 14,85 272,779 £2,75
Vajsav C4:.0 3 406,41 + 2,37 437,79 £ 6,67 425,50 £ 3,53

A legmagasabb primycin hozamot eredményez6 palmitinsav, sztearinsav ¢és laurinsav
tovabbi vizsgalata soran megnéztiik a hdrom kiillonb6z06 zsirsav primycin termelésre gyakorolt
koncentracio-fiiggé hatasat. Ahogyan a 16-18. abrak szemléltetik ismételten a palmitinsav
bizonyult a leghatasosabbnak minden egyes tesztelt zsirsav koncentracio (3 g/L, 4,5 g/L és 6 g/L)
alkalmazasa mellett fliggetleniil az eltelt id6t6l. Az eredeti sztearinsav-tartalmu fermentacios
tapkozeggel valo Osszevetésben a palmitinsav statisztikailag is szignifikans novekedést
eredményezett a primycin termelésben. A laurinsav esetében viszont a mért primycin
koncentraciok ezuttal elmaradtak a sztearinsavas Osszetételli fermentlevek altal indukalt
primycin koncentraciok értékeitdl, mindazonaltal ezen Gsszevetésben szignifikans csokkenést
csak a 6 g/L laurinsavat tartalmazoé fermentlevek esetében tapasztaltunk a fermentacié 7. napjan.

Az elért maximalis hozamokat tekintve mindharom zsirsav esetében a 4,5 g/L-es kiindulasi
zsirsav koncentracio mellett mértilk a legmagasabb primycin koncentraciokat. Palmitinsav
esetében ezen érték meghaladta a 2000 mg/L-es értéket (2177,19 mg/L), mig ettdl jocskan
elmaradva sztearinsav esetében 1388,87 mg/L-es, a laurinsav esetében minddssze 1076,70 mg/L-
es maximalis hozamokat regisztraltunk a fermentacio soran. Ugyan a kiindulési zsirsav
koncentraciok dsszevetésébdl lathato, hogy az alkalmazott zsirsav tipusatol fliggetleniil a 4,5 g/L-
es koncentracio volt a legkedvezébb a primycin termelés szempontjabol, azonban statisztikailag
IS igazolhato szignifikans kiilonbség nem volt kimutathaté a 3 g/L-es, illetve a 6 g/L-es

koncentracidkhoz képest.
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16. abra Primycin koncentraciok alakulasa 3 g/L zsirsavat tartalmazo
fermentleveknél, eltér6 fermentacios idépontokban (3-7. nap). Az
egyes oszlopok magassaga az adott zsirsav esetében mért primycin
koncentraciok atlagat jelenitik meg, a hibasavok pedig a standard
deviaciot (**: p <0,01; ***: p <0,001).
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17. abra Primycin koncentraciok alakuldsa 4,5 g/L. zsirsavat tartalmazo
fermentleveknél, eltér6 fermentacids idépontokban (3-7. nap). Az egyes
oszlopok magassaga az adott zsirsav esetében mért primycin
koncentraciok atlagat jelenitik meg, a hibasavok pedig a standard deviaciot
(***: p <0,001).
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18. abra Primycin koncentracidok alakulasa 6 g/L zsirsavat tartalmazo
fermentleveknél, eltér6 fermentacids idépontokban (3-7. nap). Az egyes
oszlopok magassaga az adott zsirsav esetében mért primycin
koncentraciok atlagat jelenitik meg, a hibasavok pedig a standard deviaciot

(**: p <0,01).
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6.3. Deguanidino-amino-Al és Al primycin komponensek azonositisa HPLC/ESI-MS-sel
A HPLC/ESI-MS modszerrel torténé primycin koncentracié meghatarozassal parhuzamosan
vizsgaltuk az agamtindz enzim aktivitdsara utald deguanidino-amino-Al és Al primycin
komponensek jelenlétét a fermentlé extraktumokban. Az m/z értékek alapjan mindkét primycin-
termeld S. azurea torzs esetében egyértelmiien sikeriilt azonositanunk a deguanidino-amino-Al
¢és Al (guanidino-Al) primycin molekulat is (19. abra), azonban az UV elnyelés alapjan torténd
mennyiségi meghatarozas soran a deguanidino-amino-Al kimutatasi hatarérték alatt maradt a
fermentlé extraktumok vizsgalatakor. Ennek értelmében a total primycin Al (deguanidino-
amino-Al + Al) mennyiségének kevesebb, mint 10%-at teszi ki a deguanidino-amino-Al
primycin. A rendelkezésre allo MS kromatogram teriilet értékekbdl szarmaztatva a detektalhato
total primycin A1 mennyiségnek hozzavetdlegesen 10%-at alkotja a deguanidino-amino-Al
forma S. azurea SZMC 14600-nal, mig az alacsony primycintermelé-képességgel biro S. azurea
DSM 44631-nél ezen érték 5% koriilire teheté. A fermentléb6l HPLC/ESI-MS mddszerrel
mérheté masik major komponenshez (primycin C1) viszonyitva a kimutathatd deguanidino-
amino-Al a primycin C1 komponens 30%-anak megfeleld mennyiségben fordul el6 S. azurea
SZMC 14600-nal, mig S. azurea DSM 44631-nél 20%-ban (6. tablazat).
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19. abra S. azurea SZMC 14600 (A) és S. azurea DSM 44631 (B) fermentlé extraktumok ESI-MS
kromatogramjai. Deguanidino-amino-A1l cstucshoz tartozo molekulatomeg (m/z): 1036,7, primycin Al

csucshoz tartozé molekulatomeg (m/z): 1077,7 és a primycin C1 csucshoz tartozé molekulatomeg (m/z):
945,7.
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6. tablazat Deguanidino-amino-Al primycin szazalékos aranyanak
valtozasa az eltér6 idépontokon vett fermentlé mintakban, total primycin A1l
(deguanidino-amino-A1 + Al) mennyiségéhez viszonyitva, MS
csucsteriiletekbdl szarmaztatott értékek alapjan. A S. azurea DSM 44631
torzs 6-7. napi mintabian mért deguanidino-amino-A1l mennyiség az 5%-0S
kimutatdsi hatart nem érte el.

Deguanidino-amino Al (%)

Torzs 5. nap 6. nap 7. nap
S. azurea SZMC 14600 10,2 +2,8 10,2+3,8 9,2+42
S. azurea DSM 44631 53+0,9 - -

6.4. A primycin bioszintézis génklaszter jellemzése

A korabban hozzaférhetévé valt S. azurea SZMC 14600 draft genom adatok [84] ujboli elemzése
soran feltartuk és beazonositottuk a komplett primycin bioszintetikus génklasztert, mely magaba
foglalja az I-es tipusi PKS struktirgéneket, tovabba a bioldgiailag aktiv primycin molekula
bioszintézisé¢hez nélkiilozhetetlen prekurzor, illetve modositd géneket (1. szamu melléklet). A
szemlélteti. A primycin bioszintetikus génklaszterhez kotheté gének és fehérjék NCBI
adatbazisban lefuttatott homologia keresése alapjan a K. aridum, valamint A. orientalis fajok

homolég fehérjéivel mutattak a legnagyobb foku azonossagot.

Skb

I-es tipusii poliketid szintaz

0100 D D N B 1

20. abra A primycin bioszintézis génklaszter genetikai térképe. Az I-es tipusu PKS struktargének piros
nyillal, a primycin bioszintézis utvonalhoz kothetd tovabbi gének zold nyillal jelolve. Betlivel jelolt
gének: a, acil-KoA karboxilaz (EHK80154.1); b, citokrom P450 (EHK80160.1); c, glikoziltranszferaz
(EHK80161.1); d, S-maloniltranszferaz (EHK80162.1); e, agmatinaz (EHK80172.1); f, acil-KoA ligaz
(EHK88415.1); g, amidohidrolaz (EHK88411.1) és h, amin oxidaz (EHK88410.1).

6.4.1. Primycin PKS génklaszter azonositdsa és in silico strukturdlis elemzése

A genomszekvenalasi adatok modszeres revizidja soran meghataroztuk a primycin
bioszintézisért felelés PKS multienzim pontos szerkezeti felépitését, ugyanis a tanszéken végzett
korabbi munkak [84] soran prediktalt, 16 modulbol felépiilé primycin PKS modell, illetve az
abbol szarmaztatott termék kémiai szerkezete nem voltak Osszhangban az ismert primycin
komponensek tényleges szerkezetével. Az Gjonnan Osszeszerelt primycin PKS-t 6sszesen 6

alegység alkotja, melyek kapcsolodasat 5 darab intermodularis dokkoldé domén segiti. Az egyes
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alegységek felépitésében 1 indito (,,Joad”) és 18 lanchosszabbité modul vesz részt. A modulok

tovabbi felosztasa, azaz a katalitikus domének pontos szervezddése a 21. abran lathato.

Pksl Pks2 Pks3
Indité Modul 1 Modul 2 Modul 3 Modul 4 Modul 5 Modul 6 Modul 7 Modul 8 Modul 9 Modul 10
@ =
@ e o Ve e e = K x i
ace ks AT w XS @ ecp@@ g‘xs"ﬂ, ‘eCP“KsnATr \%CI‘!\KSAATI @ KS AT ACP KS AT ACP KS AT acP KS AT acP
Pks4 PksS Pks6

Modul 11 Modul 12 Modul 13 Modul 14 Modul 15 Modul 16 Modul 17 Modul 18 Ziré

ER
i = =
NS KR o NS (=) OE & S/ B &/
KS AT ACP KS AT ACP KS AT ACP AT CP AT AT ACP TE
KSATAChES AT ACES AT ACKKSAT ACESIAT)  aCHKSAD AP AL ace x| ]
H OH OH OH OH OH OH OH OH OH OH OH O
HoN_ N
= X )
NH e e e e e
R,
Levalas és ciklizacido
Ry= R=

OH OH OH

HO

O,
Primycin Al, A2, A3: k{_z"‘ o

HO OH

Primycin Al BL, Cl: - (CH,);CH;
Primycin A2, B2, C2: - (CH,),CH;
Primycin A3, B3, C3: - (CH,);CHj
Primycin B1, B2,B3: -H

Primyein B1, B2, B3: - OH

21. abra Az l-es tipust primycin PKS modul és domén szervezddése S. azurea SZMC 14600-ban, a
prediktalt poliketid lanccal és a szintetizalt végtermékkel. A 18. modulban talalhatd, nem szokvanyos
szubsztrat specificitassal biro aciltranszferdz domén pirossal kiemelve. Az abran feltlintetett domén
roviditések: ACP - acil-karrier protein, AT - aciltranszferaz, DH - dehidrataz, ER - enoilreduktaz, KR -
ketoreduktaz, KS - ketoszintaz, TE - tioészteraz.

Minthogy a primycin bioszintézis génklaszter kapcsan lefuttatott homologia keresés
nagyfok hasonlésagot mutatott a K. aridum, valamint az A. orientalis fajok bioszintetikus
génjeivel, igy az NCBI adatbazisban hozzaférhetd genomszekvenalasi adatok felhasznalasaval
elvégeztiik ezen fajok atfogd, szekunder metabolizmushoz kothetd bioszintetikus génjeinek
analizisét. Az adabazisban fellelhetd, dsszesen 3 K. aridum (K. aridum DSM 43828, K. aridum
A82846 és K. aridum subsp. largum NRRL B-24462), illetve 4 A. orientalis (A. orientalis B-37
¢és A. orientalis DSM 40040) torzs genomszekvencia adatait hasonlitottuk 6ssze. Ezek alapjan
mindharom K. aridum torzs, valamint két A. orientalis torzs esetében sikertiilt teljes értéki, 18

modulbdl all6 primycin PKS génklasztert azonositanunk (22. abra).
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22. abra A K. aridum DSM 43828 torzs kapcsan feltart I-es tipust primycin PKS enzimkomplex domén
szervezddése. Az abran feltiintetett domén roviditések: ACP - acil-karrier protein, AT - aciltranszferaz,
DH - dehidrataz, ER - enoilreduktaz, KR - ketoreduktaz, KS - ketoszintaz, TE - tioészteraz.

