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BEVEZETES

Napjainkra a rezisztens baktériumok rohamos és egyre gyorsul6 elterjedése vilagszerte komoly
kihivasok elé allitja az egészségiigyi szakembereket. Az antibiotikumok tulzott mértékii és
indokolatlan hasznalata kovetkeztében mindinkabb teret nyerd antimikrobialis rezisztencia
(AMR) veszélyezteti a megbetegedések ¢és elhaldlozasok jelentds hanyadaért felelos patogén
mikroorganizmusok okozta fertézésekkel szembeni hatékony fellépést [1]. Az AMR
folyamatos térhoditdsa az antimikrobialis gyogyszerkészitmények hatékonysaganak fokozatos
csokkenését vonja maga utan, mely stlyos terheket ro6 a betegellatasra. Az Egészségiigyi
Vilagszervezet (World Health Organization) évek oOta probalja felhivni a figyelmet a
problémara. A legutdbbi 2019. évi jelentése szerint mintegy 700 ezer ember hal meg évente
antibiotikum-rezisztens fertézések kovetkeztében, koztiik kozel 230 000 a multidrog-rezisztens
Mycobacterium tuberculosis okozta tuberkuldzisban. Egyes becslések szerint a mikrobialis
fertdzések okozta halalesetek szdma megfeleld intézkedések nélkiil akar 10 millidra is
emelkedhet 2050-re [2].

Multidrog rezisztencia kialakuldsa soran a mikroorganizmusok olyan szerkezetében vagy
hatasmechanizmusaban eltérd, tobb antimikrobidlis készitménnyel szemben is rezisztensnek
bizonyulnak, melyekkel szemben korabban érzékenyek voltak [3]. A legismertebb multidrog-
rezisztens (MDR) korhazi patogének kozott szamon tartott meticillin-rezisztens Staphylococcus
aureus (MRSA) hazankban évi kozel 900 regisztralt fert6zéssel az egyik legnagyobb
esetszamu, multirezisztens korokozo6 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,
kléramfenikol és tetraciklin, lényegesen megnehezitve az elleniik iranyulo védekezést.

A helyzet komolysagat tovabb erdsiti, hogy az antibiotikumok penicillin felfedezésével
kezd6d6 modern kora a 20. szdzad derekén tapasztalt gyors felfutast kovetden a szdzad végére
komoly valsagba jutott. A legijabb gyodgyszeripari trendeket kovetve a gyartok fokozatosan a
szintetikus vegyiiletkonyvtarak nagy ateresztOképességii sziirésére tértek at, mely jelentds
mértékben visszavetette az 11j antibiotikumok felfedezésének mértékét. A tény, hogy az AMR
kialakuldsa folyamatosan ndvekszik, mellyel parhuzamosan az ij antimikrobidlis 4gensek utan
torténd kutatasok intenzitdsa csokken, szemléletvaltast slirget a modernkori gyogyaszatban.

A mar régodta rendelkezésre allo antibiotikumainkkal kapcsolatos ismereteink mélyitése,
valamint a kordbban alkalmazott, de valamilyen okbol periféridra szorult antibiotikumok

ismételt bevezetése uj alternativat nyujthat az MDR patogénekkel szemben folytatott



kiizdelemben [4]. Ezen koncepcioba kivaloan illeszkedik a hazankban kozel 70 éve felfedezett
primycin [5]. A Saccharomonospora azurea faj képviseldi altal termelt nem polién tipusu
makrolid antibiotikum igazoltan fokozott antimikrobialis aktivitassal rendelkezik szamos
gyakori Gram-pozitiv kdrokozdval szemben, beleértve t6bb klinikai jelentdséggel biro MDR
torzset is. Ezen tulajdonsdganak, valamint a nem szaporodd baktériumokkal szemben
megnyilvanul6 baktericid hatasdnak koszonhetden a bakteridlis patogének széles skalajaval
képes felvenni hatékonyan a versenyt [6]. Ugyan topikalis készitmény formajaban évtizedek
oOta sikeresen alkalmazzak Magyarorszagon, azonban formulacios problémak mindezidaig nem
tették lehetové széleskorii felhasznalasat a klinikumban. Mindazonaltal alkalmazasaban,
kedvezd antimikrobidlis tulajdonsagainak koszonhetden, komoly terapids potencial rejlik. A
primycinnel kapcsolatos tovabbi lehetséges termékfejlesztést nagyban elésegitheti a primycin-
termeld szervezetrdl €s magar6l az antibiotikum szintézis folyamatardl alkotott képiink
bdvitése.

