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1 Bevezetés

Az evolucié soran kialakult tendencia a sejtek egyre specialisabb tipusokka valé
differencialodasa, mely folyamat csucsan a valédi szovetekkel rendelkezd éldlények
(eumetazoa) allnak. A tobbseijti szervezettségi szint jelentés elénydket rejt magaban: a
kornyezet hat a sejtre, a sejt pedig (a beérkezd inger integralasa alapjan) iranyitottan
visszahat kérnyezetére. Ez a termodinamikailag félig nyitott rendszerek sajatja. Az egyseijtti
szervezetek kozvetlenul érintkeznek kilsé koérnyezetikkel, melynek barminem
megvaltozdsa koézvetlen hatast gyakorol a sejtre, emiatt joval szélesebb spektrumu
paraméter-valtozasnak vannak kitéve. Ezzel szemben a valédi szoévetekkel rendelkezd
élélények sejtjei, 6sszhangban mikodve, a killsé kérnyezet bizonyos paramétereinek (pl. pH,
hémérséklet, ionerésség stb.) ingadozasait nagymértékben képesek kompenzalni. Sejtjeik
tébbsége nem is érintkezik a killsé kornyezettel, kézvetien kérnyezetiiket a tobbi sejt jelenti,
melyet Claude Bernard francia fiziolégus javaslatara belsé kérnyezetnek (“milieu interieur”)
nevezink (Adam és Fehér, 1990).

A tovabbiakban azt a nagysagl és iranya paraméter-valtozast, mely a sejt szamara
kellemetlen, és azt védekezo reakciokra készteti, stressznek fogjuk nevezni.

Barmely paraméter szempontjabél a sejt rendelkezik egy optimummal, mely biokémiai
folyamatai szamara a legmegfelelébb. Barmely iranyu eltérés ettél az optimumtél a sejt
életképességének csbkkenéséhez vezet, illetve —miutan az adott paraméter nagysaga
atlepte a kritikus szélséértéket- a sejt elpusztul. Az életképességet a paraméter-valtozas
fuggvényében Gauss-gorbével irhatjuk le. A stressz-tolerancia és az optimum mértéke a
kulénb6z6 speciesek kézétt igen széles hatarokon bellil mozoghat.

A baktériumok (és mas egysejtii élélények) tehat nem rendelkeznek belsé kérnyezettel,
ezért “tompitatlanul” ki vannak téve a koérnyezeti stresszhatasoknak. Ezen élélények igen
valtozatos stratégiakkal rendelkeznek a kulénb6zd stresszhatasok tuléléséhez. Egy adott
stressz fajta (pl. hésokk) esetén a Gram negativ és Gram pozitiv baktériumok
stresszvalaszanak elemei illetve azok indukcidjanak szabalyozasa (szignaltranszdukciés Ut,
génexpresszié szabalyozasa) gyakran alapvetéen eltérnek egymastél. Ezért az alabbiakban
kilon alfejezetekben fogjuk ismertetni a Gram negativ baktériumok stresszbiolégidjanak



alapveté vonasait, illetve részletesebben fogunk foglalkozni a Gram pozitiv baktériumok
stresszvalaszanak jellemzéivel.

1.1 A Gram negativ baktériumok altalanos stresszvalasza

A Gram negativ baktériumok altalanos stresszvalaszat az Escherichia coli példajan
ismertetjuk, mivel ez a baktérium a legjobban jellemzett. A kézismert chaperone-chaperonin
rendszereket (DnaK-DnaJ, GroEL) illetve a baktériumok hdésokk-valaszanak részletes
mechanizmusat nem ismertetjik, mivel nem kapcsolédik munkankhoz.

Az E. coli, ha egy adott tapanyag a médiumban az optimalis koncentracié ala esik, olyan
valaszreakciét ad, melynek vannak az adott tapanyagra nézve specifikus elemei (pl.
cAMP/CRP - C-limitacional, NtrB/NtrC/c* — N-limitaciénal, PhoR/PhoB — P-limitacional)
(Nixon et al., 1986, von Kruger et al, 1999, Van Dien and Keasling, 1998). Ezekben az
esetekben a baktérium folytatja névekedését. Amennyiben azonban a baktérium kdrnyezete
teljesen kimeril az adott tApanyagban, a baktérium stacionaris fazisba lép, és ekkor a kivalté
hianyzé tapanyag mindségétél teljesen flggetlen, altalanos stresszvalasz kévetkezik be. Ezt
a fajta stresszvalaszt tobbféle, erés stresszhatas is ki tudja valtani. Stacionaris fazisban
komplex fiziolégiai és morfoldgiai valtozasok Iéphetnek fel: strukturalis valtozasok térténnek
a sejtfalban, megvaltozik a membran-6sszetétel, a DNS kompaktabba, szuperspiralizaltabba
valik, a 70 S riboszéma-alegységekbdl 100 S dimerek lesznek. A tapanyag-6sszetételtdl
fuggéen a baktériumok tartalék-tapanyagokat (polifoszfatok, glikogén) és védekezd
anyagokat (pl. trehal6z) szintetizalnak (Aronis, 1991). Ebben a fazisban térténik a stacionaris
fazis-specifikus (mas néven: poszt-exponencialis) fehériék génjeinek az indukcioja, mely
folyamat tehat fuggetlen a kivalté stressz mindéségétdl. Ezen fehérijék egy részének
valészinlileg stressz elleni protektiv szerepe is lehet, mivel a stacionaris fazisi baktériumok
jobban elviselik az extrém ho-, H,O,- és NaCl-stresszt.

Az E. coli altalanos stresszvalaszanak kézéppontjaban a ¢® alternativ szigma-faktor all, mely
az rpoS gén terméke. A c° szerkezetében nagyon hasonlé a o*-hoz: olyan motivumok,
melyek a housekeeping szigma-faktorokban konzervativak, de az alternativ szigma-
faktorokban variabilisek, a housekeeping szigma-faktorokra hasonlitanak a ¢° esetében. Az
rpoS gén hianya esetében a sejt tébbféle stressz (pl. éhezés) esetében szenzitivebbé valik a
vad torzsnél, és nem lesz képes glikogént szintetizalni. Toébbféle stresszhatas, ha az
exponencialis fazisti baktériumot érik, kivaltia a o° fuggd gének indukciojat (Aronis, 1996).
llyen stresszhatasok az ozmotikus sokk, a hésokk és a sav-stressz (Aronis, 1996, Bordes,
2000) . A o aktivitasanak szabalyozasaval kapcsolatban megjegyzendd, hogy elsésorban

poszt-transzkripcionalis szinten szabalyozédik: nem-stressz kéruimények kozétt fél életideje



igen alacsony, a CIpXP proteaz degradalja (Aronis, 1996). A ¢°-t az RssB szabalyozé fehérje
prezéntélja a proteazoknak (Aronis, 1996, Becker et al., 2000). Az RssB valészin(ileg a
prezentalason talmenden anti-szigma-faktor szerepet is betoit (Becker et al., 2000). A HF-I
szabalyozoként részt vesz még a H-NS, amely egy histon-like protein (Aronis, 1996). A HF-|
és a H-NS pozitiv befolyasanak médja még nem tisztazott.

S regulon elemei E. cofi-ban az &ltalanos

Osszefoglalasként megallapithaté, hogy a o
stresszfehérjék. Vannak koézottiik védekezd funkcidju fehériék (pl. OsmE, mely ozmotikus
sokk ellen nyujt védelmet), valamint tartalék tapanyagok szintézisében szerepet jatszé

enzimek (Bordes et al., 2000).

Ezek utan részletesebben ismertetjitlk a Gram pozitiv baktériumok altalanos
stresszvalaszanak jellemzéit.

1.2 A Gram pozitiv baktériumok altalanos stresszvalasza

jellemzéit tekintjlk at, mivel a csoporton belill ezeket jellemezték legalaposabban. Ehhez
hozzajarul az a kozelmultban befejez6dott program, melynek sordn meghataroztak a B.
subtilis teljes genomi szekvenciajat (Kunst et al., 1997).

A Bacillus subtilis obligat aerob, spérazé palca, és az edaphon részeként a talaj felsébb
rétegeiben él.

Természetes kézegében rendkivill sokfajta stresszhatasnak van kitéve. igy példaul a
talaj hirtelen feimelegedése hésokkot, iehtilése hidegsokkot, kiszaradasa ozmotikus stresszt,
mig az oxigén parciadlis nyomasanak csékkenése oxigén-limitaciét okoz. Ezen kivil, a
kilénb6zd hullamhosszUsagu sugarzasok, mas élélények altal termelt anyagok biologiai
hatasa, valamint a tapanyagok mennyiségének csoékkenése, illetve komponenseinek
valtozasa mind-mind olyan hatasok, melyek valaszra késztetik a baktériumot. Egy viszonylag
gyenge és rovid ideig tarté stresszre adott valasz lehet a hatas altal iranyitott, vagy csupan
kivaltott mozgas, és/vagy kiulonb6zé stresszfehérjék szintézise. Ez utdbbiak egy része
chaperone, masok a sejt anyagcseréjének atallitasara szolgalnak, vannak kéztik lebonté
enzimek, membranfehérjék, és példaul a karosodott DNS javitasara szolgal6é enzimek is.

A stresszhatasok eredményeképpen a baktérium staciondris fazisba l|éphet, mely
anyagcseréjének atallitdédasa eredményeképpen jon létre. Ekkor a sejtosztédas sziinetel, de
a sejt vegetativ marad. A stacionaris fazisi baktériumban a kévetkez6 valtozasok mennek



végbe: a DNS szuperspiralizaltabba valik, megindul a hiszton-szer(i fehériék (HLP-k)
szintézise, glikogén szintetizalédik, a 70 S riboszomakbél 100 S dimerek lesznek, a
baktérium antibiotikumot termel, é&s membranvaltozast szenved. E fazisban torténik az un.
stacionaris fazis-specifikus gének expresszidja, mely folyamat —az anyagcsere atallitasaval
egyutt- a tulélést szolgalja. Ha a B. subtilis képtelen az adott kérilmények kézott tovabb
vegetativ sejtként élni, akkor —a genetikai allomany megdrzése érdekében- bekévetkezik a
sporulacio.

1.2.1 A Bacillus subtilis stresszfehérjéinek csoportositasa

A B. subtilis stresszbiologidgjanak egészen a kozelmultig volt egy nevezéktani
sajatossaga: Hsp-knek (hdsokk fehériéknek) azokat a fehérjéket nevezték, melyek
kizarélagosan hésokk esetén indukalédnak (Richter and Hecker, 1986, Hecker and Vélker,
1990, Volker et al., 1994, Hecker et al, 1996). Ezzel szemben az altalanos stresszfehérjék
kategéridjaba tartoztak azon fehérjék, melyek strukturgénjei tobbféle stresszhatas esetén
mutatnak expresszié-névekedést (Richter and Hecker, 1986, Hecker and Vélker, 1990,
Volker et al., 1994, Hecker et al, 1996). 1998-ban bizonyitottak, hogy a hsp-k (h6sokk-gének)
hésokkon kivill etanol- és puromicin-kezelésre is indukalédnak (Mogk et al., 1998), tehat a
fenti nomenklatira érvényét vesztette.

Jelenleg —Hecker és Voélker javaslata alapjan (Hecker and Vélker, 1998)- az alabbi
felosztast fogadjuk el érvényesnek:

1.2.1.1. AZ|. OSZTALYU STRESSZFEHERJEK

Az |. osztalyu stresszfehérjék kdzé soroljak a klasszikus chaperone-okat, pl. a GroELS,
DnaK, DnaJ, GrpE (Hecker and Vélker, 1998, Mogk et al., 1998). Ezek génjeinek promoterét
a housekeeping ¢” ismeri fel, ami lényeges kilénbség az Escherichia coli-hoz képest, oft
ugyanis az alternativ szigma-faktor c* (RpoH, cof) szilkséges a hésokk-valaszhoz (Bukau,
1993).

Bacillus subtilis-ben az |. osztalyu stresszfehérjék génjeinek expressziojat a HrcA nevi
globalis represszor szabalyozza, mely aktivitasa a GroEL/GroES befolyasa alatt all (Mogk et
al., 1997). A HrcA target-szekvenciaja az un. CIRCE-elem, egy 2x9 bazispar inverted repeat,
9 bazispar nukleotiddal elvalasztva (Zuber and Schumann, 1994, Yuan and Wong, 1995,
Schulz and Schumann, 1996).