6.4.1.1. AT domén szubsztratspecificitasanak jellemzése

A primycin PKS enzimkomplexben fellelheté AT domének aminosav szekvenciainak illesztése
soran malonil-KoA specificitassal bir6 AT doméneket azonositottunk a 4-10. és 12-16.
modulokban, melyek egyarant hordozzéak a jellemzé6 GHSx[LVIFAM]G ¢és HAFH konzervalt
szekvencia-motivumokat (23. abra). Az 1-3., 11. és 17. modulok esetében metilmalonil-KoA
szubsztratspecificitas figyelhet6 meg a tipikus GHSx[QMI]G ¢és YASH szekvencia-
motivumokkal (24. abra). Ezektdl eltéréen, nem szokvanyos szubsztrat specificitassal bird6 AT
domént talaltunk a 18. modulban. Amig az antiSMASH szoftver segitségével végzett in silico
analizis etilmalonil-KoA beépiilést prediktal ezen modulban, addig ezzel ellentétben a 88-92.
pozicioban talalhaté GHSQG és 192-195. pozicidban talalhaté GAGH szekvenciamotivumok
jelenléte butilmalonil-KoA, pentilmalonil-KoA vagy hexilmalonil-KoA beépiilését vetiti elore,

jo 6sszhangban az ismert primycin molekulak kémiai szerkezetével (25. abra).
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PriAT4
PriAT5
PriATo6
PriAT7
PriATS8
PriAT9
PriAT10
PriAT12
PriAT13
PriAT14
PriAT15
PriAT16
AmpAT1
AmpAT4
AzaATl
AzaAT4
RapAT2
RapATb5
StaATl
StaAT2
ThaAT1
ThaAT2

LFTGQGAQ...
LFTGQGAQ...
LFTGQGAQ...
LFTGQGAQ...
LFTGQGAQ..
LFTGQGAQ...
LFTGQGAQ...
LFTGQGAQ...
LFTGQGAQ..
LFTGQGAQ...
LFTGQGAQ..
LFTGQGAQ...
LFSGQGSOQ...
LFSGQGSOQ...
LFTGQGAQ..
LFSGQGAQ..
VEPGQGSO...
VEPGQGSOQ...
LFTGQGSOQ..
LFTGQGSOQ..
LFSGQGSOQ...
LFSGQGSOQ...

EFAQAAL..
EFAQAAL..
EFAQAAL..
EFAQAAL..

ACTQVAL...

EFAQAAL..
GYAQPAL..
EFAQAAL..

VFTQAAL...

EFAQAAL..

VFTQAAL...

EFAQAAL..
GWTQPAL...
GWTQPAL...

MFTQAGL...
AFTQPAL...

GYAQPAL..
GYAQPAL..

VYAQAGL...
VYAQAGL...

GWTQPAL..
GWTQPAL..

FLMGHSIGEVA...
FLMGHSIGEIA..
YVMGHSIGEIA..
FLMGHSIGEIA..
VLVGHSVGETIA..
FLMGHSIGEIA.
YLLGHSIGEIA..
FLMGHSIGEIA.
YLMGHSIGEIA..
FLMGHSIGEIA..
YLMGHSIGEIA..
FLMGHSIGEIA.
AVGGHSVGETIA..
YVGGHSIGEIA..
FLMGHSVGEIA...
VLIGHSIGEVA..
AVVGHSVGELA...
AVVGHSVGELA..
VLVGHSIGELA..
VLVGHSVGETIA..
FVAGHSIGEIA..
FVAGHSIGEIA..

SVSHAFHSPL...
SVSHAFHSPL...
SVSHAFHSPL...
SVSHAFHSPL...
RVSHAFHSPL...

AVSHAFHSPL...

TVSHAFHSPL...

AVSHAFHSPL..

SVSHAFHSPL...
SVSHAFHSPL...
SVSHAFHSPL...

AVSHAFHSPL..
AVSHAFHSPL...

RVSHAFHSPL...
RVSHAFHSPR...
RVSHAFHSPR...
PTSHAFHSAR...

.ATSHAFHSAR...
AVSHAFHSRL...
AVSHAFHSRL...

KVSHAFHSPL...
KVSHAFHSPL...

ROAVRFA..
ROAVRFA..
REAVRFA..
REAVRFA..
RHAVRFA..
REAVRFA..
RQAVREFC...
ROAVRFA..
RRPVRFA..

RRPVRFA..
REAVRFA..
RGTVRFA..
REAVRFA..
REAVRED...
REAVRFA..
RDTVREG...
RDTVREG...
REPVRFA..
REPVRFA..
RDAVRFA..
RGAVRFA..

272aa
272aa
282aa
273aa
282aa
272aa
291laa
272aa
285aa
204aa
285aa
272aa
294aa
290aa
3006aa
303aa
260aa
256aa
27 7aa
278aa
276aa
276aa

23. abra A primycin (Pri) poliketid szintaz (PKS) malonil-KoA specificitassal bir6 aciltranszferaz
(AT) doménjeinek aminosav szekvencia illesztése az amfotericin (Amp), azalomycin (Aza),
rapamycin (Rap), stambomycin (Sta) és thailandin (Tha) PKS hasonl6 karakterisztikaval biré AT
doménjeinek szekvenciaival. Az AT doménen konzervalt aktiv centrumai pirossal kiemelve.

PriAT1
PriAT2
PriAT3
PriAT11
PriAT17
AmpAT?2
AmpAT3
AzaAT?2
AzaAT3
EryAT1
EryAT2
RapAT1
RapAT3
StaAT>5
StaAT7
ThaAT6

PGQGS..VVQPL...
PGQGS..VVQPV...
PGQGS..VVQPV...
PGQGS..VVQPV...
PGQGS..VVQPV...
PGQGS..VVQPA...
PGQGS..VVQPA...
PGQGA..VVQPV...
PGQGA..VVQPV...
PGQGW..VVQPV...
PGQGA..VVQPV...
PGQGW..VVQPA...
PGQGW..VVQPA...
PGQGS..VVQPV...
PGQGS..VVQPV...
PGQGQ..VVQPV...

VVGHSQGET...
VVGHSQGET...
VVGHSQGET...
VVGHSQGET...
VVGHSQGET...
VVGHSQGET...
VVGHSQGET...
VMGHSQGET...
VMGHSQGET...
VIGHSQGET...
VIGHSQGET...
VVGHSQGET...
VIGHSQGET...
VVGHSQGET...
VVGHSQGET...
VVGHSQGET...

ALRSOQ...
ALRSOQ...
ALRSK..
ALRSK..
ALRSQ..
ALRSQ..
ALRSOQ..
ALRSQ..
TLRSOQ...
ALRSR..
ARRSR...
TLRSOQ...
TLRSOQ...
ALRSR...
ALRSR...

ALRSR

VDYASHSA...
VDYASHSE...
VDYASHSE...
.VDYASHSE...
VDYASHSA..
VDYASHSH...
VDYASHGR...
VDYASHSA..
VDYASHSA...
VDYASHSS...
VDYASHTA...
VDYASHTP...
VDYASHTP...
VDYASHSV...
VDYASHSV...
..VDYASHSP...

YSTVD.
YSTVD.
YSTVD.
YSTVD...
YSTVD...
FSTVT..
YSTVT..
YSTVS..
YSTVS...
FSTVT..
FSTLT..
LSTVD...
LSTVD...
YSTVT..
YSTVT..
YSTLT..

24. abra A primycin (Pri) poliketid szintaz (PKS) metilmalonil-KoA
aciltranszferaz (AT) doménjeinek aminosav szekvencia illesztése az amfotericin (Amp),
azalomycin (Aza), eritromicin (Ery), rapamycin (Rap), stambomycin (Sta) és thailandin (Tha) PKS
hasonl¢ karakterisztikaval bird6 AT doménjeinek szekvenciaival. Az AT doménen konzervalt aktiv
centrumai pirossal kiemelve.
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.YRNLR...
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YRNLR...
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FRSLR..
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.YRNLR...
YRNLR...
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FENLR...
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297aa
292aa
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292aa
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297aa
301laa
298aa
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298aa
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296aa
296aa
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PriAT18
AntATI1
CinAT2
NeoAT7
StaATl12
ThaAT13

..DVVQPVL..AVVGHSQGEIA..VALRS-R..GAPGAGHSPQ...
.——AFLAL.AFIGHSLGEYT..VAERI--..-MPAAAHSHV...
..DIQQPVL..ALVGHSLGEVA..AVARS-R..-VERAGHSVL...
..DVLQPVS..AVVGHSLGEIA.MVHRSRI..GINGAAHSSQ...
..DVIQPVL..AVVGHSQGEIA..VTHRS-R..GADAAGHSAQ...
..EVNQPVL..AVVGHSQGEVA..VVHRA-R..-~IKGAAHSAV...

298aa
283aa
295aa
299%aa
297aa
287aa

25. abra A primycin (Pri) poliketid szintaz (PKS) nem szokvanyos szubsztrat
specificitassal biro aciltranszferaz (AT) doménjeinek aminosav szekvencia illesztése
az antimycin (Ant), cinnabaramid (Cin), neoansamycin (Neo), stambomycin (Sta) és
thailandin (Tha) PKS hasonl6 karakterisztikaval bir6 AT doménjeinek szekvencidival.

Az AT doménen konzervalt aktiv centrumai pirossal kiemelve.

6.4.1.2. KR domén jellemzése

Az aminosav szekvencia illesztéseket kovetden 6sszesen 7 darab Al-tipusu (2R, 3S) KR domént
azonositottunk a primycin PKS esetében,
ketoreduktazokra jellemz6 triptofan (W) alapjan (26. abra), mig 10 darab B1-tipust (2R, 3R) és
1 darab B2-tipusu (2S, 3R) KR domént azonositottunk a B-tipusit KR-ra jellemz6 leucinbdl és
két aszparaginsavbol (LDD) allo szekvenciamotivum (94-96. pozicidban) alapjan (27. abra). A

KR doménre jellemz6 lizin (K), szerin (S) és tirozin (Y) konzervalt katalitikus triad elemei a

szekvencia 112., 136., illetve 149. pozicioiban talalhatoak.

PriKR6
PriKRS8
PriKR10
PriKR12
PriKR14
PriKR16
PriKR18
AmpKR2
AmpKR3
AzaKR7
AzaKR9
EryKR2
EryKR5
StaKR5
StaKR6
ThaKR8
ThaKR10

..IAGKVAG...
..VAAKVLG..
..MSGKVAG...
...VAGKVAG...
...VAGKVAG...
...VAGKVAG...
..YAGKVSG...
...VHAKVTG...
..MRAKLTA...
..VSGKATG...
..VSGKATG...
..VAAKAGG...
...ADVKVRG...
..LGARVTG...
..LRARVTG...
...LGAKVDG...
..LSAKVDG...

FVVESSIAGVWGSAGQVAYSA...
FVVEFSSIAATWGSGGQSAYAV...
FIVESSIAATWGSGGQCGYAA...
FIVFESSTIAATWGSGGQCGYAA...
FIVEFSSIAATWGSGGQCGYAA...
FIVFSSIAATWGSGGQCGYAA...
FVLEFSSCAGVWGGIGQAAYAA...
FVLYSSTAGMWGSGVHAAYVA...
FVLEFSSGAAVWGSGGQPGYAA...
FVVEFSSIAGVWGSGGQAAYGA...
FVVESSTIAGVWGSGGQAAYGA...
FLLEFSSGAGVWGSARQGAYAA...
FVLEFSSNAGVWGSPGLASYAA...
FVVESSGAAVWGGGGQGAYAA...
FVVESSTIAATWGSGGQGAYAA...
FILFSSIAGTWGGGQQAAYAA...
FVLEFSSIAGVWGSGHQAAYAA...

a l41-es pozicioban fellelheto,

174aa
177aa
175aa
173aa

93aa
169%aa
175aa
17%aa
180aa
17%aa
17%aa
177aa
177aa
178aa
177aa
176aa
176aa

(Al)
(Al)
(Al)
(A1)
(A1)
(A1)
(A1)
(A2)
(Al)
(Al)
(Al)
(Al)
(Al)
(Al)
(Al)
(A1)
(A1)

26. abra A primycin (Pri) poliketid szintaz (PKS) A-tipust sztereokémiai
tulajdonsagért felelos ketoreduktdz (KR) doménjeinek aminosav szekvencia
illesztése az amfotericin (Amp), azalomycin (Aza),
stambomycin (Sta) és thailandin (Tha) PKS hasonl6 karakterisztikaval bir6 KR
sztereokémiai
sajatossagait meghatarozo6 konzervalt aktiv centrum pirossal, illetve a lys (K), ser
(S) és tyr (Y) konzervalt katalitikus triad lilaval kiemelve.

doménjeinek

szekvenciaival.

50.