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

megvaldsult k6zos kutatasi projekt biztositott lehetdséget.



CELKITUZESEK

A bevezetdben elhangzott elveket szem el6tt tartva munkank soran az alabbi célkitlizéseket

fogalmaztuk meg:

Primycin termelés potencialjanak feltarasa a Saccharomonospora nemzetségen beliil
talalhato rokon szervezetek atfogd 6sszehasonlitasa révén.
A potencialisan primycin-termel6 szervezeteknek bizonyuld térzsek antibiotikumtermel6-
képességének meghatarozasa Klasszikus mikrobiologiai és analitikai modszerek
segitségével.
A primycin fermentacids eljards hatékonysaganak novelése hagyomanyos fermentacid
optimalizaci6 révén.
=  Kiilonb6z6 mindségli zsirsav szubsztratok fermentaciés hozamra gyakorolt
hatasanak vizsgalata.
A primycin bioszintézisért felelds génklaszter in silico strukturalis jellemzése:
= |-es tipusu PKS struktirgének, valamint a primycin molekula bioszintézisében
résztvevo prekurzor, illetve modositd gének azonositésa.
= A primycin PKS modul és domén szervezddésének jellemzése.
* A multienzim szubsztrathasznositdsaért felelds katalitikus domének strukturalis
vizsgalata.
A S. azurea SZMC 14600 és S. azurea DSM 44631 torzsek komparativ funkciondlis
analizise:
= RNS szekvendlasabol szarmaz6 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 idejit PCR-ral.



ANYAG ES MODSZER

Mikroorganizmusok tenyésztése

A primycin termel6 torzsek (Amycolatopsis orientalis DSM 40040, Kibdelosporangium aridum
DSM 43828, Saccharomonospora azurea SZMC 14600 és Saccharomonospora azurea DSM
44631) antibiotikum termelésének indukalasa tobblépéses fermentacios eljaras soran valosult
meg. Ennek sordn a -80°C-on téarolt fagyasztott letétbdl kiindulva elséként EI tapoldatba, majd
EF tapoldatba oltottuk a termeld szervezeteket, majd primycin fermentacié kortiilmények kdzott

inkubaltuk.

Antimikrobialis hatas vizsgalat

A primycin antimikrobidlis hatdsdnak vizsgalatat agardiffuziés biologiai értékméréssel
végeztiik el 6tnapos razatott lombikos fermentlé mintakbodl [7]. A vizsgalatokhoz referencia
standarként kristdlyos primycin-szulfat torzsoldatot hasznaltuk. Az agardiffuzids bioldgiai
értékmérésre MACA ferde agaron novesztett Bacillus subtilis ATCC 6633 teszttorzs 24 6ras
tenyészeteit hasznaltuk. A gatldsi zondk leolvasasdt mm pontossaggal elvégeztiik, a kapott
értekeket atlagoltuk. A standard esetében abrazoltuk a mért gatlasi zondk nagysagat az ismert
koncentraciok fliggvényében, majd a pontokra illesztett gorbe egyenletébe behelyettesitve

meghataroztuk a mintdknal mért gatlasi zondkhoz tartoz6 koncentracio értékeket.

Nagy teljesitményii folyadékkromatografia

A rézatott lombikos fermentaciok kiilonbozd idopontjaiban megmintazott fermentlé mintak
primycin  koncentracidjanak meghatdrozasat, az antimikrobidlis hatds vizsgalattal
parhuzamosan, nagy teljesitményii folyadékkromatografiaval (HPLC) kapcsolt elektrospray
ionizacioés tomegspektrométerrel (ESI-MS) is elvégeztiik. Vizsgalatainkhoz referencia
standarként szintén kristalyos primycin-szulfatot hasznaltunk. A fermentlé extraktumok mérése
soran az feltételezett tomeg/toltés alapjan tortént a primycin komponensek egyértelmii
beazonositasa. Minden kisérletet legalabb harom biologia és technikai ismétlésben végeztiink.

Az eredmények statisztikai kiértékelését kéttényezds varianciaanalizissel (ANOVA) végeztiik

GraphPad Prism statiszikai szoftver segitségével.