A HrcA represszor aktiv konformacidjanak létrejéttéhez szilkség van a GroELS
chaperonin-gépezet kézremiikodésére (Mogk et al., 1997). Hésokk esetén, a sérult fehérjék
elvonjak a GroE-t, ezaltal kevesebb aktiv HrcA lesz a sejtben. Miutan a hibas térszerkezetti
fehérjék kijavitasa befejezédott, bekévetkezhet a hésokk-valasz kikapcsolasa: a GroELS-
gépezet ismét segit a HrcA represszor aktiv konformaciéjat kialakitani (Mogk et al., 1998).

1.2.1.2. A ll. OSZTALYU STRESSZFEHERJEK

A |l. osztalyu stresszfehériék csoportjaba tartozd proteinek génjeinek promoterét
kizarélagosan egy alternativ szigma-faktor, a o® képes felismerni (Hecker and Vélker, 1998).
Mivel jelen értekezés igen jelentds részét teszik ki a o®-regulonnal kapcsolatos kisérletek,
ezért ezzel a csoporttal killon foglalkozunk az 1.2.2. fejezetben.

1.2.1.3. A lll. OSZTALYU STRESSZFEHERJEK

A lll. osztalyu stresszfehérjék kézoés jellemzoje, hogy a CtsR nevii globalis represszor
szabalyozasa alatt all génjeik indukciéja (Kriager and Hecker, 1998, Mogk et al., 1998). A
CtsR hélix-turn-hélix motivummal rendelkez6 DNS-kété fehérje, melyet a c/pC operon kodol
(Kriger and Hecker, 1998). A CIpC ATP-az aktivitasu enzim, egy 6 génes operon 4.génje
(Krager et al., 1996), részt vesz a genetikai kompetencia kialakulasaban, degradativ enzimek
szintézisében, a sporulacié komplex élettani folyamataban, a sejtosztédas szabalyozasaban
és egyes stressz-fajtak elleni védekezésben (Kriger et al., 1994, Msadek et al., 1994, Kriger
and Hecker, 1997, Turgay et al., 1997, Nanamiya et al., 1998,). A c/pC operon struktirgénjei,
promoter-disztalis sorrendben a kévetkezok: ctsR (yacG)(Kruger et al. 1997, Kunst et al,
1997); egy Zn-finger fehérje (Kruger et al., 1997); egy arginin-kinaz (Kriger et al., 1997); sms
(Antelmann et al., 1996); comY (Antelmann et al., 1996). Az sms és a comY gének termékei
a DNS-repairben és a genetikai kompetencia kialakitasaban toltenek be funkciét.

Valészinlleg létezik egy CtsR-regulon, mely a protein-refoldingban, a fehérje-javitasban
és a proteolizisben jatszik szerepet (Kriiger and Hecker, 1998). Ebbe a regulonba tartozhat a
clpC (Kruger and Hecker, 1998), a clpX (Krlger and Hecker, 1998) és a clpP (Derré and
Msadek, 1997). A clpP esetében meghataroztak a CtsR target-szekvenciajat is (Derré and
Msadek, 1997). Feltételezik, hogy a CtsR-t inaktivaljak a fehérje-denaturalé hatasu stressz-
fajtak (Kruger and Hecker, 1998). Ekkor a CtsR-regulon aktiv. llyen stresszek példaul a
hésokk, az etanol- és a puromicin-kezelés, az oxidativ stressz, stb. Ugyanakkor Kriger és
Hecker hipotézise szerint az energia-limitacié és a sostressz nem inaktivalja a represszort



(Kriager and Hecker, 1998). Erre az eiméletre a diszkusszié részben kulén ki fogunk térni,
mivel ellentétes néhany eddigi eredménnyel. Megjegyzendd, hogy a human patogén Listeria
monocytogenes-ben is bizonyitottak a CtsR-regulon létét (Nair et al., 2000). A Listeria
monocytogenes ctsR génjérdl B. subtilis-ben funkcionalé CtsR-t tudtak szintetizaltatni, tehat
a két fehérje nagymértékben homolog (Nair et al., 2000).

1.2.1.4. A IV. OSZTALYU STRESSZFEHERJEK
Ez az -Gjabban létrehozott- osztaly azon stresszfehérjéket témoriti, melyek az el6z6

harom osztalyba nem sorolhatdéak (Mogk et al., 1998). Ide tartoznak példaul a thioredoxint
kodol6 trxA (Scharf et al., 1998) és a lon (Riethdorf et al., 1994).

1.2.2 A c®requlon

A Bacillus subtilis-ben eddig 17 kilénb6z6 szerkezetli o faktort irtak le. A korabban
megismert 10 kozul 9 eltéré promoter-specifitasi (Haldenwang, 1995): a o a housekeeping
o' a korai sporulaciés gének illetve egyes, a genetikai kompetenciaban szerepet jatszé
gének promotereit ismeri fel. A degradativ enzimek szintézisének és a kemotaxis- és
flagellaris gének expresszidjanak a szabalyozasat a o és a o' latja el (ezek azonos
promoter-specifitastiak). A a® funkcidja ismeretien. A B. subtilis genomjanak szekvenalasa
soran tovabbi 7 szigma-faktort irtak le, melyek valészintileg extracitoplazmatikus funkciéjaak
(Kunst et al., 1997). Kozilik a o® szerepet jatszhat a B. subtilis stresszbioldgiajaban,
ugyanis hianya megnovekedett hésokk -szenzitivitast okoz (Huang et al.,, 1997), illetve
részlegesen atfed a o® regulonnal (Huang et al., 1997): egy autolizin-szabalyozé fehérje
génje, a IytR illetve a membrankotétt glukozil-transzferazt kodolé csbB gének a o® és a o*
kettés szabalyozasa alatt allnak (Lazarevic et al., 1992, Akbar and Price, 1996, Huang et al.,
1997). Az a tény, hogy a o* és a 6" regulonnak is vannak kézos elemei (Huang et al., 1998)
nem zarja ki ez utobbi szigma-faktor szerepét sem a B. subtilis stressz-élettanaban.

A B. subtilis legrégebben leirt alternativ szigma-faktora a o® voit (Haldenwang and
Losick, 1980).



1.2.2.1. A o® sejten beliili szerepe

Jelen munka kezdetekor ismert volt, hogy a o®-regulon génjei az alabbi stresszhatasok
esetén indukalédnak: hésokk, sostressz, oxigén-limitacié, glukéz-limitacié, oxidativ stressz
(Volker et al., 1994), szétkapcsoloszer (karbonil cianid m-kiérfenilhidrazon: CCCP) hatasa,
az FiFATP-az gatlészerének (N,N’-diciklohexilkarbodiimid (DCCD)) hatasa (Alper et al.,
1994). Ezen indukciés hatasok alapjan valészinlsithetd volt, hogy a o® reguion olyan
stresszfehérjéket foglal magaba, melyek a kilénbézd stresszhatasok elleni toleranciaban
jatszhatnak szerepet.

Annak ellenére, hogy a fenti stresszhatasok alatt a ¢® regulon indukalédott, hianya
semmilyen valtozast nem okozott a vegetativ sejtek névekedésében, stressztoleranciajaban
és sporulaciéjaban (Binnie et al., 1986, Duncan et al., 1987, Hecker et al., 1989, Boylan et
al., 1993). 1988-as kozlés szerint (Truitt et al., 1988) a o®-fiiggd ctc gén hianya esetén a B.
subtilis sporulacidja gatolt 48 °C-on. 1996-ban publikaltak, hogy a c® regulon védelmet nydit
kumain-hidroperoxid ellen (Antelmann et al., 1996). Tekintettel azonban a c® regulon
génjeinek nagy szamara (jelenleg kb. 100 gén ismert) (Varén et al., 1993, Alper et al., 1994,
Volker et al., 1994, Maul et al., 1995, Hecker and Voélker, 1998), valészinlsithetd, hogy a
regulonnak egyéb, globalis funkcidja is van.

Jelenleg kb. 30 o®-fuggo fehérje N-termindlis szekvencidja all rendelkezésre. Ennek
alapjan az alabbi hat csoportba sorolhatok a o®-fiiggd stresszfehérjék, funkcidjuk szerint
(Hecker and Vélker, 1998, mddositva jelen dolgozatban):

O Stressz-indukalhato, ATP-az aktivitassal rendelkezé proteazok

Ezen enzimek feladata a sejt szamara toxikus, (stressz-hatasra képzdédé) hibas

érzékenyek so-, hé- és etanol-stresszre és gatolt névekedést mutatnak minimai-taptalajon
(Kruiger et al., 1994, Msadek et al., 1994, Gerth et al., 1998). Megjegyzendd, hogy e gének
hianya kifejezettebb fenotipikus hatast eredményez, mint a o® hianya, mivel e stresszfehérjék
lll. osztalyGak, €s indukciéjuk elsoé sorban a CtsR-utnak készénhetd.

0 Az oxidativ stressz elleni védekezésben szerepet jatszé fehérjék

Az oxidativ stressz elleni védekezésben szerepet jatszik a o®-fiiggd katE (katalaz, H,O,-
degradalé enzim) és a dps, mely DNS-védd fehérjét kodol (Engelmann et al., 1995,



Antelmann et al.,, 1997a). A CIpC és a tioredoxin segiti a sérllt térszerkezetli fehérjék
javitasat, mig a ClpP, valészintileg a ClpX-el (esetleg a CIpC-vel) egyittmiikodve elvégzi az
irreverzibilisen karosodott fehérjék lebontasat (Kriiger et al., 1996, Gerth et al., 1998, Scharf
et al, 1998). Az Sms és YacK fehérijék a sériiit DNS kijavitasaban jatszanak szerepet
(Kriger et al., 1997). Néhany enzim szerepet jatszhat a NAD szintézisében vagy NAP(P)H-
figgé redox reakciét katalizalhat, mely folyamatoknak szerepiik lehet az oxidativ stressz
elleni védekezésben (Antelmann et al., 1997b, Scharf et al., 1998, Petersohn et al., 1999).

O So- és viz stressz elleni védelem

A o°-fuggd gének egy része az ozmotikus stressz elleni védekezésben szerepet jatszo
fehérjéket koédol. Az opuE egy prolin-felvevd rendszer struktirgénje, mely abszolut
szlilkséges a kils6 prolin ozmoprotektansként valé felhasznalasaban. A B. subtilis két opuE
génje kozll az egyik c®-fliggd (von Blohn et al., 1997). Megjegyzendd, hogy a o® hianyaban
is képes a baktérium a prolint felvenni, €s ozmotikus ellenallé képessége ebben az esetben
sem csokken (von Blohn et al., 1997). A fentieken kivil a oB-fiiggé YtxH (Varén et al., 1996)
és GsiB (Mueller et al., 1992, Volker et al., 1994, Maul et al., 1995) a névényi deszikkacios
fehérjékkel nagy foki homolégiat mutatnak, mely alapjan nem zarhaté ki az ozmotikus
stressz elleni védekezésben betaitott szerepiik. Ujabb eredmények szerint (Petersohn et al.,
1999) a o®-fliggd YhdN fehérje 39 %-os homolégiat mutat az YccK, mig 37 %-os homolégiat
mutat az YxbF B. subtilis K*-csatorna fehérjékkel. Mint ismeretes, a K* felvétel egyike az els6
reakcidknak a sejt részérél, ha hirtelen magas ozmolaritasa kdzegbe keril (Csonka and
Epstein, 1996).

0O Sejtfelszini funkciok
A oB-fuggd gtaB gén az UDP-glikéz pirofoszforilazt kdolja, mely enzimnek a teicho-savak
glikozilalasaban van meghatarozé szerepe (Varén et al., 1993). A o®-fiiggé GspA a flagellint
kédolé hag gén expresszidjanak szabalyozasaban vesz részt (Anteimann et al., 1995).

O Multidrug-rezisztencia

A o®-fiiggé bmrUR operon génjei részt vehetnek a baktérium szamara toxikus anyagok
tavoltartasaban (Petersohn et al., 1999). Mint ismeretes (Ahmed et al., 1994) a Bmr fehérje
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kllonbozé toxikus anyagok (pl. etidium bromid, rodamin 6G, fluorokinolin-antibiotikumok)
effluxat okozza. A BmrR kéti a fenti anyagokat és a bmr pozitiv transzkripcionalis
szabalyozoéjaként (aktivator) hat (Ahmed et al., 1994).

0 Ismeretien funkcidju fehérjék

Ebbe a csoportba azon o®-gének altal kodolt fehérjék tartoznak, melyek nem mutatnak
szignifikdns homoldgiat egyetlen eddig ismert fehérjével sem (Hecker and Vélker, 1998,
Petersohn et al., 1999), vagy nagyfoku homolégiat mutatnak ugyan valamely mas baktérium
Escherichia coli osmC génjével nagyfoki homolégiat mutat ugyan, de szerepe ismeretlen,;
Voélker et al., 1998).