Az A-tipusi KR domének

eritromicin (Ery),

A-tipusu



PriKR1 ..LTAVVHTAAVLDDGLVTALTPQR..RPKVD..FSSVA..ANYAA.. 177aa (B1l)

PriKR2 ..VTAVFHVAAVLDDSLIDSLTVEQ..GVKVG..FSSFA..GNYAP.. 174aa (B2)
PriKR3 ..LTAVVHTAAVLDDGLVTSFTPER..RPKAD..FSSGA..ANYAA.. 179%aa (B1l)
PriKR4 ..LTAVVHAAGVLDDGVVTALDRDR..RPKAE..FSSGA..GNYAA.. 172aa (B1l)
PriKR5 ..LTAVVHTAGVLDDGVVESMTAQR..APKAL..FSSAS..ANYSA.. 170aa (B1l)
PriKR7 ..LTAVVHTAGVLDDGVLEHMSAEQ...GAKAD..FSAFA..GNYAA.. 175aa (B1)
PriKR9 ..PSAVVHAAGVLDDGVIEGLTPDR..RAKVD..FSAFA.ASYAA.. 172aa (B1)
PriKR11 ..LTGVVHTAGALDDGLIGDLTPER..RAKAD..YSGAA..ANYAA.. 176aa (B1)
PriKR13 ..LTGVVHTAGVLDDGVVESLTAQR..DPKAS..FSSAS..ANYSA.. 160aa (B1)
PriKR15 ..LTAVVHTAGVLDDGVVESMTAQR..APKAL..FSSAS..ANYSA.. 170aa (B1)
PriKR17 ..LTGVVHTAGTLDDGLVDNLTPER..RSKVD..YSGAA..SSYAA.. 176aa (B1)
AmpKRS ..LVAVVHTAGVLDDGVLDSLTEER..RPKVD..FSSVA..ANYAA.. 179%aa (B1)
AmMpKR6 ..LRAVVHTAGVLDDGVLGSLTEER..RPKVD..FSSVA..ANYAA.. 179%aa (B1l)
AzaKR1 ..LTAVVHAAGVLDDGVIDTLSPKR..EPKVD..FSSVA..GNYAA.. 179%aa (B1l)
AzaKR2 ..LSGVVHAAGVLDDGLLTSLTRER..RAKVD..FSSAT..SNYAA.. 180aa (B1l)
EryKR1 ..LSAVFHAAATLDDGTVDTLTGER..RAKVL..FSSFA..GGYAP.. 178aa (B2)
RapKR1 ..LTAVIHTAGALDDGVVESLTTQQ..RPKAD..YSSAA..GNYAA.. 176aa (Bl)
RapKR3 ..LTAVIHTAGALDDGVVESLTTQQ..RPKAD..YSSAA..GNYAA.. 175aa (Bl)
StaKR1 WVTSVVHTAGVLDDGLLTSLTPER..RPKAE..FSSVA..ASYAA.. 174aa (B1)
StaKR2 ..LTAVVHAAGVLDDGVIDGLTPER..RAKTL..FSSFT..ANYAA.. 179%aa (B1)
ThaKR1 ..LTAVFHAAGVLDDGVLDGLTPER..APKAG..FSSMV..AAYAA.. 179%aa (B1)
ThaKR2 .VTGVVHTAGVLDDGVVDAITPQR..RPKVD..FSSVA..GAYAA.. 175aa (B1)

27. abra A primycin (Pri) poliketid szintaz (PKS) B-tipust sztereokémiai tulajdonsagért felelds
ketoreduktdz (KR) doménjeinek aminosav szekvencia illesztése az amfotericin (Amp),
azalomycin (Aza), eritromicin (Ery), rapamycin (Rap), stambomycin (Sta) és thailandin (Tha)
PKS hasonlé karakterisztikaval bir6 KR doménjeinek szekvenciaival. Az KR domének
konzervalt aktiv centrumai pirossal kiemelve. A B-tipust KR domének sztereokémiai
sajatossagait meghataroz6 konzervalt aktiv centrum pirossal, illetve a lys (K), ser (S) és tyr (YY)
konzervalt katalitikus triad lilaval kiemelve.

6.4.2. L-arginin prekurzor szintézis utvonal

A primycin bioszintézis kiindulési egysége az L-arginin prekurzor szintézis utvonalon keresztiil
szintetizalodd 4-guanidinobutanoil-KoA molekula. A tobblépcsds szintézis folyamat soran a
kiindulasi L-arginin molekulabol elséként 4-guanidinobutiramid, majd 4-guanidinobutansav és
végiil 4-guanidinobutanoil-KoA képzddik, mely reakciokat S. azurea SZMC 14600 esetében az
amin oxidaz (EHK88410.1), amidohidrolaz (EHK88411.1) és acil-KoA ligaz (EHK88415.1)
enzimek katalizalnak (28. abra). A 1étrejott 4-guanidinobutanoil-KoA molekula végiil az S-
maloniltranszferdaz (EHK80162.1) enzim kozvetitésével kapcsolodik a primycin bioszintézist
végz6 PKS multienzim els6 acil-karrier protein (ACP) doménjéhez.

Az L-arginin prekurzor szintézis Utvonalhoz kd&thetd gének, illetve fehérjék NCBI
adatbazisban elvégzett homologia keresésének eredménye az amin oxidaz (EHK88410.1)
esetében 82% azonossagot allapitott meg a Streptomyces sp. 1D38640 torzzsel, mig az
amidohidroldz (EHK88411.1), acil-KoA ligaz (EHK88415.1) és az S-maloniltranszferaz
(EHK80162.1) enzimek a K. aridum faj képviseldinek fehérjéivel mutattak a legnagyobb foku

homologiat 69%-0Ss, 72%-0s, illetve 80%-0s azonossag értékek mellett (1. sz. melléklet).
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28. abra L-arginin prekurzor szintézis titvonal primycin bioszintézis esetében. A bioszintézisben részvevo
enzimek: 1 - amin oxidaz (EHKS88410.1); 2 - amidohidrolaz (EHK88411.1); 3 - acil-KoA ligaz
(EHK88415.1) és 4 - S-maloniltranszferaz (EHK80162.1).

6.5. Primycin szintézist médosito és szabalyoz6 gének

A primycin PKS struktargének és L-arginin prekurzor szintézis utvonalban résztvevd katalitikus
enzimeket kodold gének mellett a primycin molekula bioszintézisében résztvevd tovabbi 16
modosito, illetve szabalyozd gén is azonositasra keriilt, mely magas fokti homoldgiat mutat a K.
aridum primycin PKS kapcsan jellemzett génekkel. Ezen valtozatos funkcioju fehérjéket kodolo
gének kozott egyarant azonositottunk a polikeid termék ciklizaciojaban fontos szerepet jatszo
gént (citokrom P450 - EHK80160.1), a primycin bioszintézist kovetd posztszintetikus modositd
enzimeket kodolo géneket (acil-KoA karboxilaz - EHKB80154.1, glikoziltranszferaz -
EHK80161.1 és agmatinaz - EHK80172.1), multidrog-, illetve self-rezisztencia folyamatokhoz
kothetd ABC transzport fehérjék szintéziséért felelés géneket (ABC transzporter ATP-kotd
fehérje - EHK80158.1 és EHK80174.1, valamint ABC transzporter permeaz - EHK80159.1 és
EHK80175.1), kétkomponensli szignaltranszdukcidos tUtvonalhoz kothetd géneket (két-
komponensii szenzor hisztidin kinaz - EHK80176.1 és valasz regulator - EHK80177.1),
altalanosabb funkciot ellatd fehérjéket kodoldo géneket (penicillin acilaz csalad fehérje -
EHK80155.1, DUF418 domént hordoz6 fehérje - EHK80156.1, cukor dehidrogenaz -
EHKB80164.1, AAA csalad ATPaz - EHK80178.1), tovabba két ismeretlen funkciot ellatd
hipotetikus fehérjét (EHK80157.1 és EHK80173.1).

6.6. Funkcionalis genomika
Annak érdekében, hogy minél részletesebb betekintést nyerjiink az alacsony termeldképességii
¢és az emelt primycintermel6-képességgel rendelkezd S. azurea torzsek génexpresszids szinten

megnyilvanuld kiilonbségeibe 1j generacids szekvendldsra alapozott transzkriptomikai
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vizsgalatot végeztiink. A nagy ateresztoképességli SOLID V4 rendszerben tortént szekvenalas
Osszesen 48115904 ¢és 33373930 trimmelt readet eredményezett, mely 484 ¢és 336-Szoros
lefedettséget jelent a S. azurea SZMC 14600 és a DSM 44631 genomok tekintetében. A Cufflinks
,,pipeline”-on keresztiil végigvitt transzkriptomikai analizis kovetkeztében 330 differencialtan
expresszalodo gént azonositottunk S. azurea SZMC 14600 esetében, mig S. azurea DSM 44631-
nél ez a szam 356 volt, 2-es (log) ,,cutoff” érték mellett.

A differencialtan expresszalodo gének (DEG-ek) funkcionalis csoportokba torténd
besorolasa érdekében Gene Ontology (GO) analizist végeztiink. Az emelt primycintermeld-
képességgel rendelkezo S. azurea SZMC 14600 esetében a 330 azonositott DEG-bdl 0sszesen
253 gén funkcionalis annotacidja és GO kategdridkba vald besorolasa tortént meg. A harom 6
GO kategoriat tekintve az annotalt gének kozott az alabbi megoszlas volt megfigyelhetd: 132
sejtalkotd (C), 362 molekularis funkci6 (F) és 231 biologiai folyamat (P). A sejtalkotok kozott
leggyakoribb alkategoriadk a membran szerves alkotéeleme (GO:0016021), citoplazma
(GO:0005737), plazmamembran (GO:0005886), ATP-kot6 transzporter komplex (GO:0043190)
¢és intracellularis (GO:0005622) voltak. Molekularis funkciot (F) illetéen az ATP kotés
(GO:0005524), DNS kotés (GO:0003677), fémion kotés (GO:0046872), hidrolaz aktivitas
(GO:0016787), transzferdz aktivitas (GO:0016740) és a metiltranszferaz aktivitas (GO:0008168)
alkategoridk bizonyultak a leginkabb reprezentaltnak. Az 6t leggyakoribb bioldgiai folyamat (P)
pedig az oxidacios-redukcios folyamatok (GO:0055114), transzmembran transzport
(GO:0055085), transzkripcids szabalyozas, DNS fliggd (GO:0006355), metilacié (GO:0032259)
¢s anyagcsere folyamat (GO:0008152) alkategoriak voltak (29. abra).

Az alacsony primycintermeld-képességgel rendelkez6 S. azurea DSM 44631 torzsnél a 356
azonositott DEG-bdl 276 gén funkcionalis annotdcidja és besorolasa tortént meg az aldbbiak
szerint: 133 sejtalkoto (C), 332 molekularis funkcio (F) és 247 bioldgiai folyamat (P).

Az egyes f0 kategoridkba sorolt GO meghatarozasok reprezentaltsagat tekintve
gyakorlatilag megegyez6 eloszlast figyelhettiink meg a S. azurea DSM 44631 torzsnél is. A
sejtalkotok kozott leggyakoribb GO meghatirozasok a membran szerves alkotdeleme
(GO:0016021), citoplazma (GO:0005737), plazmamembran (GO:0005886), membran
(GO:0016020) és ATP-kotd transzporter komplex (GO:0043190). Molekuléris funkciot (F)
tekintve ATP kotés (GO:0005524), DNS kotés (GO:0003677), hidrolaz aktivitas (GO:0016787),
transzferaz aktivitas (GO:0016740) és katalitikus aktivitas (GO:0003824) mutattak a legnagyobb
eléfordulast. Biologiai folyamat (P) kategdridban a leggyakoribb GO meghatarozasok az
oxidacids-redukcids folyamatok (GO:0055114), transzmembran transzport (GO:0055085),
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transzkripcids szabalyozas, DNS fiiggd (GO:0006355), foszforilacio (GO:0016310) és az

anyagcsere folyamat (GO:0008152) voltak (29. abra).
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29. abra A differencialtan expresszalodd gének (DEG-ek) kozott leggyakoribb Gene Ontology (GO)
meghatarozasok megoszlasa a harom f6 GO kategoriaban. (A) S. azurea SZMC 14600, (B) S. azurea
DSM 44631. ,Egyéb” kategoria foglalja magaba azon széles valtozatossagot mutatdé GO
meghatarozasokat, melyekre a kapott talalatok szama nem érte el az 6tot.

DEG-ek szima DEG-ek szima

A differencialtan expresszalodo gének prediktalt funkcid szerint torténd osztalyozasa COG
adatbazis alapjan 0sszesen 294 €s 313 azonositott gént eredményezett az emelt primycintermeld-
képességgel rendelkezd, illetve az alacsony primycintermeld-képességii torzs Osszevetésében,
mely 22 egyedi kategoriat reprezental. A COG azonositoval nem rendelkezd géntermékeket
(talnyomorészt hipotetikus fehérjék), illetve a funkciojuk alapjan kevésbé jellemzett, azaz az
altalanos funkcionalis predikcio (R) és az ismeretlen funkcié (S) kategoériakba sorolt
géntermekeket a késObbi 0sszevetések soran nem vettiik figyelembe.