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 [8]. 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 - AGJI00000000; S. halophila DSM 44411 -
AICX00000000; S. marina DSM 45390 - AHLX01000000; S. paurometabolica DSM 44619 -
AGIT02000000; S. piscinae 06168H-1 - VCEKO01000000; S. saliphila DSM 45087 -
AICY01000000; S. viridis DSM43017 - ABUMO01000000; S. xinjiangensis DSM 44391 -
AICV00000000.

Primycin bioszintézis génklaszter

A primycin bioszintézisért felelds génklaszter azonositasat az antiSMASH (Antibiotics &
Secondary Metabolite Analysis Shell) [9] online szoftvercsomag segitségével végeztiik el. A
program altal bioszintetikus strukturgénként és 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 [10].

Primycin PKS génklaszter azonositasa és in silico strukturalis elemzése

A primycin PKS génklaszter azonositasa és tovabbi elemzése antiSMASH ¢és SBSPKS
(Structure Based Sequence Analysis of Polyketide Synthases) [11] online szoftverek, a
katalitikus domének aminosav szekvencidjanak tobbszords illesztése CLUSTALW program
segitségével tortént [12]. Az adott primycin PKS domének aminosav szekvenciainak illesztését
amfotericin, azalomycin, eritromicin, rapamycin, stambomycin ¢és thailandin PKS hasonlé
karakterisztikaval bird referencia szekvencidival végeztiik.

Az NCBI nem redundans fehérje adatbazisban végzett homologia keresés
eredményeképpen nagyfoku hasonldsagot mutatod K. aridum és A. orientalis fajok képviselGire
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 - INYMO01000003; A. orientalis B-37 - JXRD01000000;
A. orientalis DSM 40040 - ASJB00000000.

Transzkriptomika

A transzkriptomikai vizsgalatokhoz sziikséges RNS izolalasat 6tnapos EF fermentlevekbdl
végeztiik. A mintak RNS mennyiségének meghatarozasat Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific)
fluorométeren Qubit™ RNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével, a mindségi

6



meghatarozast pedig Agilent Bioanalyzer 2100 késziiléken Agilent RNA 6000 Nano kit
segitségével végeztikk. Mindkét primycin-termeld S. azurea torzs esetében a tobb bioldgiai
ismétlésbol szarmazo, nagy tisztasagl, azaz megfeleldé RNS integritas (RIN) értékekkel (RIN
>8,5) bir6 RNS mintak poolozasra keriiltek. Egyesitést kovetden az RNS szekvenalast a szegedi
BayGen Intézet SOLiID v4 szekvenalo rendszerével végeztiik. A szekvenalashoz SOLID total
RNA-Seq Kit-et (Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk a gyartoi utasitisnak megfeleléen.

Bioinformatikai analizis
Az RNS szekvenalasbol szarmaz6 adatok analizisét a Galaxy szerver online platformjan
(https://usegalaxy.org) végeztiik [13]. 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 differencidl expresszios
vizsgalatokat a Cufflinks programcsomaggal hajtottuk végre [14]. A legalabb kétszeres eltérést
mutatd (>2 vagy <-2, 1092), eltéréen expresszalddott gének funkcionalis annotacioja Blast2GO
(ver. 5.2.4.) szoftverrel tortént [15]. A GO besorolast az NCBI szerver nem redundans fehérje
adatbazisban végeztiik BLASTx segitségével, 10e-3 ,.,e-value” kimutatasi kiiszob mellett.

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

(IGM/M) rendszer alapjan végeztiik [16, 17].

Kvantitativ valés ideji PCR (QRT-PCR)

Az RNS szekvenaldsi eredmények validalasat hét kivalasztott gén (EHK80158.1 - ABC
transzporter ATP-ko6té fehérje, EHK80159.1 - ABC-transzporter transzmembran fehérje,
EHKB80176.1 - Kétkomponensii hisztidin kindz, EHK80172.1 - Agmatinaz, EHK88153.1 -
TetR/AcrR csalad transzkripcionalis szabalyozo, EHK84821.1 - 3-oxoacil-(acil-karrier-
protein) szintaz I1I és EHK87608.1 - 3-oxoacil-(acil-karrier-protein) szintaz fehérjéket kodold
gén) expresszios analizisén keresztiil végeztiik el kvantitativ valos ideji PCR (qRT-PCR)
segitségével ABI Prism 7900 Sequence Detection System (Applied Biosystems) késziiléken. A
vizsgalatok alapjaul szolgald S. azurea RNS mintakat fiiggetlen fermentaciokbol (biologiai
ismétlések) szarmazo fermentlevekbdl izolaltuk Quick-RNA MiniPrep (Zymo Research) kittel
a gyartoi utasitdsoknak megfeleléen. Az izolalt mintak RNS mennyiségének meghatarozasat
Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific) fluorométeren Qubit™ RNA BR Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific) segitségével végeztiikk. Egy pg total RNS-bdl kiindulva RevertAid Reverse