1.2.2.2. A & regulon indukciéjanak szabélyozésa

A o® fuggd promoterekrdl indulé transzkripciés események gyakorisaga alapvetéen két
tényezotél fugg: az aktiv o® fehérjék szamatdl és az adott promoter erésségétél.
Korai molekularis genetikai tanulmanyok hivtak fel a figyelmet arra, hogy mutaciés hatasok

mind csékkenthetik, mind novelhetik a o®

regulon indukalhatésagat (lgo et al., 1987),
azonban a szabalyozé mechanizmus egészen az 1990-es évek kdzepéig ismeretien volt.

A c® fehérje aktivitasa elsésorban poszt-transzkripcionalisan szabalyozédik, azonban a
transzkripcids szint is szerepet jatszik a szabalyozasban. A o® strukturgénje a sigB, egy
nyolc génes operon tagja, mely a B. subtilis kromoszémajanak 40. percénél helyezkedik el
(Volker et al., 1995, Wise and Price, 1995). A o”-fliggé promoter szabdlyozasa alatt allé
upstream klaszter a kévetkezé négy gént tartalmazza promoter-disztalis sorrendben: rsbR-
rsbS-rsbT-rsbU (Volker et al., 1995, Wise and Price, 1995). A fehériék molekulasulya a
kévetkezé: RsbR-31 kDa, RsbS-13,3 kDa, RsbT-14,3 kDa, RsbU-38,6 kDa (Wise and Price,
1995). Ezen fehérjék szerepérdl jelen pontban, késdbb lesz sz6. Az upstream és
downstream klaszter kéz6tt nem talalhaté transzkripciés terminator-szekvencia. A o®-fliggd
promoterrel rendelkezé downstream cluster a kévetkezé négy gént tartalmazza downstream-
sorrendeben: rsbV, rsbW, sigB, rsbX, ettél downstream a faktor-fuggetien terminator
talalhatd (Benson and Haldenwang, 1992, Boylan et al., 1992, Benson and Haldenwang,
1993a, Dufour and Haldenwang, 1994). Az operon sigB-n kiviili tobbi 7 génje a o® aktivitasat
szabalyoz6 fehérjét (rsb = Regulator of SigmaB) kédol. A szabalyozast az 1. abra mutatja
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be. A o® aktivitasanak szabalyozasa az alabbiak szerint térténik: Az elsédleges szabalyozé
az anti-szigma-faktor RsbW, protein kinaz. Molekulasulya 18 kDa (Dufour and Haldenwang,
1994). Ez a fehérje nem-indukcios k6rulméhyek kozott koéti a o®-t, mely igy képtelen lesz az
RNS polimeraz core-enzimhez kotédni, és a o® figgd promoterek csendesek (Benson and
Haldenwang, 1992, Boylan et al., 1992, Benson and Haldenwang, 1993a, Dufour and
Haldenwang, 1994). Ez a kapcsolatot az RsbV nevii 12 kDa-os pozitiv regulator gatolja, mely
“elvonja” a o>-tél az RsbW-t, igy felszabaditja a ¢®-t a gatlas alél (Dufour and Haldenwang,
1994). Az RsbV szubsztratja az RsbW-nek: a foszforilalt RsbV affinitasa csokken az RsbW-
hez, igy az anti-szigma-faktor az RsbV-rél levalva képes lesz a o®-hez kétddni és a o®-fiigg
transzkripciot gatolni (Dufour and Haldenwang, 1994). Az RsbU, mely egy PP2C foszfataz,
pozitiv szabalyoz6 szerepe azon alapul, hogy a foszforilalt RsbV-t defoszforilalja és ezaltal
noveli affinitasat az RsbW-hez (Vélker et al., 1995, Wise and Price, 1995). Feltételezik, hogy
az RsU (a késébbiekben leirandd) upstream modul induktiv hatasat kézvetiti az RsbV-RsbW
egyuttes (a tovabbiakban: downstream modul) felé, amely képes az energiastressz (tehat
minden ATP-koncentracié csokkenéssel jard stressz fajta esetén az ATP-drop) kézvetlen
érzékelésére Voelker et al., 1995). ATP-drop esetén bekovetkezik a o®-nek az RsbW-rél valé
levalasa (Alper et al., 1994, Dufour and Haldenwang, 1994). Feltételezik, hogy azon
kérnyezeti hatasok, melyek nem jarnak ATP-droppal, az un. upstream modul (RsbX-RsbS-
RsbR-RsbT) révén vezetnek a o® aktivalasahoz (Voelker et al., 1995, Kang et al., 1996,
Yang, 1996, Kang et al., 1998). Az RsbT egy RsbU aktivator fehérje, mely ily médon a
downstream modul aktivalasa révén a c® aktivalasahoz vezet (Kang et al., 1996). Az RsbT-t
nem-induktiv kérilmények kozott a defoszforilalt RsbS kéti, mely allapotaban az RsbT nem
képes az RsbU-t aktivalni (Kang et al, 1996). Az RsbT protein kinaz aktivitassal rendelkezik,
és képes az RsbS-t foszforilalni, mely ebben az esetben levalik az RsbT-rél, amely betéitheti
az RsbU-aktivator szerepét (Kang et al., 1998). Megjegyzendd, hogy az RsbT kinaz
aktivitasa nem szilkséges az RsbU-aktivator szerep betéltéséhez (Kang et al.,, 1998). Az
RsbX egy 22 kDa-os PP2C foszfataz, mely szubsztratja a foszforilalt RsbS, amely
(eltavolitvan a foszfat csoportot) képes lesz kétni az RsbT-t (Akbar et al., 1997). Az RsbR
pozitiv szabalyozé fehérje, mely az RsbT-nek az RsbS-re gyakorolt kinaz hatasat
potencirozza (Akbar et al., 1997). Nem zarhaté ki, hogy az RsbR gatolja az RsbX foszfataz
aktivitasat (Gaidenko et al, 1999). Az RsbT képes foszforilalni az RsbR 2 threoninjat, mely
foszforilalast kovetéen az RsbR elveszti az RsbT stimulalé hatasat (Gaidenko et al., 1999).
Megjegyzendd, hogy az RsbX foszfataz aktivitdsa nem sziikséges a kornyezeti
stresszvalaszhoz, viszont az RsbT kinaz aktivitasa esszencialis (Yang et al., 1996). Ujabban

egy tovabbi fehérjérdl is kideriilt, hogy a c® regulonra gyakorolt szabalyozé szerepe g;(et"‘e\
az yvfP (Gjabban rsbP) gén altal kodolt RsbP fehérje (Kunst et al. 1997, Vijay et !? 20‘0_0’)‘.
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Az RsbP egy PP2C foszfataz, mely specifikusan képes a foszforilalt RsbV-t defoszforilalni,
tehat pozitiv szabalyozé szerepe van (Vijay et al., 2000). Feltételezik, hogy a foszfataz
doménhez kapcsolédik egy PAS-domén, mely kdzvetlenll érzékeli az energiastresszt és
kdzvetiti azt a foszfataz doménhez (Vijay et al., 2000). Ezt a hipotézist tamasztja ala, hogy a
PAS domének széles kérben megtalalhatéak olyan intracellularis fehéri€ékben, melyek
érzékelik a redox-potencialban, az oxigén-tenziéban és a sejtek altaldnos energia-szintjében
bekovetkezd valtozasokat (Taylor and Zhulin, 1999). Baktériumokban példaul ilyenek az
Escherichia coli Aer-je, mely redox-érzékel6ként aerotaxist valt ki, vagy az Azotobacter
vinelandii NifL-je, mely nitrogén-kétést szabalyozé fehérje (Bibikov et al., 1997, Hill et al.,
1996, Soderback et al., 1998). Mindkét emlitett fehérje flavoprotein, hasonléan a Bacillus
subtilis RsbP-jéhez (Kunst, 1997).

A fenti modell alapjan az upstream modul a kérnyezeti stresszhatasok (pl. hésokk, etanol
stressz) érzékelését végzi, mig a downstream modulban az energiastresszt az RsbP (a PAS-
domén révén) illetve az RsbW (a kinaz aktivitast szabalyz6 ATP koncentracié kozvetlen
érzékelése révén) érzékeli (Boylan et al, 1991, Boylan et al., 1993, Benson and
Haldenwang, 1993b, Alper et al., 1994, Vélker et al., 1994, Voelker et al., 1995, Vijay et al.,
2000).

A két modul felépitését és milkkddését az 1. abra szemiélteti.

Az abran a nyilak pozitiv (aktivalas) a tompa végli vonalak pedig negativ (gatlas)
befolyasolast jeléinek.

A rendszer mikddése kérnyezeti stresszhatasok esetén az alabbiakban foglalhaté éssze: Az
RsbR (mely valészinlileg a stressz-szignal érzékeléséért felelés) elésegiti az RsbT-nek az
RsbS-re gyakorolt kinaz aktivitdsat. A foszforilalt RsbS levalik az RsbT-rél, mely igy aktivélja
az RsbU-t. Az RsbU defoszforilalja az RsbV-t, mely igy kéti az RsbW-t, mely kotés
eredményeképpen bekdvetkezhet a 6® RsbW-rél valé levalasa. A stresszvalasz kikapcsolasa
esetén az RsbT foszforilalja az RsbR-t illetve az RsbX (mely valészinlileg szintén “jel-
érzékel6” molekula) eltavolitia az RsbS threoninjardl a foszfatot. A defoszforilalt RsbS lekoti
az RsbT-t, mely igy nem aktivalja az RsbU-t. Ezalatt az RsbW foszforilalja az RsbV-t (melyet
tehat az RsbU nem fog defoszforilalni), ezaltal az RsbW levalik az RsbV-rél és kétni fogja a
o®t, mely igy képtelen lesz az RNS polimeraz core-enzimhez kapcsolédni. Energiastressz
esetében csupan a downstream modul muikédik: az RsbP (mely a PAS doménje révén
érzékeli az energiastresszt) defoszforilalia az RsbV-t, mely lekéti az RsbW-t. Tovabba
alacsonyabb ATP-pool esetében az RsbW kinaz aktivitasa csékken, tehat az RsbV affinitasa
nagyobb lesz az RsbW-hez, mint nem-induktiv kérilimények esetén. A stresszvalasz
kikapcsolasa esetén az RsbW foszforilalja az RsbV-t, és levalik arrdl, illetve kotni fogja a o®-t.
Ebben az esetben valészinlileg az RsbP PAS-doménje felelés a jel érzékeléséért, és a
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foszfataz domén nem-induktiv korilmények kozott nem fogja defoszforilalni a foszforilalt
RsbV-t. Az RsbW kinaz aktivitasa a megemelkedett ATP-pool hatasara n6, és foszforilalni
fogja az RsbV-t.

1. abra
A szigmaB aktivitasat poszt-transzkripcionélisan szabélyozé rendszer sematikus felépitése

i

RsbU

zssalselbiaug

= -

o
~(@

Kornyezeti stresszhatasok

Fontos kérdés, hogy milyen sejten bellli jel-atalakitasi mechanizmus révén indukaljak a
kérnyezeti stresszhatasok a o® regulont. Egy, a o® aktivitasat szabalyozé downstream
modulhoz hasonlé szabalyozasi mechanizmus talalhaté a sporulacié folyamataban szerepet
jatszé c© esetében is: a SpollAB protein kindz, anti-szigma-faktor, mely kéti a o -et (Alper et
al., 1994). A SpollAA egy anti-anti szigma-faktor, mely szubsztratja lehet a SpollAB-nek, és
az RsbV analdgjaként miikédik (Alper et al., 1994). Ebbdl az analdgiabdl és a ¢* regulonnak
regulon indukcidéjanak az ATP-drop a koézvetlen szignalja (Alper et al., 1994). Késébb

bizonyitast nyert, hogy az intracellularis ATP-koncentracié csokkenése és a o® indukciéjanak
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mértéke k6zott nem all fenn linearis 6sszefiiggés (Maul et al., 1995). A koézvetlen indukciés
szignal mibenléte azonban nyitott kérdés maradt.