A funkciondlis kategéridk reprezentaltsdgat tekintve az aminosav transzport és
metabolizmus (E), a transzkripcid (K) és az energiatermelés és atalakitas (C) kategoriak voltak
uralkodok a S. azurea SZMC 14600-ban. Ezzel szemben az alacsony primycintermel6-képességii
S. azurea DSM 44631 torzs analizise soran olyan ortoldg szekvencidkat azonositottunk, melyek
eltérd bioldgiai folyamatokban vesznek részt, igymint a szénhidrat transzport és metabolizmus
(G), a szervetlen ion transzport és metabolizmus (P). Tovabba jelentds kiilonbségek adodtak az
egyes kategoriakba sorolt gének szamaban is (mely megegyezik az up- és downregulalodo gének

szamaval), ahogyan azt a 7. tdblazat is bemutatja.
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7. tablazat Clusters of Orthologous Groups (COGs) funkcionalis kategdriak reprezentaltsiga a
differencialtan expresszal6do gének (DEG-ek) kozott S. azurea SZMC 14600 és S. azurea DSM 44631
torzsekben.

COG Annotalt gének szima és %
Funkcionalis kategéria
azonosito SZMC 14600 DSM 44631

Informdciotarolds és feldolgozds

J Transzlacio, riboszomalis struktura és biogenezis 13 (4,4%) 10 (3,2%)
Transzkripcid 25 (8,5%) 20 (6,4%)
L Replikacio, rekombindcié és repair 10 (3,4%) 7 (2,2%)
Sejtszintii folyamatok és jeldtvitel
D Sejtciklus szabalyozas, sejtosztodas, kromoszoma megosztas 3 (1,0%) 3 (1,0%)
\% Védelmi mechanizmusok 12 (4,1%) 6 (1,9%)
T Szignaltranszdukcids folyamatok 11 (3,7%) 10 (3,8%)
M Sejtfal/membran/burok biogenezis 11 (3,7%) 22 (7,0%)
N Sejt motilitas 1(0,3%) 0 (0%)
W Extracellularis struktirak 0 (0%) 1 (0,3%)
U Intracellularis anyagaramlas, szekrécios és vezikularis transzport 1 (0,3%) 3 (1,0%)
@) Poszttranszlaciés modositasok, protein turnover, chaperonok 6 (2,0%) 10 (3,2%)
Metabolizmus
C Energiatermelés ¢s atalakitas 21 (7,1%) 15 (4,8%)
G Szénhidrat transzport és metabolizmus 17 (5,8%) 43 (13,7%)
E Aminosav transzport és metabolizmus 33 (11,2%) 25 (8,0%)
F Nukleotid transzport és metabolizmus 13 (4,4%) 3 (1,0%)
H Koenzim transzport és metabolizmus 12 (4,1%) 19 (6,1%)
I Lipid transzport és metabolizmus 19 (6,5%) 14 (4,5%)
P Szervetlen ion transzport és metabolizmus 20 (6,8%) 28 (8,9%)
Q Szekunder metabolit bioszintézis, transzport és katabolizmus 13 (4,4%) 15 (4,8%)
Mobil elemek
X Mobilom: profagok, transzpozonok 4 (1,4%) 3 (1,0%)
Kevésbé jellemzett folyamatok
Altalanos funkcionalis predikcio 39 (13,3%) 46 (14,7%)
S Ismeretlen funkcio 10 (3,4%) 10 (3,2%)

S COG 294 (100%) 313 (100%)

rom

Figyelembe véve a markdnsabb expresszios kiilonbségeket a két eltérd
antibiotikumtermel6-képességii S. azurea kozott, a kovetkezd COG kategoriakban mutatott
jelentdsebb downregulaciot az SZMC 14600-as torzs: szénhidrat transzport és metabolizmus (G),
sejtfal/membran/burok biogenezis (M), szervetlen ion transzport és metabolizmus (P) és koenzim

transzport és metabolizmus (H). Ezzel szemben a nukleotid transzport és metabolizmus (F),
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aminosav transzport ¢és metabolizmus (E), energiatermelés ¢s atalakitas (C) ¢és védelmi
mechanizmusok (V) COG kategoriakba sorolt DEG-ek tobbsége a megnovekedett

primycintermeld-képességgel rendelkezd térzsnél mutatott upregulaciot (30. abra).

i Upreguldlodott gének S. azurea SZMC 14600 torzsben.
| Upreguldlodott gének S. azurea DSM 44631 torzsben.
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30. abra Clusters of Orthologous Groups (COGs) funkcionalis kategériak reprezentaltsiga a
differencialtan expresszalodo gének (DEG-ek) kozott S. azurea SZMC 14600 és S. azurea DSM 44631
torzsekben. A COG funkcionalis kategoriak azonositéi: (C) Energiatermelés és atalakitas; (D) Sejtciklus
szabalyozas, sejtosztodas, kromoszoma megosztas; (E) Aminosav transzport és metabolizmus; (F)
Nukleotid transzport és metabolizmus; (G) Szénhidrat transzport és metabolizmus; (H) Koenzim
transzport és metabolizmus; (1) Lipid transzport és metabolizmus; (J) Transzlacid, riboszomalis struktara
¢és biogenezis; (K) Transzkripcid; (L) Replikacid, rekombinacio és repair; (M) Sejtfal/membran/burok
biogenezis; (N) Sejt motilitas; (O) Poszttranszlacidos modositasok, protein turnover, chaperonok; (P)
Szervetlen ion transzport és metabolizmus; (Q) Szekunder metabolit bioszintézis, transzport és
katabolizmus; (R) Altaldnos funkcionalis predikcio; (X ) Mobilom: profagok, transzpozonok; (S)
Ismeretlen funkcio; (T) Szignaltranszdukcios folyamatok; (U) Intracellularis anyagaramlas, szekrécids és
vezikularis transzport; (V) Védelmi mechanizmusok; (W) Extracellularis struktarak
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Az RNS szekvenalasi adatok alapjan az aminosav transzport €s metabolizmus (E) COG
kategoriaba sorolt agmatinaz enzimet kodold gén, mely kozvetleniil a PKS génklaszter 3’
képességgel rendelkez6 torzsben, 2,62 log. fold-change mértékben.

Jol ismert tény, hogy a poliketid- és a zsirsavszintézis utvonalak szorosan kapcsolodo,
kozos evolicios multra vezethet6k vissza. A magas szinti szerkezeti diverzitast mutatd
molekuldk bioszintézise soran a két megaszintdz Osszeszerelési folyamataiban homolédg
domének vesznek részt, valamint olyan kozos prekurzor molekulakon osztoznak, mint az acetil-
¢s malonil-KoA [111]. A zsirsavszintézis folyamataban kulcsszereppel bird 3-oxoacil-(acil-
karrier-protein) szintazt kodolé gének (EHK89245.1, EHK87608.1 ¢s EHKB84821.1)
génexpresszios profiljat vizsgalva megfigyelheté volt, hogy ezen géneket alacsonyabb
expresszios szint jellemezte az emelt primycintermel-képességii torzsben (8. tablazat).

A védelmi mechanizmusok (V) COG kategoriat képviselve, kdzvetleniil a primycin PKS
génklaszter mellett azonositottunk két ABC multidrog transzportert kodolo gént (EHK80158.1
¢s EHK80159.1), melyek 8,0 és 3,8 logo fold-change értékekkel overexpresszalodtak S. azurea
SZMC 14600-ban. Hasonloképpen a TetR csaldd transzkripcios szabalyozoi (TFR) kozott,
melyek olyan valtozatos folyamatok szabdlyozésdban vesznek részt, mint az antibiotikum
termelés, efflux pumpak szabalyozasa, valamint multidrog- és self-rezisztencia, tobb gén is
magasabb expresszios szinten nyilvanult meg (2,08 és 5,23 log» fold-change értékek kozott) az
emelt primycintermel6-képességii térzsben.

Habar a primycin bioszintézis génklaszter komparativ analizise nem mutatott Ki
strukturalis kiilonbségeket a S. azurea SZMC 14600 ¢és S. azurea DSM 44631 kozott, azonban a
génklaszteren beliil a kétkomponensii szignaltranszdukcios rendszert felépitd hisztidin kinéaz
receptort (EHK80176.1) és a hozzakapcsolodo valasz szabalyozot (EHK80177.1) kodold gén is
upregulalodott a emelt primycintermeld-képességli torzsben. Tovabba a leucin-fogékony
szabalyoz6 fehérje (EHK88701.1) szintén eltérd expressziot mutatott a vizsgalt két torzs kozott

(8. tablézat).
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8. tablazat A primycin bioszintézishez potencialisan kothetd, up- és downregulaciot mutatod gének
az alacsony, illetve emelt primycintermelé-képességgel rendelkezé S. azurea SZMC 14600 és
DSM 44631 torzsek Osszevetésében.

Relativ ,,fold-change” (log)

. Fehérje
COG Nev azonosjit(') S'S;ZI\L/JIréa S. azurea
14600 DSM 44631
Zsirsavszintézis

IQ  3-oxoacil-(acil-karrier-protein) szintaz EHK89245.1 - 2,07
IQ  3-oxoacil-(acil-karrier-protein) szintaz EHK87608.1 - 3,46

I 3-oxoacil-(acil-karrier-protein) szintaz Il1 EHK84821.1 - 2,17

Maisodlagos anyagcserefolyamatok
E Agmatinaz EHK80172.1 2,62 -
T Kétkomponensii hisztidin kinaz EHK80176.1 2,57 -
KT  Kétkomponensii rendszer valasz szabalyozd EHK80177.1 1,76 -
K Lrp/AsnC csalad transzkripcionalis szabalyozo EHK88701.1 4,24 -
Self-rezisztencia

\ ABC transzporter ATP-kot6 fehérje EHK80158.1 8,01 -
\Y% ABC-transzporter transzmembran fehérje EHK80159.1 3,83 -
K TetR/ACrR csalad transzkripcionalis szabalyoz6 ~ EHK82841.1 2,08 -
K TetR/AcrR csalad transzkripciondlis szabalyozé6 EHK88308.1 2,33 -
K TetR/AcrR csalad transzkripcionalis szabalyozé6  EHK82470.1 5,00 -
K TetR/AcrR csalad transzkripciondlis szabalyozé6 EHK88153.1 5,23 -
K TetR/AcrtR csalad transzkripcionalis szabalyozo ~ EHK88592.1 3,16 -
K TetR/AcrR csalad transzkripciondlis szabalyoz6 EHK83942.1 4,29 -

6.7. qRT-PCR vizsgalatok

A gRT-PCR méréseink soran szelektaltan vizsgaltuk a primycin bioszintézishez potencialisan
kothetd, eltérd expressziot mutatd gének megnyilvanulasat. Az RNS-Seq eredmények
hitelessége statisztikailag is igazolhato, a QRT-PCR és az RNS-Seq mérési adatok 0,71-es
korrelacios egyiitthatoval jellemezhet6ek (p < 0,05). A logz transzformalt génexpresszios értéket
figyelembe véve a kétkomponensii hisztidin kinaz (3,9), az ABC transzporter ATP-kot6 fehérje
(2,6), az ABC-transzporter transzmembran fehérje (1,9), az agmatinaz (2,4) és a TetR/AcrR
csalad transzkripcionalis szabalyozo (0,8) kodolasaért felelés gének egyarant overexpressziot
mutattak az emelt primycintermeld-képességgel rendelkezé S. azurea SZMC 14600 torzs
esetében. Ezzel szemben a zsirsavszintézishez kothetd 3-oxoacil-(acil-karrier-protein) szintaz I11
(-0,4), 3-oxoacil-(acil-karrier-protein) szintaz (-1,6) enzimeket kodold gének egyarant
downregulalodtak a S. azurea DSM 44631 torzshoz képest (31. abra).
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31. abra A primycin bioszintézishez kdthetd gének expresszidjanak vizsgalata
gRT-PCR-rel. A sziirke oszlopok reprezentdljak a qRT-PCR-rel mért, log:
transzformalt génexpresszios értéket, mig a zold oszlopok az RNS szekvenalasbol
szarmazo log, ,,fold-change” értékek. 1.: ABC transzporter ATP-k6td fehérje
(EHK80158.1); 2.: ABC-transzporter transzmembran fehérje (EHK80159.1); 3.:
Kétkomponensii hisztidin kinaz (EHK80176.1); 4.: Agmatinaz (EHK80172.1); 5.:
TetR/AcrR csalad transzkripcionalis szabalyozo (EHK88153.1); 6.: 3-oxoacil-
(acil-karrier-protein) szintaz 111 (EHK84821.1); 7.: 3-oxoacil-(acil-karrier-protein)
szintaz (EHK87608.1). Pearson-féle korrelacios egyiitthaté: R = 0,71 (p < 0,05).
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7. EREDMENYEK MEGVITATASA

7.1. Primycintermel6-képesség

Ahogyan azta 4.1.1. Saccharomonospora azurea cimii fejezetben mar korabban targyaltuk, jelen
ismereteink szerint primycin-termeld szervezetként kizarolag a Pseudonocardiaceae csaladba
tartozo S. azurea faj képvisel6i tekinthetéek. A kozeli rokon Saccharomonospora fajokrol (S.
cyanea, S. glauca, S. xinjiangensis és S. viridis) korabban kisérletes uton mar bebizonyosodott,
hogy primycin fermentacios koriilmények kozott nem képesek antibiotikum szintézisre, azonban
arrdl, hogy genom szinten potencialisan rendelkeznek-e a primycin termeléshez sziikséges
génkészlettel, mindezidaig nem allt rendelkezésiinkre hitelt érdemld adat. Jelen munka keretein
beliil elvégeztiik a primycin bioszintetikus génklasztert célzd, atfogd strukturalis genomikai
Osszehasonlitast az online adatbazisokban hozzaférheté Saccharomonospora fajok (6sszesen 11)
genomszekvenalasi adatainak Osszevetésével. A lefuttatott szekvenciaanalizis a primycin PKS
struktirgének hidnyat tarta fel az Osszes egyéb faj esetében, kihangstlyozva a S. azurea
nemzetségen beliil betolttt unikalis szerepét.