Transcriptase (Thermo Fisher Scientific) segitségével végeztiik a ¢cDNS szintézist. A PCR



reakcidohoz Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix-et hasznaltunk 25 pL-es reakcio
térfogatban. A relativ génexpresszids értékeket AACt modszerrel [18] hataroztuk meg
glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) belsé kontrollra vonatkoztatva. Minden
biologiai mintat legalabb harom technikai ismétlésben vizsgaltunk. Az RNS-seq és az qRT-

PCR eredmények kozotti 6sszefliggés kiszamitasara Pearson-korrelaciot alkalmaztunk.



EREDMENYEK

Primycintermel4-képesség

Munkank soran a primycintermeld-képesség meglétét vizsgaltuk a Saccharomonospora
nemzetségbe tartozo fajok 6sszehasonlitd elemzése révén. Ugyan a PTE TTK Biologiai Intézet
Altalanos és Kornyezeti Mikrobiologiai Tanszék korabbi munkassaga soran bizonyitast nyert,
hogy a S. azurea-val legkozelebbi rokonsagot mutato S. cyanea, S. glauca, S. xinjiangensis és
S. viridis fajok képvisel6i képesek primycin fermentacios koriilmények kdzott ndvekedésre és
szaporodasra, azonban antibiotikum termelés esetiikben nem volt kimutathat6é sem a klasszikus
agardiffuzidos biologiai értékméréssel, sem pedig a folyadékkromatografidas analitikai
modszerrel. A Saccharomonospora nemzetség genomszekvenalasi adatainak atfogd elemzése
soran végzett in silico DNS-DNS-hibridizacids vizsgalataink eredményei jol szemléltetik a S.
azurea egyedi szerepét a nemzetségen belill, mely genom szinten meglehetdsen alacsony
hasonlosagot mutat a rokon Saccharomonospora fajokkal. A genomszekvenalasi adatainak
mélyrehatdbb analizise soran bizonyitast nyert, hogy a nemzetségen beliil kizarolag a S. azurea
rendelkezik a primycin bioszintéziséért felelds génkészlettel, mindazonaltal a
Pseudonocardiaceae csaladon beliil az Amycolatopsis orientalis és a Kibdelosporangium
aridum fajok esetében szintén azonositottunk olyan térzseket, melyek rendelkeznek a primycin
bioszintézis génklaszterrel. Ez utobbiak esetében azonban a primycin bioszintézisért felelds
struktirgének megléte nem tarsul aktiv antibiotikum szintézissel.

Annak ellenére, hogy az egyazon fajhoz tartozo, genetikailag kozelallo S. azurea torzsek
minden ismert képviseldje alkalmas primycin termelésre, a primycin termelés hozamaban
jelentds kiillonbségek figyelhetok meg. A primycintermeld-képességben mutatkozo eltérések,
az altalunk mélyrehatobban vizsgalt S. azurea DSM 44631 ¢és S. azurea SZMC 14600 torzsek

Osszevetésében akar 10x-es nagysagrendet is elérheti.

Zsirsav szubsztratok primycin bioszintézisre gyakorolt hatasa

A primycin fermentéci6 hatékonysaganak novelését célzo kisérleteink soran kiilonbozd zsirsav
szubsztratok primycin termelésre gyakorolt hatasat vizsgaltuk. Vizsgélataink soran HPLC/ESI-
MS modszerrel igazoltuk, hogy ha a primycin fermentéacios tdpkozegben eredendden 3 g/L
koncentracioban jelenlévd sztearinsavat a S. azurea sejtekben dominans telitett zsirsavra, azaz
palmitinsavra (3 g/L) cseréljiik, ugy szignifikansan magasabb hozam érhetd el. Bizonyitast
nyert tovabba, hogy a primycin fermentéacios tapoldathoz direktbe adagolt zsirsav szubsztrat
mellett ugyancsak megtalalhatd napraforgdolaj szintén hatdssal van a fermentacid hozamara,

melynek elhagyasa csokkent primycin termelést eredményez.