A masik tényezd, mely meghatarozza a o® fiiggd promoterekrdl indulé transzkripciés

események gyakorisagat az adott promoter eréssége. Egymassal valdé 6sszehasonlithatésag

szekvencidjat:
Gén -35 -10
sigB *GTT*'TA*A GGGT*AT
ctc *GTT*TA*A GGGT*AT
gtaB *GTG*TA*A GGGT*AA
CSbA *GAT*TG*A GGGT*AT
gsiB *GTT*TA*A GGGA*AT

A fenti promoterek kozll a gsiB gén promotere a legerésebb. A —35 szekvenciakban a mind
az 6t génben azonos nukleotidokat “*"-al jel6ltik. A =10 szekvenciakban A *-al jel6it adenin-
nukleotidon kivill a “GGG” szekvencia az azonos. (Forrasok: sigB- Kalman et al., 1990; ctc-
Moran et al., 1981, gtaB- Varon et al., 1993, csbA- Boylan et al., 1991, gsiB- Maul et al,,
1995).

1.2.3 A genetikai kompetencia, degradativ enzimek szintézise és a motilitas

A genetikai kompetenciat, az extracellularis degradativ enzimek szintézisét és a motilitast
szabalyozasuk szoros Osszefiiggése miatt célszerl egy fejezetben targyalni. A szabalyozast
vazlatosan a 2. abra szemiélteti.

A limitalé korllmények kézé kerllt baktériumok egy szub-populacidja.(kb. 10 %-uk)
genetikailag kompetens sejtté differencialodik (Dubnau, 1991). A genetikailag kompetens
sejtek képesek DNS-t felvenni kérnyezetilkbol. A genetikai kompetencia kialakulasa igen
komplex folyamat. A sejtek kornyezetikbe magas sejt-denzitas esetén szekretaljak a ComX
(10 aminosavbdl allé oligopeptid) és a CSF (5 aminosavbdl allé oligopeptid) molekulakat,
melyek a ComP/ComA kétkomponensU rendszer aktivalasahoz vezetnek (Weinrauch et al.,
1990, Maghunson et al., 1994, Solomon et al., 1995). A CSF (kompetencia és sporulaciés
faktor) koncentracio-figgé modon dént a sporulacié és a ComA-fiuggdé gének aktivalasa
kozott (Lazazzera, 1999). alacsonyabb koncentracional stimuldlia a ComA-figgd
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expressziot, mig magasabb koncentraciéonal gatolja ugyanazon géneket és elbsegiti a
sporulaciét. A CSF egyébként a RapC-t gatolja, mely a ComA~P specifikus foszfataza
(Lazazzera and Grossman, 1998). A CSF a phrC gén terméke (Lazazzera and Grossman,
1998), a Phr-fehérjékrél (koztilk a CSF-rél) pedig ismert, hogy az Opp oligopeptid permeaz
szikséges a felvételilkh6z, mely permedz az ABC (ATP-koté kazettaval rendelkezd)
transzporterek csaladjaba tartozik (Perego, 1998).

A ComA DNS-kétd fehérje, mely foszforilalt formajaban képes a DNS-hez kétni, a ComP
pedig egy hisztidin protein kindz, amely képes a ComA-t foszforilaini (Weinrauch et al.,
1990). A ComP membran-asszocialt, két nagy transz-membran N-termindlis hurokkal
rendelkezik, melyeknek szerepe van a ComX kozvetitette jel érzékelésében (Piazza, 1999).
A foszforilalt ComA aktivalja az srf operont, melynek tagja a comS is, mely a kompetencia
szabalyozasaban résztvevo fehérjét kédol (Nakano and Zuber, 1993, Roggiani et al., 1993,
D'Souza et al., 1994, Hamoen et al., 1995). (Ugyancsak az srf operon tagja a surfactint
kédolo strukturgén is (Nakano and Zuber, 1989)). Megjegyzendd, hogy ujabb eredmények
arra utalnak, hogy az YIbF fehérje is részt vesz a ComS aktivalasaban, bar ennek
mechanizmusa még ismeretlen (Tortosa et al., 2000). A ComS hatasa a ComK-n keresztil
érvényesul, mely molekula azon dontés kézéppontjaban all, hogy egy sejt genetikailag
kompetenssé valik-e (van Sideren et al., 1995). Exponencidlis névekedés alatt a ComK-t a
MecA és a ClpC (MecB) tartja inaktivan (Kong and Dubnau, 1994, Msadek et al., 1994,
Turgay et al., 1997). A MecA felkinalja a ClpC/CIpP proteaz-rendszer szamara a ComK-t
(Kriger et al., 1994). A ComS destabilizalja a ComK-MecA-ClpC terner-komplexet (Turgay et
al., 1997). A ComS a MecA-hoz két (Ogura et al., 1999). A ComK ledisszocialasat kévetéen
a ComS és a MecA szubsztratja lesz a ClpC/ClpP proteolizisnek (Turgay et al., 1998). igy
tehat a ClpC hianyaban a ComK-szint drasztikusan emelkedik, mig a ClpP hianyaban a
MecA felhalmozédik a sejtben, és a ComK gatlédik (Turgay et al., 1997, Turgay et al., 1998.
Msadek, 1999). Megjegyzendd, hogy a clpC gént tobbféle stressz (hdsokk, so6- és etanol
stressz, oxigén-limitacié, glikéz- és aminosav éhezés) indukalja, ami biztosithatja azt, hogy
ezen stressz-hatasok folyaman (amig a ComS nem destabilizalja a terner-komplexet) a
baktérium ne Iépjen a genetikai kompetenciahoz vezetd differencialédas utjara (Kriger et al.,
1994, Msadek et al., 1994).

A ComK egy transzkripcios faktor, melynek nagyon szertedgazd szerepe az alabbi
pontokban foglalhaté 6ssze:

0 A késéi kompetencia gének expresszidjahoz aktivatorként szikkséges (Dubnau et al.,
1994, Mohan and Dubnau, 1990, van Sideren et al., 1995). A kés6i kompetencia
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gének termékei kozil a ComE DNS-kété funkcidval bir, a ComG, ComA, ComB,
ComC pilus-fehériek, a ComF és a ComA pedig ATP-fliggé helikaz épitbkévei
(Chung and Dubnau, 1995, Chung and Dubnau, 1998, Dubnau, 1997, Dubnay,
1993).

A ComK elbsegiti a o® anti-szigma-faktorat kédolé strukturgénnek, az figM-nek az
expresszidjat (Liu and Zuber, 1998). Ezt a hatasat Liu és Zuber hipotézise szerint
elképzelhetd, hogy anti-terminatorként éri el: az flg operontél upstream, annak
kdzvetlen szomszédsagaban elhelyezkedd comF operon o”-figgdé promoterén az
RNS-polimerazhoz koét, amely ekkor nem veszi figyelembe az operon terminator
szekvencidjat és atirodik a downstream elhelyezkedd (egyébként kizardlag o°-fiiggd
promoterrel rendelkez6) fig operon is. A ComK (tehat az FigM-en keresztil negativan
befolyasolja a o°-fiiggd gének expresszidjat, ezen keresztil pedig a motilitast. Ez
logikus szabalyozas, mivel a kompetens sejt, amennyiben nem motilis, nagyobb
eséllyel tud DNS-t felvenni.

A ComK szilkséges a sajat génjének a transzkripciéjahoz (Hamoen et al.,, 1998). A
comK promoterét nem-induktiv kérlilimények kézott az AbrB és a CodY kéti, melyek
gatlasa alél a promotert fel kell szabaditani a kompetencia teljes kifejlédéséhez
(Serror and Sonenshein., 1996, Hahn et al., 1995). A comK expresszidja a kévetkez6
fehérjéket igényli: ComK, DegU, AbrB, SinR (van Sideren and Venema, 1994, Hahn
et al., 1994). A DegU a comK -35 régidjatol upstream kot, és elképzelhetd, hogy a
DNS torzulasahoz sziikséges (Hamoen et al., 1998).

A ComK pozitiv szabalyozoja a genetikai rekombinacioban résztvevé recA és addAB
géneknek (Haijema et al., 1995, Haijema et al., 1996).

A ComK DNS-kétd szerepével kapcsolatban megjegyzendd, hogy a ComK mindig

transzkripcionalis aktivator szerepet tolt be, valészintileg az RNS-polimerazhoz két. A ComK

monomerek a DNS kisarkaba kétnek és a nagyarokban érintkeznek egymassal, melynek

révén kialakulhat az aktiv tetramer (Ptashne and Gann, 1997).

A kompetencia kialakulasaval kapcsolatos masik f6 kapcsolé fehérje a MecA, mely gatolja a

kompetencia kialakulasat, de szikséges a c’-regulonba tartozé gének expresszidjahoz

(Ogura and Tanaka, 1997, Rashid et al., 1996). igy a MecA része lehet a kompetencia és a
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motilitas kozti valté rendszernek. A MecA kozvetlenill és ComK-fiiggd uton is segiti a o°-
fuggd expressziét (Liu and Zuber, 1998).

A MecA tovabbi fontos szerepe, hogy kozvetiti a sejt szamara a tapanyag-szignalt: a
komplett médium MecA-figgd modon gatolja a kompetencia kialakulasat, viszont erdsiti a
oP-fliggd expresszidt (Liu and Zuber, 1998).

Amennyiben a sejt molekularis kapcsol6i a motilitas irAnyaba viszik el a sejt sorsanak tovabbi

alakulasat, a folyamat kulcsa a o°

, a flagellin-6sszeszereléséért felelés fehérjék, a
kemotaxis-fehérjék és az autolizinek génjeinek promotereit felismerd alternativ szigma-faktor
(Haldenwang, 1995, Kuroda and Sekiguchi, 1993, Marquez et al., 1990, Mirel et al., 1994). A
o® aktivitdis szabalyozasanak kulcsa az FIgM anti-szigma-faktor (Caramori et al., 1996,
Fredrick and Helmann, 1996). Mint mar ismertettik, ezen keresztil fejti ki negativ regulator

hatasat a ComK.

A DegR szabalyozé fehérje a o® regulon fontos tagja (a degR gén o°-fliggé promoterrel
rendelkezik), mely részt vesz a degradativ enzimek szintézisének, illetve (kbzvetett Gaton) a
genetikai kompetencianak a szabalyozasaban (Ogura and Tanaka, 1996). A DegR az
exoproteaz-termelésre DegS/DegU-fuggd médon pozitiv hatast fejt ki: a DegU foszforilalt
formajat stabilizalja (ennek jelentéségét ebben a fejezetben, de késébb ismertetjiik) (Dahl et
al.,, 1992, Tanaka et al., 1991, Mukai et al., 1992, Tanaka et al., 1994). A DegR 60
aminosavbél all, N-terminalisa hasonl6 a DegS-éhez (Nagami and Tanaka, 1986, Ogura et
al., 1994).

A DegS/DegU rendszer (a ComA/ComP-hez hasonléan) egy kétkomponensl rendszer: a
DegS egy hisztidin-kinaz, mely képes a DNS-koté fehérje DegU-t foszforilalni (Dahl et al.,
1991, Mukai et al., 1990). A degS és a degU gén egy operont alkot (Msadek et al., 1990). A
foszforilalt illetve defoszforilalt DegU-nak eltéré az élettani szerepe: Altalanossagban
megallapithaté, hogy a DegU a kompetencia kialakulasat segiti elé, mig a DegU~P a
degradativ enzimek szintéziséhez szilkséges (Msadek et al., 1993). (A B. subtilis 6sszesen
kb. 150 — 180 féle extracellularis fehérjét szintetizal (Hirose et al., 2000)).

Tekintettel arra, hogy jelen munkaban a DegS/DegU rendszer fontos helyet foglal el,

indokolt, hogy tovabbi jellemzésiket egy kilén, a kétkomponensi rendszerekkel foglalkozé
fejezetben folytassuk.
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A fentiekben ismertetett szabalyozé kort (az attekinthetéség kedvéért vaziatosan) a 2. abra
szemilélteti.

2. abra

A genetikai kompetencia és a oP-fiiggd folyamatok szabélyozasa

ComX/CSF — % ComA/ComP

srfA

YIbF—» ComS i

MecA

Clpc———| c§$|<——> Kési kompetencia gének

DegU DegU~P

o?P »degR »DegS/DegU—PExiracellularis degradativ enzimek

DegU~P DegU-~P

Flagellaris és kemotaxis gének, motilitas

Az abran a nyilak pozitiv (aktivalas) a tompa végli vonalak pedig negativ (gatlas)
befolyasolast jeldinek.