Ugyan a Saccharomonospora nemzetség tagjairél bizonyossagot nyert, hogy nem
rendelkeznek a primycin termelésért felelés genomi hattérrel, a S. azurea SZMC 14600 termeld
torzs primycin bioszintézis génklaszterének strukturalis vizsgalata a Pseudonocardiaceae csalad
két kozeli nemzetségének (Amycolatopsis, illetve Kibdelosporangium nemzetségek)
képviseldjére iranyitotta a figyelmet. Az antiSMASH szoftverrel végzett in silico szekunder
metabolit analizis mind az A. orientalis B-37 és A. orientalis DSM 40040, mind a K. aridum
DSM 43828, K. aridum A82846 és K. aridum subsp. largum NRRL B-24462 torzsek kapcsan
komplett primycin génklasztert tart fel. Mivel ezen torzsek genetikai adottsdgukat tekintve
potencialisan rendelkeznek a primycin termelés képességével, ezért megkiséreltik két
kivalasztott torzs, a K. aridum DSM 43828 és az A. orientalis DSM 40040 primycin fermentacios
tapoldatban torténd termeltetését megvalositani, azonban antibiotikum termelés nem volt
detektalhaté sem agardiffiizios bioldgiai értékméréssel, sem pedig HPLC/ESI-MS moédszerrel. A
bioszintézisért felelds gének indukaldsa érdekében a fermenticids paraméterek tovabbi

optimalizalasra szorulnak.

7.2. Zsirsav szubsztratok primycin bioszintézisre gyakorolt hatasa
A fermentacids tapoldathoz adagolt zsirsavak, mint az antibiotikum bioszintézis fontos
prekurzorai kulcsfontossagu szerepet toltenek be a PKS szintézis utvonalon keletkezd

antibiotikumok bioszintézisében [112]. A primycin fermentacios eljaras soran az empirikusan
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optimalizalt ipari fermentacios tapkézegben megtalalhato sztearinsav jelenti elsddleges forrasat
a primycin PKS szintézis tutvonal alapvetd épitékdveinek szamité malonil-KoA, illetve
metilmalonil-KoA molekulaknak.

Kisérletes munkank folyaman bizonyitast nyert, hogy az ipari szempontbdl hatékony
primycin termeltetésnek eldfeltétele a fermentaciés tapoldathoz adagolt, primycin
bioszintézishez kdthetd prekurzor zsirsav molekuldk, melyek hidnya a termelés jelentds mértékii
(akar 65%-0s) csokkenését eredményezheti (14. abra). A zsirsav komponens elhagyasa azonban
nem jart a primycin szintézis teljes gatlasaval, hiszen a termeld szervezet
anyagcserefolyamataihoz elengedhetetlen, elsédleges szénforras (vizoldhatdé keményitd),
valamint a technologia jellegébdl adodoan (a tapkozeg leégését meggatolando sterilezés kdzben)
napraforgoolaj is rendelkezésre all a mikrobak szamara. Utdbbi szintén potencialis zsirsavforras,
mely Osszetételében sztearinsav (1-7%), palmitinsav (4-9%), olajsav (14-40%) és linolsav (48-
74%) is egyarant szerepel [113]. Az elvégzett vizsgalatok értelmében a napraforgoolaj elhagyasa
szintén a primycin fermentacios tapkozeg antibiotikum termelés indukdldsdnak csokkenését
(17%) vonja maga utan, azonban a jelentkezd negativ hatdsa kisebb mértékii a zsirsav elvételhez
képest (15. abra).

Vizsgalataink soran igazolast nyert tovabba, hogy a primycin bioszintézis mértékét
dontdéen befolyésolja a tapkozegben taldlhatd zsirsav komponens mindsége és mennyisége.
Kiilonboz6 lanchosszusagu zsirsavak (sztearinsav, palmitinsav, laurinsav, kaprinsav, nantsav,
kapronsav €s vajsav) bevonasaval végzett analizis soran a legjobb antibiotikum termelést
indukalo szubsztratnak a hosszabb szénldnccal rendelkez6 sztearinsav, palmitinsav és laurinsav
harmasa bizonyult. A laurinsav annak ellenére kedvezdé, primycin termelést indukald
komponensként jellemezhetd, hogy irodalmi adatok antibakterialis hatasarél szamolnak be tobb
Gram-pozitiv és Gram-negativ baktérium esetében is [114, 115]. A kozepes szénlanchosszusagh
kaprinsav és Onantsav alkalmazéasa mellett a termeld térzs nem mutatott sejtndvekedést, ebbodl
kifolyolag antibiotikum termelés sem volt tapasztalhatd a fermentacid6 soran. Ezen
megfigyeléseink jo Osszhangban vannak azon irodalmi adatokkal, melyek a kozepes
szénlanchosszsagu zsirsavak antimikrobialis aktivitasarol szamolnak be [116, 117]. Az
altalanosan elfogadott nézet szerint a zsirsavak disszocialatlan formaban kdnnyedén athatolnak
a sejtmembran foszfolipid kettGsrétegén, majd a citoszolba jutva ezek a gyenge karbonsavak
ionjaikra disszocialnak. Annak érdekében, hogy a sejt fent tudja tartani az optimalis (kozel
semleges) pH koriilményeket, arra kényszeriil, hogy a feleslegben jelenlévd protonokat
adenozin-trifoszfat felhasznalasa mellett eltavolitsa, ami végsé soron az energiaforrasok

kimeriiléséhez vezet [118]. A szintén kdzepes szénlanchosszusagu kapronsavat vagy a rovid
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szénlanci vajsavat tartalmaz6 fermentacids tapkozeg esetében bar megfigyelhetd volt
sejtnovekedés, azonban ez alacsony primycintermeld-képességgel tarsult. A 300-400 mg/L
koriili primycin koncentracio értékek gyakorlatilag megegyeztek a korabban sztearinsavmentes
fermentlevekben mért primycin koncentracioval. Tehat e két zsirsav kapcsan megallapithato,
hogy ugyan nem rendelkeznek a termeld torzzsel szemben antimikrobialis hatassal, azonban
primycin termelést indukald hatassal sem.

A legnagyobb hozamut primycin fermentacidk sordn alkalmazott zsirsavak (sztearinsav,
palmitinsav és laurinsav) 0sszevetésében vizsgaltuk az alkalmazott zsirsav koncentracidé hozamra
gyakorolt hatdsat. A kapott eredmények alapjan megallapithaté, hogy minden tesztelt
koncentraci6 esetében a palmitinsav bizonyult primycin termelés szempontjabol a
leghatékonyabb szubsztratnak (16-18. abra). A hozamra gyakorolt hatasat tekintve a 4,5 g/L-es
koncentraciot talaltuk a legeffektivebbnek, mely felhasznalasaval akar 2100 mg/L-t is meghalado
primycin koncentracidt sikeriilt elérnlink. Lévén, hogy a prokariota sejtszervezddések
zsirsavszintézisének elsddleges terméke a palmitinsav [119], valamint, hogy a primycin-termeld
S. azurea sejtek zsirsav spektrumat majd 80%-ban a palmitinsav dominalja, feltételezhetd, hogy
a termeld szervezet enzimatikus apparatusa hatékonyabban képes hasznositani a palmitinsav
forméjaban rendelkezésre allo zsirsav szubsztratot. Koztudott tovabba, hogy a poliketid szintézis,
illetve a zsirsavszintézis evolucios tekintetben egymashoz szorosan kothetd folyamatok. A két
megaszintaz altal szabalyozott Osszeszerelési Utvonalak homolog doméneket és prekurzor
molekulakat hasznalnak, mint példaul acetil-KoA és a malonil-KoA [111]. igy lehetséges, hogy
a palmitinsav negativ visszacsatoldsi mechanizmus révén képes gatolni sajat bioszintézisét,
ezaltal a PKS szintézis utvonal irdnyaba eltol6do bioszintetikus folyamatok soran nagyobb
mennyiségben allnak rendelkezésre a hasznosithatd épitdelemek.

Mindezek tiikrében az elvégzett vizsgalataink igazoltak a palmitinsav primycin
bioszintézisében bet6ltott hatékony termelést indukald szerepét, mely igy nemcsak a sztearinsav
alternativ komponenseként haszndlhato fel a fermentécios kdzegben, hanem az ijonnan tervezett
¢s rendkiviil hatékony primycin termeld fermenticidos kozeg standard komponenseként is

szolgalhat.

7.3. Primycin bioszintézis génklaszter strukturalis jellemzése

A megndvekedett primycintermel6-képességgel bird S. azurea SZMC 14600 torzs primycin
bioszintézisért felelds génklaszterének feltarod, strukturalis genomikai jellemzését a torzs 2012-
ben megvalosult genomszekvenalasi projektje tette lehetévé. A PTE TTK Altalanos és

Kornyezeti Mikrobioldgiai Tanszék munkatarsai altal végzett genom Osszeszerelésnek
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koszonhetden megsziiletett nem teljes, draft genom [84] megteremtette a lehetdséget a primycin-
termeld torzs bioaktiv szekunder metabolit szintézishez kotheté génkészleteinek azonositasara.
A szekvencia adatok analizise révén Csepregi ¢és munkatarsai elkészitették a primycin PKS
bioszintetikus génklaszter els6, részleges leirasat [120], mig Kovacs-Valasek és munkatarsai két
tovabbi kriptikus (NRPS és hibrid PKS/NRPS) bioszintetikus génklaszterrdl szamoltak be [121].

Ugyan Csepregi ¢s munkatarsainak uttoré munkassdga nagyban hozzasegitett minket az
ujonnan leirt primycin szintézisért felelés génklaszter strukturalis felépitésének, ezaltal a
bioszintézis folyamatanak részleteiben torténé megismeréséhez, azonban szamos kérdés
tovabbra is megvalaszolatlan maradt. A leird6 munka elsésorban a primycin PKS struktargének
jellemzésén alapul, ennek kdvetkeztében a primycin molekula bioszintéziséhez nélkiilozhetetlen
prekurzor, illetve modosité gének azonositdsara és jellemzésére nem keriilt sor. Tovabba a
szekvenalasi adatok alapjan jellemzett primycin PKS génklaszter alapjan prediktalhato
antibiotikum molekula felépitését tekintve diszkrepanciat mutat a primycin molekula tényleges
kémiai szerkezetével. A Csepregi és munkatarsai altal felallitott primycin PKS modell egy
Osszesen 16 modulbol allo6 multienzim-komplexet ismertet, amely a kanonikus I-es tipustt PKS
bioszintézis utvonalat kovetve, elméletileg egy 32 szénatombdl allo laktongytir(i szintézisét teszi

lehetdveé, szemben az ismert primycin molekula 36 szénatomot szamlalo laktongytrijével.