Annak megvalaszolasara, hogy a fermentacios tapoldathoz adagolt kiilonb6zé mindségi
zsirsav szubsztratok miként befolyasoljak a primycin hozamot elvégeztiik tobb gyakori zsirsav
atfogo Osszehasonlito analizisét. Vizsgdlataink értelmében a primycin termelés fokozasara els6
sorban a hosszu szénlanchosszasagu zsirsavak (palmitinsav, sztearinsav, laurinsav) bizonyultak
hatékonynak, mig a révid szénlanchosszisagu zsirsavak (kapronsav, vajsav) altal indukalt
hozam tOlik jelentésen elmaradva 450 mg/L alatt maradt. Ezzel szemben a kdzepes
lanchosszusagu zsirsavak (kaprinsav, dnantsav) alkalmazasa antibakterialis hatdssal birtak a
termel0 szervezetre, igy esetiikben primycin termelést nem mértiink.

A legmagasabb primycin hozamot eredményez0 palmitinsav, sztearinsav €s laurinsav
koncentraci6 fiiggd osszevetésébdl megallapithatd, hogy palmitinsav bizonyult a leghatasosabb
komponensnek minden egyes tesztelt zsirsav koncentracio (3 g/L, 4,5 g/L és 6 g/L) alkalmazasa
mellett fliggetlenill az eltelt id6t6l. Az elért maximalis hozamokat tekintve mindharom zsirsav
esetében a 4,5 g/L-es kiindulési zsirsav koncentracié mellett mértiik a legmagasabb primycin
koncentraciokat (palmitinsav: 2177,19 mg/L, sztearinsav: 1388,87 mg/L-es, laurinsav: 1076,70
mg/L). Ugyan a kiindulasi zsirsav koncentraciok osszevetésébdl lathatd, hogy az alkalmazott
zsirsav tipusatol fliggetlentil a 4,5 g/L-es koncentracio volt a legkedvezdbb a primycin termelés
szempontjabol, azonban statisztikailag is igazolhaté szignifikdns kiilonbség nem volt

kimutathat6 a 3 g/L-es, illetve a 6 g/L-es koncentraciokhoz képest.

Deguanidino-amino-Al és Al primycin komponensek azonositasa HPLC/ESI-MS-sel

A HPLC/ESI-MS modszerrel torténd primycin koncentracid meghatarozassal parhuzamosan
vizsgaltuk az agmatindz enzim aktivitasara utald6 deguanidino-amino-Al és Al primycin
komponensek jelenlétét a fermentlé extraktumokban. Az m/z értékek alapjan mindkét
primycin-termel6 S. azurea torzs esetében egyértelmiien sikeriilt azonositanunk a deguanidino-
amino-Al és Al (guanidino-A1) primycin molekulat is. Méréseink értelmében a total primycin
Al (deguanidino-amino-Al + Al) mennyiségének kevesebb, mint 10%-at teszi ki a

deguanidino-amino-Al primycin.

A primycin bioszintézis génklaszter jellemzése

A korabban hozzaférhetévé valt S. azurea SZMC 14600 draft genom adatok [19] 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 bioszintéziséhez nélkiilozhetetlen prekurzor, illetve modositd géneket. A primycin

bioszintetikus génklaszterhez kothetd gének ¢és fehérjék NCBI adatbazisban lefuttatott
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homologia keresése alapjan a K. aridum, valamint A. orientalis fajok homolog fehérjéivel

mutattak a legnagyobb fokl azonossagot.

Primycin PKS génklaszter azonositasa és in silico strukturalis elemzése

A genomszekvenalasi adatok modszeres revizidja soran meghataroztuk a primycin
bioszintézisért felelds PKS multienzim pontos szerkezeti felépitését. Minthogy a primycin
bioszintézis génklaszter kapcsan lefuttatott homologia keresés nagyfoku hasonldésagot mutatott
a K. aridum, valamint az A. orientalis fajok bioszintetikus génjeivel, igy az NCBI adatbazisban
hozzaférhetd genomszekvenalasi adatok felhasznaldsaval elvégeztiik ezen fajok atfogo,
szekunder metabolizmushoz kdthetd bioszintetikus génjeinek analizisét. Ennek megfeleléen a
K. aridum DSM 43828, K. aridum A82846 és K. aridum subsp. largum NRRL B-24462,
valamint az A. orientalis B-37 és A. orientalis DSM 40040 esetében sikeriilt teljes értéki, 18

modulbdl all6 primycin PKS génklasztert azonositanunk.