1.2.4 A kétkomponensU rendszerek

A kétkomponensli rendszerek a baktériumok kozétt igen elterjedtek. K6zds jellemzdjik egy
jel-érzékeld hisztidin-kinaz és az ezaltal szabalyozott szabalyoz6 fehérje, amely specialis
gén expressziés mintazatbeli valtozast okoz (Hoch and Silhavy, 1995). A kétkomponensii
rendszerek a legnagyobb ismert bakteridlis szabalyozé fehériék csaladjat alkotjak, bar
hasonlé fehérjéket talaltak eukariétakban is (pl. Saccharomyces cerevisiae, Arabidopsis
thaliana) (Chang and Meyerowitz, 1994).
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Legaltalanosabb formaja a kétkomponensi rendszereknek, hogy a jelérzékelést, a jel-atvitelt
és a transzkripciét befolyasoloé szabalyozd funkciét két fehérie hordozza (Msadek et al.,
1999). A jelatviteli foszfo-transzferben kézremiikédd modulok (a hisztidin kinaz C-terminalis
és a szabalyozo fehérje N-terminalis doménje) konzervativok, mig a jelérzékelésért és a
transzkripcionalis szintli valaszért felelés modulok (a hisztidin kinaz N-terminalis és a
szabalyoz6 fehérje C-termindlis doménje) variabilisek (Appleby et al., 1996). A
kétkomponenst rendszerekben a szabalyozas legalabb 3 szintet foglal magaban: egy
kérnyezet-fehérje szintet (jelérzékelés), egy fehérje-fehérje szintet (jelatvitel) és egy fehérje
DNS-szintet (szabalyozas - aktivator vagy represszor hatas) (Msadek et al., 1999). A fenti
.egyszeri” rendszertdl lényegesen eltér a sporulacié iniciacidjaban szereplé foszfo-relé
rendszer, mely esetben tovabbi modulok szerepelnek (Hoch, 1993). A sporulacié
folyamatanak részletezésétél azonban, mivel kbzvetlentl nem kapcsoldédik munkakhoz, és —
tekintettel a folyamat osszetettségére- a részletezés csupan nagy terjedelemben lenne
lehetséges, eltekintlink. Ennél a pontnal azonban annyit szilkséges megjegyezni, hogy az
iniciacié kulcsa a Spo0OA fehérje, melyet egy négylépéses folyamat foszforilal. A folyamatban
részt vesznek a KinA, KinB és KinC kinazok, a SpoOF foszfo-akceptor szabalyozé fehérje és
a SpoOB foszfotranszferaz. A SpoOA~P aktivalja a sporulaciés folyamat kezdeti 1épéseiben
részt vevd gének transzkripcidjat és gatolja az abrB gén expresszibjat. A fentiek részletesen
Spiegelmann és munkatarsai munkajaban olvashaték (Spiegelmann et al., 1995). A
SpoOA~P abrB gatlé hatasanak kovetkezménye, hogy (a fentiekben mar ismertetett médon,
mivel a comK transzkripciéjahoz szilkséges az AbrB fehérje) a ComK gatlasa révén gatolja
kompetencia kifejlédését és lehetévé teszi a degradativ enzimek szintézisét. Fontos tovabba,
hogy a RapA, RapB és RapE foszfatazok specifikusan képesek a SpoOF~P-t defoszforilalni
ily médon gatolvan a sporulacio iniciaciéjat. A rapA-phrA operon (mely a Rap-foszfatazokat,
a PhrA-t és a CSF-et kddolja) expresszidjahoz szilkséges a ComA~P, mely tehat (a Rap-
foszfatazok és az ezek aktivitdasahoz szilkséges Phr-fehérjék révén) gatolja a sporulaciét
(Perego, 1998, Jiang et al., 2000).

A foszfat-metabolizmust, a respiraciot és a sporulaciét szabalyozé kétkomponenst
rendszerek egymassal valo kapcsolata j0 példa ezek halézatszerli mikodésére Bacillus
subtilis-ben. Ezekben a folyamatokban harom kétkomponensi rendszer vesz részt: a PhoP
(szabalyozo fehérje) / PhoR (kinaz), a ResD (szabalyoz6 fehérje) / ResE (kinaz) és a SpoOA
(Hulett, 1996, Sun et al., 1996a). A PhoP foszfat-limitacié6 hatasara foszforilalédik (Hulett,
1996). A Pho~P pozitiv szabalyozdja a PhoP/PhoR szintézisének, a foszfat felvételéért és
felhasznalasaért felelés fehérjéket kodoldé gének expresszidjanak és a ResD/ResE
szintézisének (Hulett, 1996, Sun et al., 1996a, Msadek et al., 1999). A ResD~P pozitiv
szabalyozdja a ResD/ResE szintézisnek, sziikséges az aerob és anaerob respiraciéhoz, és
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a phoPR operon foszfat-limitacié hatasara bekodvetkezé indukcidjahoz (Sun et al., 1996a,
Nakano and Zuber, 1998, Msadek et al., 1999). Az AbrB pozitiv szabalyozéja a phoPR
expresszionak (Sun et al., 1996b). A SpoOA~P két kildnbdzd szinten gatolja a Res és a Pho
regulont: gatolia a ResD és ResE szintézisét, illetve kdzvetetten, az AbrB szintézisének
gatlasa révén gatolja a phoPR expressziéjat (Hulett, 1996, Sun et al., 1996a). igy tehat
sporulaciékor ez a két regulon gatolt.

A kemotaxist iranyité kétkomponensti rendszer a CheA (hisztidin-kinaz) / CheY (szabalyoz6
fehérje), melyeket kédolo strukturgének promoterét a o ismeri fel (Msadek et al., 1999).

Azt a korabbi dogmat, hogy a szabalyozé fehérje foszforildlt alakja lehet csak aktiv,
megdontdtte a DegS/DegU rendszer, ugyanis (mint azt mar a genetikai kompetencia
leirasanal ismertettiik) a DegU és a DegU~P is aktiv, bar mas-mas élettani hatast fejtenek ki.
(Ehhez hasonléan a Pseudomonas aeruginosa AlgB és AlgR szabalyozé fehérjéi is aktivak
nem foszforilalt formajukban (Ma et al., 1998)). Az alabbiakban részletesen foglalkozunk a
DegU és a DegU~P élettani szerepeivel.

A DegU~P élettani hatasai a deglU gén Hy alléljét hordozé térzsdén vizsgdlhatéak a
legjobban, mivel az allél altal kodolt fehérje szerkezetébdl adéddéan a DegU~P felhalmozédik
a baktériumban. A vizsgalatok alapjan a felhalmozott DegU~P élettani hatasai a kovetkezék
voltak: glukéz jelenlétében sporulaciéra valé képesség, a genetikai kompetencia gyenge
kifejlodése, filamentdzus sejt-morfolégia, flagella- és motilitas-vesztés, nagy mennyiségben
szekretalt extracellularis degradativ enzim (Ayusawa et al.,, 1975, Henner et al.,, 1988,
Msadek et al., 1990, Sekiguchi et al., 1975, Tanaka and Kawata, 1988). A DegU~P az srf
gatlasan keresztul gatolja a kompetencia kifejez6dését (Dubnau, 1991, Hahn and Dubnau,
1991, Msadek et al., 1993). A DegU~P a sigD (a o° struktirgénje) erés negativ szabalyozéja
(Tokunaga et al., 1994). A DegU~P altali gatlas biztosithatja, hogy a jelentés mennyiségi
extracellularis enzimet szekretalt sejt helyben ,varja meg” enzimeinek ,gyumdlcsét™ a
felveheté tapanyagot.

A defoszforilalt DegU a kés6éi kompetencia gének expresszidjahoz szilkséges (Dubnau,
1993, Roggiani et al., 1990). A defoszforilalt DegU nem befolyasolja a motilitast (Msadek et
al., 1993).

A DegU~P a baktériumok razatott tenyészetében alkalmazott 1,5 M NaCl stressz esetén
noveli a sejtek talélési esélyét (Ruzal and Sanchez-Rivas, 1994, Ruzal and Sanchez-Rivas,
1998). Ezért sem meglepd, hogy a DegS/DegU rendszer NaCl stressz esetén bizonyitottan
befolyasolja némely gén sostressz alatti expresszidjat, bar esetenként ellentétes médon: a
levanszukraz enzimet kodold sacB gén soéstressz esetén kb. 9-szeres expresszid-
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novekedést mutat (a stressz-mentes, nyugalmi szinthez viszonyitva), mely indukcié igényli a
DegS/DegU rendszer jelenlétét (Kunst and Rapoport, 1995). A sejtfal-asszocialt fehérjét
kodolé wapA gén expressziojat ezzel szemben a DegS/DegU rendszer negativan
befolyasolja (Dartois et al., 1998). A gatlast a kétkomponensi rendszer a foszforilalt DegU-n
(DegU~P) keresztul hajtja végre (Dartois et al., 1998). Mivel a B. subtilis egy fontos sejtfal-
volt kizarhato, hogy a baktériumok sejtfelszini téltés-megoszlasi viszonyaira, ezen keresztil
pedig kitapadasi képességére is befolyassal legyen. Ez a felvetés amiatt is megalapozottnak
tlint, mivel néhany vizsgalat nyoman bizonyitast nyert, hogy némely baktérium species
esetében kulonb6z6 stresszhatasokra megvaltozik a sejtek hidrofilicitasa, tehat egy olyan
tébb tényezé befolyasa alatt all6 tulajdonsaga, mely alapvetéen meghatarozza a sejtek
kitapadasi jellemzéit. igy példaul bizonyitottak, hogy sav-stressz esetén a Gram negativ
Salmonella typhi-murium felszine hidrofébabb lesz (Leyer and Johnson, 1993). Gram pozitiv
baktériumok esetében Azospirillum spp.-en vizsgaltdk a seijtfelszini hidrofilicitds és a
stresszhatasok kozti osszefliggést. Kulonb6zé antibiotikumokkal kezelték, illetve hésokknak
tették ki a sejteket, és azt tapasztaltak, hogy a sejtek felszine hidrofébabba valt, illetve
(némely antibiotikummal valo kezelés esetén) nem valtozott (Castellanos et al., 1997). Ezzel
a tanulmannyal kapcsolatban megjegyzendd, hogy az altaluk hasznalt szamitasi rendszer
nem volt alkalmas a sejtfelszin hidrofilebbé valasanak mérésére (mivel az ilyen iranyu
véltozast 0-nak vették) illetve sajnos kinetikai elemzést nem végeztek. Bacillus subtilis-ben
ilyen jellegl vizsgalatokat eddig még nem folytattak.

2 Célkitiizések

Munkank soran az alabbi kérdésekre kivantunk valaszt talaini:

1. Mi az a sejten beldli jel, ami mindenképpen eldfeltétele a ¢® regulon aktivalasanak? Ezt
a jelet a kdvetkezdkben kézvetlen jelnek nevezzik, mivel valészinileg a o® aktivitasat
szabalyozé mechanizmusban a o® koézvetlen kérnyezetében hat (mindenképpen a

downstream modul mikédését befolyasolja).

2. Van-e olyan stressz-kérilmény, amely esetében a o® regulon néveli a baktériumok

életképességét (mi a o- szerepe)? Feltételezhetd volt, hogy amennyiben sikerll

megismernink a kézvetlen jel természetét, valaszt talalhatunk erre a kérdésre is.
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3. Hogyan valtozik a Bacillus subtilis sejtfelszini hidrofilicitasa stresszhatasok esetén?

Mivel Salmonella typhi-murium-ban és Azospirillum spp.-ben stresszhatasokra adott

valaszként megvaltozott a sejtek felszinének hidrofilicitasa, valészindsithetd volt, hogy

Bacillus subtilis-ben is létezik ez a fajta, sejtfelszini szintli stresszvalasz.

4. Amennyiben sikeril megfigyelni sejtfelszini szintli stresszvalaszt megvizsgalandé, hogy

milyen fébb szabalyozé mechanizmusok jatszhatnak szerepet a hidrofilicitas-valtozas

kivaltdsaban? Erre nézve a kulonb6zo stressz fajtak esetén medfigyelt hidrofilicitas-

valtozasok mértékébdl és kinetikajabdl reméltink informaciot kapni.