7.3.1. Primycin PKS modell

Annak érdekében, hogy kozelebb keriiljiink a primycin bioszintézis folyamatainak alapjaiban
torténd megértéséhez, a fent emlitett hianyossagok sziikségessé tették az emelt primycintermel-
képességgel rendelkezd S. azurea SZMC 14600 torzs genomszekvenalasabol szarmazo adatok
terliletén tapasztalt folyamatos fejlodés, kifinomultabb algoritmusok alapjan mikodo
szoftvercsomagok alkalmazasat tette lehet6vé, mely a rendelkezésre allo szekvencia adatok
pontosabb interpretalasat vonta maga utan. Ennek koszonhetéen a primycin PKS struktargének
ujboli analizise soran sikeriilt azonositanunk a S. azurea SZMC 14600 torzs AHXB01000216
kontigja kapcsan kordbban leirt, 6sszesen 16 modul szintéziséért felelds génklaszter mellett, a
primycin molekula szerkezeti tulajdonsagai alapjan indokolt tovabbi két modult, melyek az
AHXB01000133-as kontigon foglalnak helyet. Az ujonnan jellemzett katalitikus, illetve
intermodularis domének figyelembevételével ujraalkotott I-es tipust primycin PKS multienzim-
komplex alapjan in silico prediktalt primycin molekula immaron tényleges egyezést mutat az

ismert primycin molekula kémiai szerkezetével (21. abra).
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7.3.2. A primycin PKS multienzim-komplex szubsztrdtspecificitisa

A viltozatos kémiai szerkezettel rendelkezd poliketid molekuldk Sokszinlisége a PKS
Osszeszerelési utvonalban résztvevd, kiilonbozo katalitikus funkcidkat ellatd aktiv centrumok
variabilitdsanak koszonhetd. Az altalunk jellemzett 0j primycin PKS modellbdl kiindulva
megtortént a primycin molekula bioszintézise kapcsan meghatarozo szerepet betélté domének,
ugymint a szubsztrathasznositast elsddlegesen meghatarozo AT, illetve a sztereokémiai
tulajdonsagok kialakitasaban donté KR domének jellemzése.

Altalanossagban a PKS tutvonalon keresztiill végbemend szintézis folyamatok soran
alapvetéen malonil-KoA, metilmalonil-KoA vagy etilmalonil-KoA beépiilése figyelheté meg.
Ennek megfeleléen a primycin PKS AT domének aminosav szekvencia illesztése soran 12 modul
esetében malonil-KoA, valamint 5 modul esetében metilmalonil-KoA szubsztrat specificitassal
rendelkez6 katalitikus centrumokat azonositottunk a GHSx[LVIFAM]G és HAFH, illetve
GHSx[QMI]G ¢és YASH konzervalt szekvenciamotivumok alapjan [122, 123]. Mindazonaltal az
irodalombol ismert, hogy néhany antibiotikum esetében ezektdl eltéré, nem megszokott
szubsztrat hasznosulasa is végbe mehet a bioszintézis soran. Példaul az Actinokineospora
bangkokensis 44EHWT-ben leirt thailandin bioszintézis utvonal kapcsan butilmalonil-KoA
specificitassal rendelkez6 AT doménrél [124], mig a Streptomyces sp. JS36 altal termelt
cinnabaramide bioszintézise kapcsan hexilmalonil-KoA hasznosito AT doménrél szamoltak be
[125]. Léteznek tovabba kevésbé specifikus AT domének is, melyek tobb szubsztrat beépitését
is lehetévé teszik, mint példaul a neoansamycint termeld Streptomyces sp. LZ35 esetében
butilmalonil-KoA ¢és pentilmalonil-KoA [89] vagy az antimycin kapcsan leirt propanilmalonil-
KoA, butilmalonil-KoA, pentilmalonil-KoA és hexilmalonil-KoA molekuldk [124]. A primycin
PKS enzim felépitésében résztvevé AT domének analizise soran szintén a szokasostol eltérd
szubsztrathasznositasi tulajdonsaggal rendelkez6 AT domént talaltunk a 18-as modulban. Az
antiSMASH szoftver altal végzett in silico elemzés elméletileg etilmalonil-KoA hasznosulasat
vetitette eldre, azonban az aminosav szekvencia adatok részletes dsszevetésébdl kidertilt, hogy a
kérdéses AT domeén aktiv centrumaiban megtaldlhato GHSQG ¢és GAGH konzervalt
szekvenciamotivumok  butilmalonil-KoA, pentilmalonil-KoA vagy hexilmalonil-KoA
beépiilését teszik lehetove, melynek kovetkezménye a primycin molekuldk R2-es oldallancaban

(n-butil, n-pentil és n-hexil) mutatott variabilitas.

7.3.3. KR domen szerepe a sztereokémiai tulajdonsagok kialakitasaban
A poliketid molekulak sztereokémiai komplexitdsa meghatarozo szerepet jatszik a specifikus

receptorokhoz valé kotddésben. A PKS enzimkomplex egyes moduljaiban taldlhato KR domén
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hatarozza meg a szintetizalodé termék szekunder hidroxil-, illetve metil csoportot hordozé

c gy

crcr

nélkiill, NADPH medialt atvonalon. A 2-es altipusu (A2, B2) KR domének esetében szintén
ugyanezen katalitikus centrumok révén szabalyozott a 2S sztereokémia kialakulasa az a-
szubsztituens pozicioban [126].

A S. azurea SZMC 14600 torzs primycin PKS enziméhez kdthetd KR domének aminosav
szekvencia illesztései soran 6sszesen 7 db KR domén esetében tartuk fel az A-tipusra jellemz6
triptofan (W), mig tovabbi 11 KR esetében a B-tipusra jellemzd, leucinbdl és két tovabbi
aszparaginsavbol (LDD) all6 szekvenciamotivumokat [127]. A vizsgalt szekvencia adatok
alapjan azonositottuk tovabba a lys-ser-tyr katalitikus triadot. A 7-es és 9-es modul KR doménje
esetében megfigyelheté azonban, hogy a 112-es pozicioban talalhato lizint (K) aszparaginsav
(A), mig a 1l-es és a 17-es modul KR doménje esetében glicin (G) helyettesiti. Ezen
szubsztiticiok a termékképzodést nem befolyasoljak, az aktiv centrumhoz kothetd katalitikus
folyamatok eredménye szintén Bl-tipusti sztercokémiaval jellemezhet6. A primycin PKS
esetében szintén azonositottuk a KR doménekre jellemzé TGGTGxLG szekvenciamotivumokat

is, melyek a NADPH kofaktor kotését teszik lehetové [128].

7.3.4. L-arginin prekurzor szintézis utvonal

Hasonldéan sok mas, guanidin oldallancot hordozé makrociklikus poliketidhez, a primycin
bioszintézis kiindulasi egysége szintén a 4-guanidinobutanoil-KoA molekula, mely az L-arginin
prekurzor szintézis utvonalon keresztiil szintetizalodik [42]. Az L-arginin szubsztrat molekulatol
dedikalt, katalitikus enzimek altal szabalyozott, tobb 1épésbdl allo szintézis folyamat vezet a
primycin PKS altal kdzvetleniil hasznosithato 4-guanidinobutanoil-KoA molekulaig.

Az emelt primycintermel6-képességgel rendelkez6 S. azurea SZMC 14600 torzs
genomszekvenalas adatainak strukturalis genomikai analizise soran azonositottuk ezen prekurzor
szintézis utvonal enzimatikus szerepldit, melyek a szintézis folyamatnak megfeleléen az alabbi
sorrendben kovetik egymast: az L-arginin és a 4-guanidinobutiramid molekuldk kozti
konverzioért az amin oxiddz (EHK88410.1), a 4-guanidinobutiramid és a 4-guanidinobutansav
kozti atalakuldsért az amidohidrolaz (EHK88411.1), mig a 4-guanidinobutdnsav ¢és a 4-
guanidinobutanoil-KoA kozt lejatszodo reakcid katalizalasaért az acil-KoA ligaz (EHK88415.1)
enzimek feleldsek. Az aktivalt 4-guanidinobutanoil csoport felhelyezését a primycin

bioszintézist végzé PKS multienzim indité acil-karrier protein (ACP) doménjére az S-
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maloniltranszferaz (EHK80162.1) enzim végzi. A leirt enzimeket kédold gének a primycin PKS
struktirgéneket egyarant magaba foglald primycin bioszintézisért felelés génklaszteren beliil

A primycin bioszintézisért felelds génklaszterhez tartozd gének, illetve fehérjék NCBI
adatbazisban elvégzett homologia keresésének eredménye szintén megerdsitette az L-arginin
prekurzor szintézis utvonalat szabalyozo enzimek primycin szintézishez kothetd szerepét.
Ugyanis a bizonyitottan primycin-termelé S. azurea faj tagjain kiviil, az amidohidrolaz
(EHK88411.1), az acil-KoA ligaz (EHK88415.1) és az S-maloniltranszferaz (EHK80162.1)
enzimek is egyarant a szintén primycin génklaszterrel rendelkez6 K. aridum homolog enzimeivel

mutattak a legnagyobb fokl azonossagot.

7.3.5. Primycin szintézist modosito és szabalyozo gének
A primycin bioszintetikus génklaszter analizise soran a primycin PKS struktirgének és az L-
arginin szintézis utvonalban résztvevo gének mellett azonositasra keriilt tovabbi 16 gén, melyek
valamilyen szinten kdthetdek a primycin molekula szintézis folyamatanak egyes szakaszaihoz.
Ezen 16 gén magas fokt hasonlosagot mutat a K. aridum-ban is azonositott primycin PKS-sel
szorosan kapcsolt génekkel, aldtdmasztva a primycin génklaszterben betoltott szerepliket. Az
azonositott gének kozott megtalalhatd a primycin Al és deguanidino-amino-Al komponensek
kozotti atalakulast katalizald agmatinazt (EHK80172.1) [43], a primycin Al, A2 és A3
molekulak esetében az arabinozil funkcios csoport felhelyezéséért felelds glikoziltranszferazt
(EHK80161.1) [44] vagy a primycin PKS 18-as moduljanak AT doménje altal hasznositott, nem
szokvanyos butilmalonil-KoA, pentilmalonil-KoA ¢és hexilmalonil-KoA  szubsztratok
szintéziséért felelos acil-KoA karboxilazt (EHK80154.1) kodold gének [129]. Szintén a
génklaszter része a citokrom P450 (EHK80160.1) atlal kodolt enzim, mely feltételezésiink szerint
az l-es tipust primycin PKS utols6 moduljanak ACP-jéhez kotott poliketid lanc C-35-0s
szénatomjanak hidroxilezését katalizalja szemben a primycin PKS 6. moduljdnak KR-a altal
medialt ketoredukcioval. A keletkez6 hidroxil csoport kulcsfontossagi eleme a PKS
enzimkomplex C terminusan talalhaté TE domén altal katalizalt laktongy(irti zarodasnak [130].
A primycin PKS struktirgének kozvetlen kornyezetében, 5’ illetve 3’ irdnyban is két-két
(6sszesen 4) ABC transzport fehérje szintéziséért feleldés gént azonositottunk. Mint ismert az
ABC transzport fehérjék kdzponti szerepet jatszanak a bioaktiv metabolitokat termel6 sejtek self-
rezisztencia folyamataiban, ezaltal az altalunk azonositott gének potencialisan
kozremiikodhetnek a primycin termelés eredményeként jelentkezd antibiotikum aktiv

kivalasztasban [131]. A kanonikus ABC transzporterek felépitésiiket tekintve négy funkcionalis
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alegységbe szervezddnek, melyet két nukleotidk6té domén és két transzmembran domén alkot
[132]. Ennek megfelelden a primycin PKS-t6l 5’ iranyban egyiittesen helyezkedik el az ABC
transzporter ATP-ko6t6 fehérje (EHK80158.1), illetve a hozza tartozo ABC transzporter permeaz
(EHK80159.1) szintézisiéért felelés gén, valamint 3’ iranyban a hasonld funkciot ellato
EHKS80174.1 és az EHK80175.1. azonositdval ellatott géntermékek szintézisiéért felelds gének.

Kozvetleniil az utobbi két ABC transzporter gén mellett szintén azonositasra keriiltek a
bakterialis kétkomponensti szignéltranszdukcids rendszereket képviseld két-komponensii
szenzor hisztidin kinazt (EHK80176.1) és a hozza kapcsolodo valasz regulatort (EHK80177.1)
kodolé gének. Altalanosagban véve ezen kétkomponensii rendszerek szamos bioldgiailag aktiv
szekunder metabolit, ezaltal a primycin bioszintetikus szabalyozasaban is részt vehetnek [133,
134]. Mindazonaltal a primycin bioszintézisben betdltott egzakt szerepiik, akarcsak a génklaszter
altalanosabb funkcioit ellatd fehérjéit (penicillin acildz csalad fehérje - EHK80155.1, DUF418
domént hordozé fehérje - EHK80156.1, cukor dehidrogendz - EHK80164.1, AAA csalad ATPaz
- EHK80178.1) valamint a két ismeretlen funkciot ellatd hipotetikus fehérjét (EHK80157.1 és
EHK80173.1) kodold géneknek mindezidaig még nem tisztazott.