AT domén szubsztratspecificitisanak jellemzése

A primycin PKS enzimkomplexben fellelheté AT domének aminosav szekvencidinak illesztése
soran 12 esetben malonil-KoA specificitassal bir6 AT doméneket azonositottunk, melyek
egyarant hordozzak a jellemzé GHSx[LVIFAM]G ¢és HAFH konzervalt szekvencia-
motivumokat. Ot esetében metilmalonil-KoA szubsztratspecificitds figyelheté meg a tipikus
GHSx[QMI]G ¢és YASH szekvencia-motivumokkal. Ezektdl eltéréen, nem szokvanyos
szubsztrat specificitdssal bird6 AT domént talaltunk a 18. modulban, ahol a 88-92. pozicidoban
talalhat6 GHSQG ¢és 192-195. pozicidban taldlhaté GAGH szekvenciamotivumok jelenléte

butilmalonil-KoA, pentilmalonil-KoA vagy hexilmalonil-KoA beépiilését vetiti el6re.

KR domén jellemzése

Az aminosav szekvencia illesztéseket kovetden Osszesen 7 darab Al-tipust (2R, 3S) KR
domént azonositottunk a primycin PKS esetében, a 141-es pozicidoban fellelhetd, A-tipusu
ketoreduktazokra jellemzd triptofan (W) alapjan, mig 10 darab Bl-tipusu (2R, 3R) és 1 darab
B2-tipust (2S, 3R) KR domént azonositottunk a B-tipusu KR-ra jellemzd leucinbdl és két

aszparaginsavbol (LDD) all6 szekvenciamotivum (94-96. pozicidban) alapjan.

L-arginin prekurzor szintézis titvonal
A primycin bioszintézis kiindulasi egysége az L-arginin prekurzor szintézis utvonalon keresztiil

szintetizal6do 4-guanidinobutanoil-KoA molekula. A tobblépcsés szintézis folyamat soran a
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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. A Iétrejott  4-guanidinobutanoil-KoA molekula végiill az S-
maloniltranszferaz (EHK80162.1) enzim kozvetitésével kapcsolodik a primycin bioszintézist

végz6 PKS multienzim els6 acil-karrier protein (ACP) doménjéhez.

Primycin szintézist médosité és szabalyozo6 gének

A primycin PKS struktirgének ¢és L-arginin prekurzor szintézis Utvonalban résztvevo
katalitikus enzimeket kodolo gének mellett a primycin molekula bioszintézisében résztvevod
tovabbi 16 mddositd, illetve szabalyozo gén is azonositasra keriilt, mely magas foki homologiat

mutat a K. aridum primycin PKS kapcsan jellemzett génekkel.

Funkcionalis genomika

Annak érdekében, hogy minél részletesebb betekintést nyerjlink az alacsony termeléképességii
¢s az emelt primycintermeld-képességgel rendelkezd S. azurea torzsek génexpresszids szinten
megnyilvanulo kiilonbségeibe 1j generacids szekvenalasra alapozott transzkriptomikai analizist
végeztiink. Ennek kovetkeztében Osszesen 330 differencidltan expresszalodo gént (DEG)
azonositottunk S. azurea SZMC 14600 és 356-ot S. azurea DSM 44631 esetében. Elobbinél a
330 azonositott DEG-bd1 6sszesen 253 gén funkcionalis annotacidjat és GO kategoridkba valod
besorolasat végeztiik el, mig utébbinal a 356 DEG-bdl 276 gén funkciondlis annotacidja és
besorolasa tortént meg.

Szintén elvégeztik a gének prediktalt funkcid szerint torténd osztilyozasat COG
adatbazis alapjan is, amely sordan 294 és 313 gént sikeriilt osztdlyoznunk 22 egyedi kategoridba.
A primycin bioszintézishez potencialisan kothetd gének koziil, a védelmi mechanizmusok (V)
COG kategoriat képviselve, kozvetleniil a primycin PKS génklaszter mellett azonositottunk két
ABC multidrog transzportert kodolo gént (EHK80158.1 és EHK80159.1), melyek 8,0 és 3,8
log2 fold-change értékekkel overexpresszalodtak S. azurea SZMC 14600-ban. Hasonloképpen
a TetR csalad transzkripcids szabalyozoi (TFR) kozott, melyek olyan véltozatos folyamatok
szabalyozasaban 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 primycintermeld-képességi

torzsben.
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Az aminosav transzport ¢és metabolizmus (E) COG kategdridba sorolt agmatinaz enzimet
upregulaciot mutatott az emelt primycintermeld-képességgel rendelkezd torzsben (2,62 log
fold-change).