5. Mi a sejtfelszini hidrofilicitas-valtozasok élettani szerepe?

3 Anyagok, médszerek

3.1 Vegyszerek

A vegyszerekkel szemben tamasztott minimalis kévetelmény a "pro analysii" tisztasag volt. A

vegyszereket Serva Heidelberg-tél, a Merck Darmstadt-tél vagy a Reanal-tdl vasaroltuk, az

alabbi kivételekkel:

Agaréz
Blocking-reagens
Kloroform (a nukleinsav munkakhoz)
CSPD

DEPC
Dezoxiribonukleotidok
EDTA

Etidium-bromid
Izoamil-alkohol
Lauroylsarcosin

Metanol (HPLC-hez)
MOPS

Fenol (RNS munkakhoz)
Tris

BRL Life Technologies Inc.
Boehringer Mannheim GmbH
Feinchemie KG Sehnitz
Tropix

Fluka AG

Pharmacia

Boehringer Mannheim GmbH
Roth GmbH

POC G liwice

Sigma Chemical Company
Sigma Chemical Company
Roth GmbH

Appligene

Fluka AG
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A jelen munka soran hasznalt ionoforokat, a purin-bioszintézis gatloszereit illetve a 2,4-DNP-t a
Sigma Chemical Company-t6l vagy a Merck Chemical Company-tél vasaroltuk.

3.2 Enzimek

Lizozim Merck Darmstadt

Psti New England Biolabs

3.3 Kitek

Geneclean Kitll Dianova Hamburg
Prep-a-gene Kit Biorad

DNS-jel6l6kit Boehringer Mannheim GmbH
Kit CLS (Luciferaz-assay-hez) Boehringer Mannheim GmbH

3.4 Tenyésztési és stresszkorilmények

3.4.1 A torzsek tarolasa

A baktériumtorzseket 2 cm® nagysagu sterii mlanyag csovekben tarotam -80 °C
hémérsékleten, kb. 20 ( viv) % glicerinben. A kisérletekhez kizarélag a térzsekre jellemz6
markerekre bevizsgalt kultarakat hasznaltam.

3.4.2 Tenyésztési kérialmények

Az overnight (ON) —kultira a baktériumok 5 — 7 fokozati 10-es higitasi sorabdl allt. A higitas a
késdébbiekben hasznalini kivant tapoidattal tértént. Ebbdi a higitasi sorbdl kémesévenként 5 mi-t
razattam 37 C°on. A hasznalt kémcsoveket fém —kupakkal (oc®-munkak) vagy vattadugéval
(tdbbi munka) zartam le. Ezekb6l a kémcsovekbd! logaritmikus fazisu kultarat (0.2-0.9 ODssy)
200 ml-nél nem tobb tapoldatba oltottam, amelyet 500 ml-es Erlenmeyer-lombikban 37 C°
razattam. Az oltasnal arra térekedtem, hogy a kulturat kb. 0.05 optikai denzitasra allitsam be.
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3.4.3 Sejtszam-meghatarozas

A kulturakbdl a sejtszamot turbidimetriasan mértem 550 nm hulldmhosszon, Pharmacia-
spektrofotométerrel (c®-munkak), illetve GBC U V/Vis 918 spektrofotométerrel (tébbi munka).
Lemezen a sejtszamot a klasszikus higitasos — telepszamolasos médszerrel hataroztam meg 3

parhuzamosban. A standard deviancia + 8 % volt. A kisérleteket 5 — 9-szer végeztem el.

3.4.4 Stresszkdrulmények

A baktériumokat kézép-logaritmikus fazisig névesztettem (kb. ODsso= 0.5), ekkor kezeltem a
kulturat az adott stresszorral.

3.4.4.1 2,4-Dinitrofenol
150 uM végkoncentraciéban a o®-kisérletekhez.

300 uM végkoncentraciéban a sejtfelszini hidrofilicitas-kisérletekhez.
Torzsoldat: 0,1 M, 96 % etanolban oldva.

3.4.4.2 Mikofenolsav
0,045 ug / ml végkoncentracioéban alkalmazva.
Torzsoldat: 19,15 ug / ml, etanolban oldva.
3.4.4.3 Decoyinin

1 mg / ml végkoncentraciéban alkalmaztuk.
Torzsoldat: 250 mg / ml, 1 N KOH-ban oldva.

3.4.4.4 Adenozin

1,2 mM-os végkoncentraciéban alkalmazva.
Torzsoldat: 0,15 M, 1 N KOH-ban oldva.
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3.4.4.5 Guanozin

1,2 mM-os végkoncentracidban alkalmazva.

Toérzsoldat: 0,15 M, 1 N KOH-ban oldva.

3.4.4.6 Valinomicin

10 ug / ml végkoncentraciéban.

Térzsoldat: 40 mg / ml, acetonban oldva.

3.4.4.7 Puromicin

10 ug / ml végkoncentraciéban alkalmazva.

Toérzsoldat: 10 mg / ml, bidesztillalt vizben oldva.

3.4.4.8 Sav-stressz

A tapfolyadékot (bipufferolt Belitzky MM) a kivant pH-értékre megfelelé mennyiségli 1 N HCI

hozzaadasaval titraltam.

A ndvekedési kisérletekben a tapfolyadék pH-értékét elére beallitottam. Ekkor a kdvetkezd

pufferokat hasznaltam (részletesen leirva a tapfolyadékok ismertetésénél). pH =7,5 — 6,5:

MOPS, pH < 6,5 — 4,0 Nascitrat/citromsav

3.4.4.9 KOH-stressz

A KOH térzsoldat 1 N volt. A bemért mennyiséget az ,Eredmények” rész aktualis fejezete

ismerteti.

3.4.4.10 Etanol kisérletek

A torzsoldat 96 ( viv) % volt. A bemért mennyiséget az ,Eredmények” rész aktualis fejezete

ismerteti.
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3.4.4.11 Foszfét-éhezés, foszfat-limitacio, glikéz-limitacié

A Belitzky-minimalmédiumban exponencialisan névekvd kultirakat két részre osztottam és

lecentrifugaltam (6000 rpm, 5 min.). Az egyik részt az eredeti tapfolyadékban

reszuszpendaltam kontrollként, a masikat pedig az éheztetd/limitaciés tapfolyadékban

reszuszpendaltam. Foszfat-éhséghez a tapfolyadék nem tartalmazott KH,PO,-ot. A foszfat-

limitaciés tapfolyadék 20 mM KH,PO,-ot tartalmazott. A glikéz limitacios médium 0.02 %

(wlv) glukézt tartaimazott.

3.4.4.12 Oxigén-limitacio

Az Oz -limitacio kivaltasahoz a sejtek razatasat megszuntettem.

3.4.4.13 NaCl-stressz

A NaCl-ot 6 (w/v) % végkoncentraciéban hasznaltam.
Torzsoldat: 24 (w/v) %.

3.4.4.14 H6sokk

A hésokk kivaltasahoz a sejteket 45 °C vizfurdébe helyeztem, és a razatast itt folytattam.

3.5 Felhasznalt torzsek

Jelen munka soran az alabbi Bacillus subtilis torzseket hasznaltam fel:

1S58 (trp, lys)

168 (trp)

MLS6 (trp, AsigB); Hivatkozas: Volker et al., 1994.
QB4487 (trp, Adegl); Hivatkozas: Dartois et al., 1998.
1056 (trp)

A molekularis genetikai munkakhoz az Escherichia coli DH5a torzsét hasznaltam fel.
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3.6 Tapfolyadéekok-taptalajok

3.6.1 Mddositott Belitzky-Minimalmédium

0,015 M (NH,).SO,

0,008 M MgSO, x 7H,0O

0,027 M KCI

0,007 M NasCitrat x 2H,0

0,050 M Tris

A pH-t 1 N HCl-el 7,50-re allitottam be

3.6.2 MOPS-pufferolt minimalmédium

Mint a Belitzky-minimalmédium, de a Tris-t 0,050 M MOPS-al helyettesitettem. A pH-t 1 N HCI-
el 7,50-re, 7,00-re vagy 6,50-re allitottam be.

3.6.3__NaCitrat/Citromsav-pufferolt minimalmédium

0,015 M (NH,)SO,

0,008 M MgSO, x 7H,0

0,027 M KCI

0,025 M Na,Citrat x 2H,0

0,025 M Citromsav

A tapfolyadékot a 6,50-4,50 pH-tartomanyban hasznaltam, a kivant pH-értéket megfeleld
mennyiségli 1 N HCI vagy 1 N NaOH hozzaadasaval értem el.

3.6.4 Bipufferolt minimalmédium

0,015 M (NH,)SO,

0,008 M MgSO, x 7H,0O
0,027 M KCI

0,0125 M NasCitrat x 2H,O
0,0125 M Citromsav

0,025 M Tris
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A pH-t 1 N HCl-al 7,50-re allitottam be.

A fenti tapoldatokat autoklavban sterilizaltam és +4 C°-on taroltam.

3.6.5 A minimalmédiumok kiegészitése

A minimalmédiumokat a kévetkezéképpen szupplementaltam:

0,200 M KH,PO, (autoklavozott)

1,000 M CaCl, x 2H,0 (autoklavozott)
0,0005 M FeSo,4 x 7H,0 (sz(irt)

0,025 M MnSQO, x 4H,0 (sz(irt)

0,500 M Glutaminsav (pont-autoklavozott)
0,039 M L-Triptofan (sz(irt)

0,043 M L-Lizin-HCI (autoklavozott)

20% (w/v) Gliik6z (pont-autokiavozott)

Kivételek:

Foszfat-éheztetés, foszfat-limitacio és a glukéz-limitacié: mint fent, kivéve, hogy a KH,PO, illetve
a glukoz koncentracio a stresszkériilményeknél ismertetett volt.

A 168-as térzs, az ML6 és a QB4487 térzsek valamint az 1056-os térzs esetében nem adtam a
tapoldathoz lizint. (Megjegyzés: a QB4487 tarolasahoz a fenti minimalmédiumot hasznaltam,
viszont az ezzel a torzzsel végzett valamennyi kisérletben az LB-tapfolyadékban szaporitottam
fel a baktériumokat).

3.6.6 LB (Luria-Bertani) - tapfolyadék

10,0 g Bacto Tripton

5,0 g Bacto-yeast extract
10,0 g NaCl

Feltoitve 1,0 |-re.
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3.6.7 LB (Luria-Bertani) — taptalaj

Mint az LB-tapoldat, csak még 12 g agarral szilarditva.

3.7 A sigB és a gsiB gének transzkripcié-analizise

3.7.1 A sigB-mRNS préba eléallitasa

A sigB-probat koszonettel Susanne Engelmann bocsatotta rendelkezésemre.

3.7.2 A gsiB-mRNS préba eléallitasa

3.7.2.1 A DNS gélelektroforézise

Ha az agardz gél két pontja kozott fesziltséget Iétesitiink, a DNS a téltésének megfeleléen, a +
polus iranyaba vandorol. A molekulak vandorlasanak sebessége azok méretétdl, illetve
szuperspiralizaltsaguk fokatél fugg. Ezen tulajdonsagok alapjan a kulonbdzé méretii DNS
molekulak egymastol elvalaszthatok: minél kisebb vagy szuperspiralizaltabb a DNS molekula,
annal gyorsabban vandorol. A médszer segitségével a linearis és a cirkularis formak egymastol
elvalaszthatoak: a cirkularis forma gyorsabban vandorol. A gélelektroforézist 0,8%-os agaréz-
gélben TBE-pufferrel végeztem, jelzéfestékként bromfenolkéket hasznaltam. A mintat 0,1
volumen felvivé-pufferben vittem fel. Minden futtatasnal —a fragment méretének ellendrzéséhez-
DNS standardot vittem fel. A DNS lathatéva tételéhez az interkalalodé etidium-bromidot
hasznaltam, amely UV-fényben fluoreszkal. A gélek elvalasztasi mintazatarol Biomed Fullerton
video-denzitométerrél készitettem képet.

10xTBE

108 g Tris

55 g Borsav

40 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

1 I-re desztillalt vizzel feltéltve, a pH 8,3-ra bedllitva.
0,8%-0s agaroz-gél

1,6 g agaréz 200 ml TBE-ben

30



Felvivé-puffer

0,05% Brémfenolkék
0,05% Xilén-cianol

60%-o0s szukrdzoldatban

DNS-standard

A DNS*Hindlll+EcoRI (21226, 5148, 4973, 4268, 3530, 2027, 1904, 1584, 1375, 947, 831, 564,
125)

3.7.2.2 Plazmidok felszaporitasa és izolélasa

A pKsmgsiB1 plazmidot hordozé Escherichia coli DH5agsiB1 térzset kbszénettel Bjérn
Maul bocsatotta rendelkezésemre. A plazmid térképét mutatja be a 3. abra. A 100 mg / |
ampicillinint tartalmazé ON-kultarabdl Prep-a-gene kittel izolaltam DNS-t. Ez igen kiméletes
eljaras, mely azon alapul, hogy a plazmidot a toltése révén oszlopra kétjuk, majd elualjuk. Az
becsilitem meg: a DNS-bél 5 lépcsds felezé higitast készitettiink, és azt a DNS-csikot, mely
UV-fényben még éppen latszott 50 ng mennyiségnek becstitem. A futtatas 160 V fesziiltségen
50 percig tortént.