7.4. Funkcionalis genomika

A S. azurea SZMC 14600 és S. azurea 44631 torzsek komplex génexpresszids profiljanak
Osszehasonlitdsa révén vizsgaltuk a primycintermel6-képességben mutatkozo kvantitativ
kiilonbségek transzkripcionalis szinten torténd megnyilvanulasat. Az emelt, illetve csokkent
primycintermeld-képességgel rendelkezd S. azurea torzsek RNS szekvenalasabol szarmazo
adatok bioinformatikai feldolgozasa 6sszesen 686 DEG-et eredményezett, beallitott 2-es ,,cutoff”
érték mellett. Ezen gének funkcionalis annotacidja €s GO kategdridkba vald besoroldsa nagy
valtozatossagot mutat, azonban a f6 kategoriakba sorolt GO meghatarozasok reprezentaltsagat
tekintve nem tapasztaltunk 1ényegi eltérést a két primycin-termeld S. azurea torzs kozott.

Az eltérd expressziot mutatd gének COG funkciondlis csoportokba torténd besorolasuk
alapjan szintén igen valtozatos kategoriakat képviselnek, habar altalanossagban az anyagcsere
folyamatokhoz kotheté COG kategoridk dominans tulstlya jellemzd, melyek az Gsszes talalat
tobb mint 50%-at reprezentaljak. Koziilik kiemelend6 az aminosav transzport és metabolizmus
(E) osztalyba tartoz6 agmatinaz enzimet kodolo gén, mely 2,62-szeres upregulaciot mutatott a
primycin-taltermeld torzsben. A primycin bioszintetikus génklaszterhez szorosan koétheté gén
emelkedett expresszios szintje ravilagit annak kiemelt jelentdségére a guanidino oldallancot
hordozé poliketid molekuldk bioszintézisében, ahogyan arr6l Hong ¢€s munkatarsainak

desertomycin kapcsan tett megfigyelései is tanuskodnak [43]. Yuan és munkatarsai a
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Streptomyces  hygroscopicus var. azalomyceticus altal termelt azalomicin F35,
hatdsmechanizmusa kapcsan szintén a guanidino oldallinc marginolakton antibiotikumok
antibakterialis hatasanak kifejtésében betoltott kulcsfontossaga szerepérdl szamolnak be [50].
Kovetkezésképpen az agmatinaz gén expresszios szintjének modositasa igéretes célpontnak
mutatkozik a primycin molekula altal kifejtett antibakterialis aktivitas fokozasanak érdekében.

Az expresszios profilalkotas szintén tobb DEG-et tart fel a zsirsav-bioszintézishez kothetd
enzimek kodolo génjei kozott. A zsirsavak és a poliketidek de novo bioszintéziséért felelds
enzimatikus mechanizmusok szamos ko6zos tulajdonsaggal rendelkeznek, tigymint homolog
katalitikus domének hasznalata vagy éppen a szintézishez felhasznalt prekurzor molekulak
mindsége [119]. Utobbi okan a két multienzim-komplex kozott elméletileg nem zarhatd ki
szubsztrat kompeticios hatas. Eredményeink, melyek az emelt, illetve csokkent primycintermeld-
képességgel rendelkezd S. azurea toérzsek azonos fermentécios koriilmények (azonos novekedési
fazis) kozott torténd Osszevetésén alapul, nem tamasztottak ald azon hipotézist, miszerint a két
bioszintetikus folyamat kozott altalaban nem jelentkezik versengés azok idébeli eltolodasa miatt
[135]. A zsirsavszintézishez kapcsolt gének alacsony primycin-termel6 S. azurea DSM 44631
torzsben tapasztalt emelt expressziods szintje arra enged kovetkeztetni, hogy a zsirsav-, illetve a
poliketid szintézishez kothetd mechanizmusok nem egyértelmiien elhatarolhatd szekvencialis
folyamatok, hanem inkabb Kisebb-nagyobb mértékben ugyan, de atfedésben vannak.

A S. azurea altal termelt primycin egy nem polién marginolakton antibiotikum, mely
bizonyitottan magas antimikrobialis aktivitdssal rendelkezik a gyakori Gram-pozitiv
korokozokkal szemben, beleértve tobb klinikai jelentéséggel bird multirezisztens torzset is [6].
Annak érdekében, hogy a termeld szervezet meg tudja védeni magat a sajat maga altal termelt
bioaktiv anyagcseretermékektdl, az antibiotikum-termeld sejtben lejatszodo self-rezisztencia
mechanizmusok kulcsfontossagu szerephez jutnak. Annak ellenére, hogy a primycin torténete
immaron tobb mint 60 évre nyulik vissza, a S. azurea fajok self-rezisztencia folyamatainak
szabalyozasa kapcsan rendelkezésre allo tudomanyos ismereteink limitaltak. A két primycin-
termeld S. azurea torzs felhasznalasaval most elvégzett transzkripcids analizis azonban tobb, a
multidrog-, illetve self-rezisztencia folyamatokhoz kothetd, megnovekedett expresszids szinttel
rendelkezd gént azonositott a taltermeld torzsben. Koztik két, az ABC transzporter
szupercsaladot képviselé gént, melyek lokalizacidjukat tekintve szorosan kapcsoldodnak a
primycin bioszintézis génklaszterhez [131, 132]. Hasonloképpen tovabbi 6, antibiotikum
rezisztenciahoz kothetd TetR csaldd transzkripcids szabalyozo fehérjét kodold gént
azonositottunk, melyek szintén az emelt primycintermeld-képeséggel jellemzett S. azurea SZMC

14600 torzsben mutattak jelentds overexpressziot [136, 137]. Ezen megallapitasok alatamasztjak
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azon hipotézist, miszerint a rezisztencia gének expressziojat feltehetden a megszintetizalt
primycin molekula vagy annak szarmazékai indukaljak a koncentracio fiiggvényében.

A bakteridlis kétkomponensli szignéltranszdukcids rendszerek nemcsak a kornyezeti
valtozasokra adott komplex adaptiv valaszok szempontjabdl jatszanak fontos szerepet, hanem
részt vesznek a szekunder metabolitok széles skdldjanak bioszintetikus szabalyozasaban is
[133,134]. Példanak okaért a Streptomyces coelicolor-ban jellemzett kétkomponensi AfsQ1/Q2
rendszer képes stimuldlni a termel6 szervezet aktinorodin, undecilprodigiosin és a kalcium-fiiggd
antibiotikum termelését is [138]. Tovabba szintén bizonyitottdk, hogy a Streptomyces
clavuligerus kétkomponensti szignaltranszdukcids rendszerét alkotd orf22 és orf23 pozitivan
szabalyozzdk a klavuldnsav bioszintézisét, minek kovetkeztében overexpresszidjuk
megndvekedett hozamu antibiotikum termelést eredményez [139]. Ismereteink szerint
mindezidaig ez az elsé tanulmany, amely a S. azurea SZMC 14600 torzs megemelkedett
primycin bioszintetikus kapacitasaval kapcsolatban hisztidin kindz receptort és a hozza

Habar a masodlagos anyagcserefolyamatok transzkripciés szinten megnyilvanuléd
szabalyozasa alaposan tanulmanyozott Streptomyces-ekben [140], az egyéb, iparilag fontos ritka
aktinomicétdk esetében a rendelkezésre 4all6 adatok meglehetdsen alulreprezentaltak. Az
irodalombol ismert, hogy S. coelicolor-ban az Lrp/AsnC csalad transzkripcios szabalyozo
fehérjéit kodolo gének (SCO2140 és SCO3361) az antibiotikum-termelés pozitiv szabalyozasaért
felelosek [141, 142]. Ezzel 6szhangban az emelt primycin termeléssel jellemzett S. azurea
torzsben szintén megfigyelhetiink magasan expresszalt Lrp/AsnC csaldd transzkripcios

szabalyozo gént.
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8. OSSZEFOGLALAS

Az Gjonnan, illetve ismételten felbukkand mikrobialis korokozok gyors evolicios fejlodése és a
klinikumban alkalmazott antibiotikumokkal szemben mutatott alkalmazkodo képessége nem
csupan az 0j antimikrobialis szerek felfedezésére iranyul6 kutatasok fontossagat emeli ki, hanem
a mar meglévé antibiotikumokkal kapcsolatos ismeretek elmélyitésének sziikségességét is
hangstlyozza. Ebbe a koncepcioba kivaldan illeszkedik a hazankban 1954-ben felfedezett
primycin, melyben a Gram-pozitiv baktériumokkal szemben mutatott kedvezd antimikrobialis
tulajdonsagainak koszonhetéen komoly terapids potencial rejlik.

Jelen tanulmany soran multidiszciplinaris megkozelitést alkalmazva hagyomanyos
mikrobiologial, analitikai kémiai, illetve fejlett bioinformatikai eszkdzzel tamogatott strukturalis,
funkcionalis és Osszehasonlitd genomikai eljarasok segitségével célként fogalmaztuk meg a
primycin ipari 1éptékii el6allitasanak javitasat, valamint a primycin szintézis hatterében huz6do
folyamatok mélyrehatd megismerését a termeld S. azurea torzsek 6sszehasonlitd elemzése révén.

Klasszikus fermentacié optimalizacidés vizsgalataink soran igazoltuk, hogy az ipari
szempontbo6l hatékony primycin termeltetésben kritikus paraméter a fermentacios tapkozeghez
adagolt zsirsav szubsztrdt mindsége €s mennyisége. A primycin bioszintetikus folyamatok
szempontjabol leghatékonyabb prekurzor molekuldnak a hossza, 16 szénatomot tartalmazé
szénlanccal rendelkez6 palmitinsav bizonyult. A zsirsav koncentraciok tekintetében a 4,5 g/L-es
végkoncentracid bizonyult a legeffektivebbnek a hozamra gyakorolt hatds szempontjabol.
Eredményeink igazoltdk, hogy a palmitinsav nem csupan a sztearinsav alternativ
komponenseként hasznalhato fel a fermentacios kozegben, hanem a jovében az Gijonnan tervezett
¢s rendkiviil hatékony primycin termeld fermentacidos kozeg standard komponenséiil is
szolgalhat.

A S. azurea SZMC 14600 torzs genomszekvenalasi adatainak szisztematikus revizidjanak
koszonhetden jellemeztilk a teljes primycin bioszintetikus génklasztert, amely kapcsan a
primycin PKS strukturgének és az L-arginin szintézis utvonalban résztvevo gének mellett tovabbi
16 gént azonositottunk, melyek a primycin molekula bioszintézis folyamatdnak kiilonb6zd
szakaszaithoz kothetdek. Annak ellenére, hogy a S. azurea SZMC 14600 kapcsan ujonnan
Osszeszerelt és jellemzett primycin PKS génklaszter in silico elemzése nem mutatott ki
szignifikans strukturalis kiilonbségeket a két primycin-termeld torzs kozott, egyértelmi
bizonyitékot talaltunk a primycin PKS 18-as moduljaban talalhaté aciltranszferaz domén
szokatlan szubsztratspecifitasara.

A primycin bioszintézis génklaszter azonositasara iranyuld in silico vizsgalataink

megerdsitették eddigi ismereteinket, miszerint az egyediili primycin-termeléként ismert S.
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azurea mellett a Saccharomonospora nemzetség tobbi tagja nem rendelkezik a primycin
termeléshez sziikséges genetikai potenciallal. Mindazonaltal a primycin bioszintetikus gének és
fehérjék NCBI adatbazisban lefuttatott homologia keresése nyoman mindezidaig ismeretlen, de
teljes értékii, 18 modulbdl 4ll6 primycin PKS génklasztert és a kapcsolt modositd €s szabalyozo
géneket tartunk fel K. aridum DSM 43828, K. aridum A82846 és K. aridum subsp. largum NRRL
B-24462, valamint A. orientalis B-37 és A. orientalis DSM 40040 torzsekben.