Habar a primycin bioszintézis génklaszter komparativ analizise nem mutatott ki
strukturalis kiillonbségeket a S. azurea SZMC 14600 és S. azurea DSM 44631 kozott, azonban
a génklaszteren beliil a kétkomponensii szignaltranszdukcios rendszert felépitd hisztidin kinaz
receptort (EHK80176.1) és a hozzékapcsolddo valasz szabalyozot (EHK80177.1) kodolo gén
is upregulalodott az emelt primycintermeld-képességii torzsben. Tovabba a leucin-fogékony
szabalyozo fehérje (EHK88701.1) szintén eltérd expresszidt mutatott a vizsgalt két torzs kdzott.

Jol ismert tény, hogy a poliketid- és a zsirsavszintézis utvonalak szorosan kapcsolodo,
kozos evoluciés multra vezetheték vissza. A magas szintli szerkezeti diverzitdst mutatd
molekuldk bioszintézise sordn a két megaszintdz Osszeszerelési folyamataiban homoldg
domének vesznek részt, valamint olyan k6zos prekurzor molekuldkon osztoznak, mint az acetil-
¢s malonil-KoA [20]. A zsirsavszintézis folyamataban kulcsszereppel bir6 3-oxoacil-(acil-
karrier-protein) szintazt kodoldo gének (EHK89245.1, EHK87608.1 és EHKS84821.1)
génexpresszios profiljat vizsgalva megfigyelheté volt, hogy ezen géneket alacsonyabb

expresszios szint jellemezte az emelt primycintermelé-képességli torzsben.

gRT-PCR vizsgalatok

Az RNS-szekvenalasbol szarmazd eredményeink validalasit qRT-PCR  vizsgalatokkal
végeztilk, melynek sordn hét, a primycin bioszintézishez potencialisan kothetd gén
génexpresszios analizisét végeztiik el. A kapott eredmények statisztikailag is megerdsitik az
RNS-szekvenalési adatok hitelességét, hiszen a QRT-PCR ¢és az RNS-Seq mérési eredményeink
jO Osszhangot mutatva 0,71-es korrelacios egylitthatoval jellemezhetéek (p < 0,05). A log
transzformalt génexpresszios értéket figyelembe véve a kétkomponensi hisztidin kinaz, az
ABC transzporter ATP-kotd fehérje, az ABC-transzporter transzmembran fehérje, az agmatinaz
és a TetR/AcrR csalad transzkripcionalis szabalyozo kodoldsaért felelds gének egyarant
overexpressziot mutattak az emelt primycintermeld-képességgel rendelkezo S. azurea SZMC
14600 torzs esetében. Ezzel szemben a zsirsavszintézishez kothetd 3-oxoacil-(acil-karrier-
protein) szintaz III, 3-oxoacil-(acil-karrier-protein) szintaz enzimeket kodold gének egyarant

downregulalodtak a S. azurea DSM 44631 torzshoz képest.
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AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Az Ujonnan, illetve ismételten felbukkand mikrobidlis korokozok gyors evolucios fejlodése és
a klinikumban alkalmazott antibiotikumokkal szemben mutatott alkalmazkodo6 képessége nem
csupan az 0j antimikrobidlis szerek felfedezésére iranyuld kutatdsok fontossagat emeli ki,
hanem a mar meglévo antibiotikumokkal kapcsolatos ismeretek elmélyitésének sziikségességét
is hangsulyozza. Ebbe a koncepcidba kivaldan illeszkedik a hazankban 1954-ben felfedezett
primycin, melyben a Gram-pozitiv baktériumokkal szemben mutatott kedvez6 antimikrobialis
tulajdonsagainak koszonhetéen komoly terdpias potencial rejlik.

Jelen tanulmany soran multidiszciplinaris megkdzelitést alkalmazva hagyomdanyos
mikrobiologiai, analitikai kémiai, illetve fejlett bioinformatikai eszkozzel tamogatott
strukturdlis, funkciondlis ¢és 0Osszehasonlitdé genomikai -eljardsok segitségével célként
fogalmaztuk meg a primycin ipari 1éptéki eléallitasanak javitasat, valamint a primycin szintézis
hatterében huzodo folyamatok mélyrehatd megismerését a termeld S. azurea torzsek
Osszehasonlito elemzése révén.