3.7.2.3 Az izolalt DNS linearizélésa
A hasitashoz sziikséges enzim mennyiségét az alabbi képlet alapjan szamitottam ki:
IU pug'DNS h™'=G; x ny x (G x n,)", ahol:
G:: A Fag1 genom-nagysaga kB-ban (48 kB)
G¢. A hasitand6 fragment nagysaga kB-ban
ny: Az enzim hasitéhelyeinek szama az 1-es genomban
ni. Az enzim hasitohelyeinek szama a hasitandé fragmentben

A hasit6-elegy 6sszedllitasanal figyelembe vettem, hogy az enzim mennyisége a 10 ( v/v) %-ot
ne haladja meg, mert ekkor az enzim taroldsahoz hasznalatos glicerin gatlé koncentraciét érne
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el. A hasitast 5 IU Pstl-el és 3,4 ug DNS-el 37 °C-on 2 ¢raig végeztem abban a pufferban,
amelyet a gyarté ajanlott. A reakciét 10 mM végkoncentracioju EDTA-val allitottam le. A hasitas
eredményességét gélelektroforézissel ellendriztem, a standard és a reakcidlegybdl szarmazé
DNS mellé a hasitatlan (cirkularis) pKsmgsiB1 plazmidot is felvive. Az elektroforézist 160 V-on
70 percig folytattam.

3. abra
A pKsmgsiB1 plazmid térképe

pksmgsiB

3606 bps Pvull

Xmal
il
Ahall ﬁxpm

3.7.2.4 A linearizalt DNS tisztitasa

A linearis format a cirkularistél preparativ gélelektroforézissel valasztottam el, melyet 80 V
feszlltségen 180 percig végeztem. A gélbdl a linearis DNS-t UV fény alkalmazasa nélkl
vagtam ki, ily modon elkerlilve a plazmid karosodasat. A gél fényképének masolata a 4. abran
lathato.

A kivagott gélbdl a gyarté cég utmutatasa alapjan a DNS-t Geneclean Kit ll-vel tisztitottam. Az
eljaras lényege az, hogy az agaréz kocka megolvasztasa utan (50 C°) az tvegtejre kétott DNS
tobbsz6ri mosassal megtisztithaté. A plazmidot steril bidesztilldlt vizzel elualtam. A DNS
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4. abra

A linearizalt plazmid kinyerése preparativ gélelektroforézissel
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A 4. abran a baloldalra a restrikcios elegyet, a jobboldalra pedig a standard DNS-t vittem fel. A

baloldali savok, alulrél felfelé: linearis dimer forma, linearis forma (kivagva), cirkularis forma.

3.7.2.5 In vitro transzkripcio

Az in vitro transzkripciét a DNS-jel6ld kittel végeztem, a gyartdé utmutatasai alapjan. A
felhasznalt enzim a T3 RNS-polimeraz volt. A digoxigenin-jelzett timidint is tartalmazo elegyhez
1 ng linearis plazmidot mértem. (Az elv: a T3 promoterrdl elindult transzkripcié a Pstl altal
elhasitott helyen megall). A préba koncentraciéjanak megallapitasahoz 6 fokozatu tizedeld
higitast készitettem a probabdl, és a koncentraciét dot-blot modszerrel becsultem meg. A
prébat hibridizaciés oldatban (36. oldal) -20 C° —on taroltam.

Megjegyzendd, hogy gsiB probat korabban Uwe Vélker és Bjorn Maul is eldallitott ugyanebbdl a
plazmidbdl ugyanezzel a modszerrel. Tekintettel arra, hogy ugyanezt a modszert hasznaltam,
és az Uwe Volker altal koszonettel rendelkezésiinkre bocsatott, egy hibridizalasra elegendd
gsiB probat és az altalunk eléallitott gsiB probat sszehasonlitottam, és ezek eredménye kézott

szignifikans eltérést nem tapasztaltam, eltekintettem a préba vissza-szekvenalasatol.
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3.7.2.6 Ossz-RNS izolalas

Az alabbiakban leirasra keriild6 médszer a DNS és RNS savas fenol-fazisban valé
extrahalhatésaganak kilonbségét hasznalja ki: mig az RNS a vizes fazisban marad, addig a
DNS a fenol-fazisba megy at.

A kultura 10-15 mi-ét 6sszetort killing-jégre pipettalassal (-20 °C-on fagyasztott killing-puffer) a
sejteket pillanatszeriien megéitem, majd killing-pufferes mosas - centrifugalas utan a
baktériumokat 1 ml lizis-puffer I-ben reszuszpendalva 1 mg lizozim hozzaadasaval protoplasztot
készitettem (5 perc jégen). A protoplasztokat 4 °C-on lecentrifugaltam, majd 300 pl lizispuffer -
ben reszuszpendaltam. A sejtfeltaras a fenti elegynek 300 pl 95 °C-os lizispuffer lll-hoz
mérésével és pontosan 5,0 perc 95 °C-on folytatott inkubaciéval tértént. Ezt kovetben
haromszor PCl-ben extrahaltam a feltart sejteket. A fenol denaturaita a fehérjéket, de egy kis
mértékii RN-az aktivitas még megmaradt. A kloroform a fennmaradé RN-az aktivitast is
megszintette és segitette a két fazis szétvalasat. Az izoamilalkohol gatolta az extrakcio alatti
emulzié-képzédést. A fenol nyomokat kétszeri kloroform-izoamilalkoholos extrakciéval
tavolitottam el. Az egyszeri dietil-éteres extrakcié eltavolitotta a kloroform nyomokat. Az
extrakciokat 1 vol. oldattal végeztem. Ezt kdvetben az étert 65 °C-on elparologtattam, majd 2,5
vol. 96 ( v/v) % etanollal, 0,1 vol. Na-acetat jelenlétében az RNS-t —20 °C-on egy éjszakan
keresztil kicsapattam. A kicsapatashoz gyorsabb eljaras lett volna —80 °C-on tartani az RNS-t
30 percig, ezt a moddszert azonban az RNS-el egyitt kicsapodé szennyezék nagyobb
mennyisége miatt nem alkalmaztam. Ezt kévetéen az RNS-t 1 vol. etanollal mostam, évatosan
vakuum-szaritottam, majd 1 vol. steril, kvarcdesztillalt aq. bidest.-ben felvettem. A mintat
felhasznalasig — 80 °C-on taroltam. Figyelembe véve a kontroll-érték fontossagat, minden
esetben két parhuzamos kontrollt izolaltam.

Killingpuffer

20 mM Tris/HCI pH 7,5
5 mM MgCl,
20 mM NaN;

Lizispuffer I

25% szukréz

50 mM Tris/HCI pH 8,0
0,25 mM EDTA




Lizispufferll

3 mM EDTA
200 mM NaCl

Lizispufferlll

3mM EDTA
200 mM NaCl
1% SDS

Fenol: kirazva 0,1%-o0s DEPC-vizzel

Eter: kirazva 0,1%-os DEPC-vizzel

PCI: Fenol-Kloroform-lzoamilalkohol 25:24:1

Kloroform- 1zoamilalkohol 24:1

DEPC-viz: 1 ml Dietil-Pirokarbonat oldva 1 | aq. bidest-ben. Egy éjszakan keresztiil 37 °C —on
alini hagytam, hogy a felesleges DEPC CO, formajaban tavozhasson, és eztan autoklavban
sterilizaltam.

3.7.2.7 Az izolalt RNS koncentraci6janak meghatarozasa

A nukleinsavak 260 nm hullamhossznal rendelkeznek elnyelési maximummal. Az Azo=1 érték
megfelel 50ug dsDNS-nek, 40ug ssDNS-nek vagy RNS-nek vagy 20ug oligonukleotidnak mi-
enként.

Az RNS koncentraciét Ultrospeclll (Pharmacia) spektrofotométerrel, beépitett program
segitségével mértem. A program a 260 nm-en mért abszorbanciabdl kiszamitja az RNS
koncentracidjat, és a 260 nm-en mért fényelnyelést a 280 nm-en (a fehériék elnyelési
maximuma) meérttel Gsszehasonlitva kiszamitja az RNS tisztasagara jellemzd faktort. A
méréshez kvarcdesztillalt ag. bidest.-et hasznaltam.

3.7.2.8 Slot-blotting (az RNS membranra kétése)

A slot-blot médszer lehetéséget nydijt kvalitativ és kvantitativ analizisre is: tesztelheté, hogy a
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vizsgalt mRNS jelen van-e az adott mintaban, és ha igen, akkor a kontrollhoz viszonyitva milyen
mennyiségben. Az eljaras soran a mintakbol 6 fokozatu felezé higitast készitettem 10 x SSC-
ben, majd 65 °C —on 10 percig denaturaltam azokat. Az azonnali jégre helyezés és a magas
ionerésség megakadalyozta az RNS renaturalédasat. Ezutan a slot-blotting késziiléket elbiras
szerint Osszeszereltem, majd aq. bidest.-el és 20 x SSC-vel eldkezelt, pozitivan téitétt
membrant (Hybond -N+, 2.0-s valtozat, gyarté: Amersham Life Science) helyeztem bele. Ezutan
egy vizsugar-pumpaval a készilékben vakuumot létesitettem, melynek segitségével a mintakat
a membranra szivattam. Az RNS-t 120 perc sitéssel 80 °C-on rogzitettem.

20xSSC

3,0 M NaCl
0,3 M Trinatrium-citrat
HCl-el pH 7,0-re beallitva

3.7.2.9 Hibridizalas

A membrant hibridizalé oldattal 68 °C-on legalabb 1 h-ig el6-hibridizaltam hibridizalé
kemencében. Ezt kdvetden a probat 95 °C-on 15 percig denaturaltam, majd —a renaturalodas
megakadalyozasa végett- rogton —20 °C-os jégre helyeztem. A membranra kétott RNS-t a
hibridizalé kemencében 68 °C-on 12 — 16 oraig hibridizadltam a probaval. Ezt kévetéen
szobahdmérsékletl 2 x SSC + 0,1 % SDS oldattal, majd 68 °C hémérséklet(i 0,2 x SSC + 0,1 %
SDS oldattal mosva eltavolitottam a szennyezé DNS-t.

Hibridizalé oldat

0,1% ( v/v) Lauroil-szarkozin Na-s6
50% ( v/v) Formamid

7% (wiv) SDS

5x SSC

2% (wlv) blokkold reagens

50 mM foszfatpuffer (pH 6.50)

steril aq. bidest.-ben, -20 °C-on tarolva
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3.7.2.10 A nem radioaktivan jelolt RNS detektalasa

A digoxigenin, amelyet az RNS préba jeléléséhez hasznaltam, egy haptén, a Digitalis lantana-
bél szarmazé Lantanosid C nevii glikozid aglikonja. Haptén-természetébdl adodoéan, az ily
maodon jelélt RNS immunoldgiailag detektalhatd. A detektalas a hapténizalt probanak alkalikus
foszfatazzal konjugalt anti-digoxigenin-fab-fragmenthez kétése altal tértént. Az alkalikus
foszfataz defoszforilal egy fluorescens szubsztratot (esetiinkben a CSPD-t), mely fényemisszios
intermedier termékké alakul. Az emissziot Rontgen-fimmel (Fuji Foto Film Company Inc.)
dokumentaltam. A detektalast a jelol6 kit gyartéjanak Gtmutatasai alapjan végeztem.