A primycintermeld-képességben jelentkez6 mennyiségi kiilonbségek hatterében rejld
folyamatok feltarasa céljabol elvégzett komparativ transzkripcionalis analizis szamos eltérd
expressziot mutatd gént eredményezett, melyeket prediktalt funkciojuk alapjan valtozatos GO,
illetve COG kategoriakba soroltunk. Koziiliik a zsirsavszintézissel, self-rezisztenciaval €s
masodlagos anyagcsere szabalyozasaval kapcsolatos gének, valamint a primycin Al és
deguanidino-amino-A1 komponensek kozotti atalakulast katalizalé agmatinaz enzimet kodold
gén primycin bioszintésben betoltott szerepét targyaltuk. Transzkriptomikai vizsgalatainkkal
parhuzamosan az agmatinaz enzim aktivitdsara utalé deguanidino-amino-Al és Al primycin
komponensek jelenlétét nagy teljesitményli folyadékkromatografiaval kapcsolt elektrospray
ionizécios tomegspektrométerrel szintén igazoltuk mindkét S. azurea torzs esetében a fermentlé
extraktumokbol.

A primycin bioszintézisért felelds génklaszter és vele egyiitt a primycin bioszintézis
szabalyozasanak hatterében rejlé folyamatok megismerésére iranyuld torekvéseink jo kiindulod
pontként szolgdlnak a tudatos torzsnemesitésen keresztiill megvaldsuld antibiotikum hozam
novelésére, valamint lefektetik a primycin molekuldk felhasznalasan nyugvo racionalis

gyogyszertervezEs alapjait.
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9. SUMMARY

Emerging and re-emerging microbial pathogens, together with their rapid evolution and
adaptation against antibiotics, highlight the importance not only of screening for new
antimicrobial agents, but also for deepening knowledge about existing antibiotics. Primycin
produced by Saccharomonospora azurea exhibit advantageous antimicrobial properties against
a wide range of Gram-positive bacteria, which serves it a strong therapeutic potential and makes
it an ideal target for these purposes.

In this study, we have presented a comprehensive work based on multidisciplinary
approaches e.g. traditional microbiology; analytical chemistry; structural, functional and
comparative genomics supported by a wide variety of bioinformatic tools in order to improve
industrial scale primycin production and gain insight into primycin biosynthesis by comparative
analysis of the primycin producer S. azurea strains.

Due to our traditional fermentation optimization efforts it turned out that not only quantity
but quality of fatty acid substrate play a pivotal role in the rate of primycin fermentation. The
most effective precursor molecule for primycin biosynthetic processes was palmitic acid (C16:0).
Regarding fatty acid concentration, 4.5 g/L palmitic acid treatment proved to be the most
effective in terms of antibiotic yield enhancement. Our results demonstrated that palmitic acid
plays an essential role in primycin production and may be used not only as an alternative
component of stearic acid in the fermentation media but may also serve as a standard component
of a newly designed and highly effective primycin producing fermentation media.

According to the systematic revision of the S. azurea SZMC 14600 genome sequencing
data, we could characterized the entire primycin biosynthetic gene cluster. Beside the primycin
PKS biosynthetic core genes and genes involved in the L-arginine precursor synthesis pathway,
we identified 16 additional genes which can be linked to different stages of the primycin
biosynthetic processes. Although in silico analysis of the newly assembled and characterized
primycin PKS gene cluster for S. azurea SZMC 14600 did not reveal significant structural
differences between the two primycin-producing strains, we found clear evidence of an unusual
acyltransferase domain substrate specificity in the module 18 of the primycin PKS.

Our in silico analysis to identify the primycin biosynthesis gene clusters supported our
previous knowledge that beside S. azurea the other members of the Saccharomonospora genus
do not have the genetic potential to produce primycin. In contrast sequence similarity searching
to identify homologous genes and proteins in the NCBI database revealed complete, 18-module

containing primycin PKS gene cluster with the associated modifying and regulatory genes in K.
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aridum DSM 43828, K. aridum A82846, K. aridum subsp. largum NRRL B-24462, A. orientalis
B-37 and A. orientalis DSM 40040 strains.

Concerning quantitative differences in primycin producing ability, the performed
comparative transcriptomic analysis resulted several DEGs, classified into various GO and COG
categories. Among them, genes related to fatty acid synthesis, self-resistance, regulation of
secondary metabolism and an agmatinase encoding gene responsible for catalyze conversion
between primycin Al and deguanidino-amino-Al forms of primycin were discussed. In parallel
to the performed transcriptomic analysis, the presence of deguanidino-amino-Al and Al
primycin components referring to agmatinase enzyme activity was also confirmed by high
performance liquid chromatography with diode array detection and electrospray-mass
spectrometry for both S. azurea strains.

As a result our efforts to investigate the primycin biosynthetic gene cluster and the
mechanisms lying behind the regulation of primycin biosynthesis provides clues for antibiotic

yield- and strain-improvement as well as laying the foundation for rational drug design.
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13. MELLEKLETEK

1. szamu melléklet S. azurea SZMC 14600 primycin bioszintézis génklaszter fehérjét kodolod

génjeinek listaja és a veliik legnagyobb homoldgiat mutato proteinek tulajdonsagai.

Gén Fehérje Méret Azonossag Eai Putativ funkeié Adatbazis
azonosito azonosito (aa) (%) J utatly funket azonosito
359731039 EHK80153.1 144 84 SaCCh:‘;Og‘fsrxSpora citidin deaminéz WP_134718058.1
359731040 EHK80154.1 535 80 Kibdelosporangium acil-KoA karboxilaz béta \yp 33393689.1

aridum alegység
350731041 EHK80155.1 774 70 Kibdelosporangium  penicillin acilaz csaladd  \vo 844241551
aridum fehérje -
359731042 EHK80156.1 393 84 Kibdelosporangium — DUF418 domént hordozé v 844941561
aridum fehérje -
359731043 EHK80157.1 112 78 K'bde'gfi%%ﬁng'”m hipotetikus fehérje WP_033393693.1
350731044 EHK80158.1 262 90 Kibdelosporangium  ABC transzporter ATP- 5 084424157 1
aridum ko6t6 fehérje -
359731045 EHK80159.1 517 81 K'bde'gfi%%ﬁng'”m hipotetikus fehérje WP_084424158.1
359731046 EHK80160.1 428 86 K'bde';’fi%%ﬁng'“m citokrém P450 WP_084424159.1
359731047 EHK80161.1 501 78 Kibdelosporangium  glikoziltranszferdz csaldd /5 143446207 1
aridum 39 fehérje -
359731048 EHKB0162.1 318 80 K'bde';’fi%%ﬁng'“m ACP S-maloniltranszferdz  WP_084424161.1
359731049 EHK80163.1 5141 82 Kibdelosporangium — SDR csaldd NAD(P)- v 150096434 1
aridum fliggd oxidoreduktaz -
359731050 EHK80164.1 763 82 K'bde';’fi%%ﬁng'“m cukor dehidrogendz ~ WP_084424163.1
359731051 EHK80165.1 1998 81 Kibdelosporangium — SDR csaldd NAD(P)-\y5 155797737 1
aridum fliggd oxidoreduktaz -
359731052 EHK80166.1 3702 82 Kibdelosporangium I-es tipust poliketid —\yip 5g4424164.1
aridum szintaz -
359731053 EHKS0167.1 5860 69 Amycolatopsis I-es tipust poliketid \yp g355320.1
orientalis szintaz -
359731054 EHKS0168.1 642 85 Kibdelosporangium SDR csaldd NAD(P)- - \yp 195797735 1
aridum fligg6 oxidoreduktaz -
359731055 EHKB0169.1 6354 81 Kibdelosporangium  SDR csaldd NAD(P)- v 150096904 1
aridum fligg6 oxidoreduktaz -
359731056 EHKS0170.1 1659 83 Kibdelosporangium  SDR csaldd NAD(P)- v 150096904 1
aridum fliggd oxidoreduktaz -
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359731057

359731058

359731059

359731060

359731061

359731062

359731063

359731064

359739571

359739570

359739569

359739568

359739567

359739566

359739565

359739564

359739563

359739562

359739561

359739560

359739559

EHK80171.1

EHK80172.1

EHK80173.1

EHK80174.1

EHK80175.1

EHK80176.1

EHK80177.1

EHK80178.1

EHK88433.1

EHK88432.1

EHK88431.1

EHK88430.1

EHK88429.1

EHK88428.1

EHK88427.1

EHK88426.1

EHK88425.1

EHK88424.1

EHK88423.1

EHK88422.1

EHK88421.1

1828

375

67

331

269

398

212

982

213

141

282

216

229

465

259

342

351

166

63

202

115

79

86

82

85

86

82

88

80

84

88

86

99

93

92

87

84

88

95

74

74

97

Amycolatopsis
orientalis

Kibdelosporangium
aridum

Kibdelosporangium
aridum

Kibdelosporangium
aridum

Kibdelosporangium
aridum

Kibdelosporangium
aridum

Kibdelosporangium
aridum

Kibdelosporangium
aridum

I-es tipusu poliketid
szintaz

agmatinaz

hipotetikus fehérje

ATP-kot6 kazetta domént
hordozé fehérje

ABC transzporter permeaz

két-komponensii szenzor
hisztidin kinaz

valasz regulator
transzkripcios faktor

AAA csalad ATPaz

Phytoactinopolyspora TetR csalad transzkripcids

sp. XMNu-373

Phytoactinopolyspora

sp. XMNu-373

Phytoactinopolyspora

sp. XMNu-373

Saccharomonospora
cyanea

Saccharomonospora
cyanea

Saccharomonospora
sp. 31sw

Saccharomonospora
sp. 31sw

Saccharomonospora
glauca

Saccharomonospora
xinjiangensis

Saccharomonospora
cyanea

Saccharomonospora
glauca

Saccharomonospora
cyanea

Saccharomonospora
xinjiangensis
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szabalyozo

Snoal-szerii domént
hordoz6 fehérje

NAD(P)H-kot6 fehérje
valasz regulator
transzkripcios faktor

valasz regulator
transzkripcios faktor

HAMP domént hordozo
hisztidin kinaz

DeoR/GIpR transzkripcids
szabalyozo

galaktdz-1-foszfat
uridiltranszferaz

tripszin-szer( szerin
proteéaz

MogA/MoaB csalad
molibdén kofaktor
bioszintézis fehérje

hipotetikus fehérje

Ostoros fehérje FigA

FmdB csalad
transzkripcids szabalyozé

WP_084424166.1

WP_084424167.1

WP_033384458.1

WP_084424168.1

WP_033384457.1

WP_033384455.1

WP_033384465.1

WP_084424169.1

WP_162448384.1

WP_162448385.1

WP_162448386.1

WP_005459328.1

WP_005459324.1

WP_134717240.1

WP_134719049.1

WP_005466292.1

WP_006239189.1

WP_005459309.1

WP_005466289.1

WP_005459305.1

WP_006239195.1



359739558

359739557

359739556

359739555

359739554

359739553

359739552

359739551

359739550

359739549

359739548

359739547

359739546

359739545

EHK88420.1

EHK88419.1

EHK88418.1

EHK88417.1

EHK88416.1

EHK88415.1

EHK88414.1

EHK88413.1

EHK88412.1

EHK88411.1

EHK88410.1

EHK88409.1

EHK88408.1

EHK88407.1

203

300

407

225

290

471

275

884

288

263

551

447

616

286

82

96

96

81

78

72

86

62

55

69

82

97

69

59

Saccharomonospora
glauca

Saccharomonospora
cyanea

Saccharomonospora
cyanea

Saccharomonospora
xinjiangensis
Saccharomonospora
cyanea

Kibdelosporangium
aridum

Saccharomonospora
xinjiangensis

Streptomyces sp.
NEAU-S7GS2
Streptomyces libani

Kibdelosporangium
aridum

Streptomyces sp.
1D38640

Saccharomonospora
glauca

Saccharomonospora
cyanea

Saccharomonospora
cyanea
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5-formiltetrahidrofolat
ciklo-ligaz

UTP-gliik6z-1-foszfat
uridiltranszferaz

molibdopterin
molibdotranszferaz MoeA

GNAT csalad N-
acetiltranszferaz

hipotetikus fehérje

acil-KoA ligaz

tioészteraz
hélix-turn-hélix
transzkripcids szabalyozo
hipotetikus fehérje
szén-nitrogén hidrolaz
csalad fehérje

amin oxidaz

NADP-specifikus
glutamat dehidrogenaz

szerin/treonin fehérje
kinaz

szerin/treonin fehérje
kinaz

WP_005466285.1

WP_005459302.1

WP_005459301.1

WP_006239199.1

WP_005459296.1

WP_084424151.1

WP_006239208.1

WP_109887999.1
WP_159490773.1

WP_037266615.1

AVV61994.1

WP_005466280.1

WP_005459282.1

WP_005459281.1