Klasszikus fermentacido optimalizacids vizsgalataink soran igazoltuk, hogy az ipari
szempontbol hatékony primycin termeltetésben kritikus paraméter a fermentacids tapkozeghez
adagolt zsirsav szubsztrat mindsége €s mennyisége. A primycin bioszintetikus folyamatok
szempontjabol leghatékonyabb prekurzor molekulanak a hossza, 16 szénatomot tartalmazé
szénlanccal rendelkez6 palmitinsav bizonyult. A zsirsav koncentraciok tekintetében a 4,5 g/L-
es végkoncentracio bizonyult a legeffektivebbnek a hozamra gyakorolt hatds szempontjabol.
Eredményeink igazoltdk, hogy a palmitinsav nem csupadn a sztearinsav alternativ
komponenseként hasznalhato fel a fermentacios kozegben, hanem a jovOben az Ujonnan
tervezett és rendkiviil hatékony primycin termeld fermentéacids kozeg standard komponenséiil
is szolgalhat.
koszonhetden jellemeztiik a teljes primycin bioszintetikus génklasztert, amely kapcsan a
primycin PKS struktirgének €s az L-arginin szintézis Utvonalban résztvevd gének mellett
tovabbi 16 gént azonositottunk, melyek a primycin molekula bioszintézis folyamatanak
kiilonboz6 szakaszaihoz kothetdek. Annak ellenére, hogy a S. azurea SZMC 14600 kapcsan
ujonnan dsszeszerelt és jellemzett primycin PKS génklaszter in silico elemzése nem mutatott
ki szignifikans strukturalis kiillonbségeket a két primycin-termeld torzs kozott, egyértelmi
bizonyitékot taldltunk a primycin PKS 18-as moduljaban talalhat6 aciltranszferaz domén

szokatlan szubsztratspecifiCitasara.
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A primycin bioszintézis génklaszter azonositasara iranyulo in silico vizsgalataink
megerdsitették eddigi ismereteinket, miszerint az egyediili primycin-termeléként ismert S.
azurea mellett a Saccharomonospora nemzetség tobbi tagja nem rendelkezik a primycin
termeléshez sziikséges genetikai potenciallal. Mindazonaltal a primycin bioszintetikus gének
¢s fehérjék NCBI adatbazisban lefuttatott homoldgia keresése nyoman mindezidaig ismeretlen,
de teljes értéki, 18 modulbdl all6 primycin PKS génklasztert és a kapcsolt mddositd és
szabalyozé géneket tartunk fel K. aridum DSM 43828, K. aridum A82846 ¢s K. aridum subsp.
largum NRRL B-24462, valamint A. orientalis B-37 és A. orientalis DSM 40040 térzsekben.

A primycintermeld-képességben jelentkezd mennyiségi kiilonbségek hatterében rejlod
folyamatok feltarasa céljabol elvégzett komparativ transzkripcionalis analizis szamos eltérd
expressziot mutatod gént eredményezett, melyeket prediktalt funkcidjuk alapjan valtozatos GO,
illetve COG kategoriakba soroltunk. Koziiliik a zsirsavszintézissel, self-rezisztenciaval és
masodlagos anyagcsere szabalyozasaval kapcsolatos gének, valamint a primycin Al és
deguanidino-amino-A1 komponensek kozotti atalakulast katalizalo agmatinaz enzimet kodolod
gén primycin bioszintézisben betoltott szerepét targyaltuk. Transzkriptomikai vizsgalatainkkal
parhuzamosan az agmatinaz enzim aktivitasara utal6 deguanidino-amino-Al és Al primycin
komponensek jelenlétét nagy teljesitményii folyadékkromatografiaval kapcsolt elektrospray
ionizacids tomegspektrométerrel szintén igazoltuk mindkét S. azurea torzs esetében a fermentlé
extraktumokbol.

A primycin bioszintézisért felelés génklaszter és vele egylitt a primycin bioszintézis
szabalyozasanak hatterében rejld folyamatok megismerésére irdnyulo torekvéseink jo kiindulo
pontként szolgalnak a tudatos torzsnemesitésen keresztiill megvalosuld antibiotikum hozam
novelésére, valamint lefektetik a primycin molekuldk felhasznalasdn nyugvo racionalis

gyogyszertervezés alapjait.
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