3.7.2.11 A Réntgen-filmek denzitometrias kiértékelése

A filmekrél Personal Densitometer-el (Molecular Dinamics) készitettem digitalis képet, az
alabbiakban leit médon. Egy Helium-Neon-lézer szisztematikusan letapogatta a filmet, mely
részei eltérd modon abszorbealtak a |ézersugarakat. Az abszorbanciat egy fényintegrald
gytijtéhenger regisztralta, majd egy foto-sokszorozé a jelet elektromos aramma alakitotta, mely
egy aram-fesziltség konverter révén fesziltséggé alakult. Az analdg jelet egy analog-digitalis
konverter digitlis jellé alakitotta, mely bitek formajaban nagy kapacitdsi magneses tarolon
tarolodott. Az ilyen modon leképzett film megfelelé szoftverekkel kiértékelhetd. A kiértékelés az
Image Quant nevli programmal tortént. A program a filmen a (fluoreszcencia altal létrehozott)
denzitast gérbévé alakitotta, majd integralta. Ezt kévetéen kiszamitotta a lokalis hattér-
denzitast, melyet az el6z6 értékbdl levont. Az igy kapott adatokat visszaszamoltam egységnyi
felvitt RNS-re, majd minden értéket a kontrolira vonatkoztattam. Amely kezelésnél ez
szikséges volt, az el6z6ekben kiszamolt értékeket elosztottam az oldészer-kontroll izolaciébol
szarmazo értékekkel. A szamitasokat a Microsoft Excel programmal végeztem. A kisérletek
kézul csak azokat tartottam kiértékelhetének, melyek parhuzamosan izolalt két kontrollja +4 %-
on belll egymassal identikus volt, és csak azon kapott értékeket megbizhatéonak, melyek
higitasi sorozatainak legalabb két értéke a linearis denzitasi tartomanyba esett. Meghataroztam
a modszerre jellemz6 standard devianciat, mely + 4 %-nak adddott. Csak az ezen beliili értékek
szerepelnek jelen értekezés ,Eredmények’ cimli részében. Minden mérést 5 — 9 esetben
végeztink el. Abban az esetben, ha valamely adatpont értékeinek tobbsége a 9. mérés
esetében sem esett a standard deviancia altal megszabott hatarok kézé, az adatpont
jellemzése elmaradt.
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3.8 A sejtek ATP-pooljanak meghatarozasa

3.8.1  Nukleotid-extrakci6 Bacillus subtilis-bél (TCA-modszer

A modszer alapja az, hogy a TCA-tartalmui feltaré oldat a sejtfalat €s a membrant —azokkal
reagalva- megtamadja, mig a nukleotidokkal nem reagdl. A feltaras a kévetkezéképpen tértént:
120 pl feltard oldathoz 100 pl kultirat adtam OD*® = 1,0 mennyiségben, majd a nukleotidokat
15 percig jégen extrahaltam. Az extrakciét 100 pl mintanak 900 ul pirogénmentes, steril (Ph.
Eur.) vizben tortént higitasaval allitottam le. A mintakat a luminometrias mérésekig -20 °C-on
taroltam.

Feltaro oldat

510 mM TCA
17 mM EDTA

3.8.2 Luciferaz-assay

Az eljaras alapelve, hogy a luciferaz oxigén jelenlétében és ATP felhasznalasaval a luciferin
nevl fluoreszcens szubsztratot bontja, mely folyamatot fényemisszié kisér. A reakcié szigoraan
kvantitativ, és az emittalt fény luminométerrel detektalhaté.

A kulturakbdl extrahalt nukleotidokbél 3 fokozatu higitast készitettem (800-, 1200-, 1600-szoros)
pirogénmentes steril vizzel, majd mindegyik mintabél 100 pl-t azonos volumenti luciferaz-
reagenssel (Kit CLS) elegyitettem, majd megkevertem. 10 perc inkubacié utan (szoba-
hémérsékleten) 10 masodperc hosszan mértem. A mérést Autolumat LB 953 Bertolt tipusu
luminométerrel végeztem. Mérési kontrollként levegét, illetve a higitashoz hasznalt vizet
tartaimazé csévet hasznaltam. A kapott értékekbdl a viz-hatteret levontam, majd az adatokat
egységnyi higitasra vonatkoztatva atlagoltam. Ezutdn a mintakat 100 % kontrollra
vonatkoztattam. Mindegyik mérést egyszer ismételtem, és csak azokat az értékeket fogadtam
el, melyek £5 % hibahataron bellll egymassal identikusak voltak. A levegé-kontrollokbdl a két
mérés kozt eltelt idében a reakcié gyenguilését figyelhettem meg. Ennek nem szabadott 20 %-ot
tuliépnie (maskilonben a luciferaz enzim és / vagy a luciferaz reagens nem volt megfeleld).
Minden kisérletnél 2 kontrollt izolaitam, melyeknek +5 %-on belll egymassal identikusnak kellett
lennitk. A harom parhuzamos higitasbol legalabb kettének a detektalas szempontjabdl linearis
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tartomanyba kellett esnie. Csak azokat az eredményeket fogadtam el, melyek a fenti
kévetelmények mindegyikének eleget tettek. Meghataroztuk a médszerre jellemzé standard
devianciat, mely + 5 %-nak adodott. Csak az ezen bellli értékek szerepelnek jelen értekezés
.Eredmények” cimi részében. Minden mérést 5 — 9 esetben végeztem el. Abban az esetben,
ha valamely adatpont értékeinek tobbsége a 9. mérés esetében sem esett a standard deviancia
altal megszabott hatarok kézé, az adatpont jellemzése elmaradt.

3.9 A sejtek ATP- és GTP-pooljanak egyiittes meghatarozasa: HPLC kisérletek

A HPLC-kisérletekhez oktadecil-szilan alapu ioncserés oszlopot hasznaltam. Az oszloppal
valamennyi purin-nukleotid elvalaszthaté volt

A mliszer alacsony nyomasu rendszerrel dolgozott: az intelligens keverékamraba csatlakozé
pumpakon keresztll biztosithaté volt a gradiens eluciéd. A keverékamrabdl az elualé szert egy
alacsony nyomasu pumpa juttatta az oszlopra. A mliszer kb. 10 perc miikédés utan allandé
nyomast tartott fenn. Ekkor egy spiralon keresztiil injektaltam a mintat a rendszerbe. Az ellcié
pH-gradienssel tértént. Az oszlopot hasznalaton kiviil nagy tisztasagu metanollal téltéttem fel,
mely a rendszer védelmét és sterilitasat biztositotta.

Rendszer

Merck/Hitachi

L4250 UV-vis detektor

L6200A intelligens pumpa

D2500 Kromatogramme-integrator
Minta-hurok térfogata: 100 pl

Oszlop

Tipus: Supelcosil LC18T
Atméré: 4.6 mm

Hossz: 150 mm
Pérusnagysag: 3pm
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Eluens

125 mM KOH, szlirt

10 mM TBAHS, szlrt

3 g/1 KOH, szirt

60 mi/ 1000 ml metanol

A (az Eredmények részben ismertetett) méodszerfejlesztés soran az el6z6 rendszer helyett
Gyncotek 480 pumpat hasznaltam. A nukleotidok elvalasztasa Whatman Partisil PXS 10 / 25

2.0 ml / perc volt. A minta-hurok térfogata 100 ul volt. A detektalas UV TSK 6040 detektorral
tértént 254 nm-en. Az adatokat Axxiom szoftverrel értékeltem ki. Az ATP és GTP méréseknél
a standard deviancia + 6 % volt. A kisérleteket 5 —sz6r (MPS) illetve 9 —szer (2,4-DNP)
végeztem el.

A sejtfeltarasokat (mivel a modszerfejlesztés részét képezték) az Eredmények részben
ismertetem.

3.10 A sejtfelszini hidrofilicitas meghatarozasa

A sejtfelszini hidrofilicitdés meghatarozasa a korabban leirt (Rosenberg et al., 1980) gyors,
hexadekan-extrakcios modszerrel tortént, az aldbbi valtoztatasokkal: a sejteket azonnal
megéltem -20 °C (az elézéekben ismertetett dsszetétell) killing-jégre vald pipettalassal. A
sejteket lecentrifugaltam, majd jéghideg killing pufferben mostam, ezutan 10 °C-os fiziologias
sooldatban mostam, majd szobahémérsékletl fizioldgias séoldatban reszuszpendaltam. A
reszuszpendalt oldat egy részét (kontrollként) azonnal 5§50 nm-en fotometraltam, a
maradékbdl 3 ml baktérium-szuszpenziéot adtam 3 ml hexadekanhoz. Az elegyet 15
masodpercig vortexeltem, ezt kévetden 25 mi-es burettaban 30 percen keresztil, 22 + 1 °C-
on hagytam a két fazist szétvalni. Az alsé (vizes) fazisbdl kb. 2,5 ml-t engedtem le, és 550
nm-en fotometraltam. A kapott értéket elosztottam a kontroll értékkel, igy megkaptam az
abszolut hidrofilicitast, melyet a kezeletlen kontroll hidrofilicitasara vonatkoztatva
kiszamoltam a relativ hidrofilicitast. Minden kisérletben 2 kontrolit vettem.

Valamennyi kisérletben csak akkor fogadtam el az eredményeket, ha a 2 kontroll +4 %-on
belll identikus volt egymassal. A standard deviancia + 4 % volt. A kisérleteket 5 — 9-szer

végeztem el.
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3.11 A talaj-réeszecskékhez val6 kitapadasi képesség meghatarozasa

A baktériumokat 25 ml LB tapoldatban névesztettem, mely 1,5 g celluléz port és 1,5 g mosott
folyami homokot tartalmazott. A sejtszamot az 550 nm hullamhosszon mért optikai
denzitasb6l hataroztam meg, miutan a szilard hordozét szlréssel eltavolitottam. Mérési
kontrollként a NaCl (illetve a kezeletlen kontroll esetében azonos mennyiségli tapoldat)
hozzaadasa el6tti idopillanatban vett minta optikai denzitasa szerepelt. A 30 perces mintak
optikai denzitasat a mérési kontrolléra vonatkoztattam, és annak %-aban fejeztem ki. A

standard deviancia +6 % volt. A kisérletet 9-szer végeztem el.

4 Eredmények

4.1 A Bacillus subtilis o® aktivalasahoz vezeté szignal-transzdukcios ut

Az ebben a fejezetben talalhaté névekedési gérbék kozil azokon, melyeken egy nyil
talalhaté a nyil a gatiészer alkalmazasanak idépontjat, mig a nukleozid kiegyenlitéses
abrakon az elsé nyil a nukleozid kezelés, mig a masodik nyil a gatlészernek tenyészethez
adasanak idopontjat jelzi. A tablazatokban a ,Minta megnevezése® oszlopban a szamok a
stressz behatasanak idopillanata 6ta eltelt id6t jelentik percben. Ahol masképpen nem
jeloljuk, a tablazatokban és az abrakon a ,relativ’ sz6 a kezeletlen kontrollhoz valé
viszonyitast jelenti. Az abrakon a hibasavok a standard hibat mutatjak.

Amint azt mar a bevezetd részben emlitettilk, |ényegesnek tartottuk megismerni, hogy
milyen belsé jel atalakitasi mechanizmusok vezetnek a ® —fiiggd stressz-fehérjék génjeinek
expresszidjanak indukalasahoz. Ezek kozil kerestik a ,kdzvetlen® jelmolekulat, amely
hianyaban az RsbW nem disszociél le a o®-rél. A bevezetd részben emlitettik, hogy a o
aktivitasat szabalyoz6 fehérje-rendszer felépitése a o®-t szabalyozé downstream-modulhoz
hasonlé. Mivel a of —fuggd gének expresszidjat elsddlegesen az intracellularis ATP-
koncentracidéban bekévetkez6 drop indukalja, logikus volt feltételezni, hogy ez hatassal lehet
a o® -fliggé gének indukciojara is, illetve nem zarhaté ki, hogy esetleg az ATP-drop legyen a
kozvetlen szignal. Munkank soran elészér ennek a hipotézisnek a helyességét vizsgaltuk
meg.
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411 Az ATP-drop jel szerepe a ¢®—fiiggé gének indukcidjaban

4.1.1.1 Szétkapcsold szer alkalmazasa

A kisérletekhez olyan 2,4-dinitrofenol-koncentraciét hasznaltunk, melyet a sejtek még
tulélnek, de novekedési gorbéjuket mar (negativan) befolyasolja, tehat hatékonyan csoékkenti
az ATP-poolt. Mint az 5. abran lathaté, a 150 pM-os koncentraci6 megfelelt ezen
kévetelményeknek, ezenkivul (mivel a 2,4-DNP-t etanolban oldottuk) fele mennyiségt etanol
kerUlt a kultiraba, mint az azonos térzsoldatbél készitett 300 uM végkoncentraciéju 2,4-DNP

kisérlet esetén, igy az olddszer kevésbé befolyasolta a kisérleteket.

5. abra
A 2,4-DNP hatasa a B. subtilis nbvekedésére
10 =
2,4-DNP
L & 791“ :f:’
3 b /‘. sasatit —+— Kontroll
) 4 w150 mM
g o ./ R
DI 01 T T T T T T T
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id6 (perc)

A 2,4-dinitrofenol a sigB és gsiB gének hatékony induktoranak bizonyult (1. tablazat) és
monofazisos, gyors (3 perces maximummal) indukciét okozott. Az adatok grafikus
abrazolasa a 6. és a 7. abran lathatd. Az oldészerkontrollal (0,15 % etanol) nem sikerult sem

a sigB sem pedig a gsiB esetében megndvekedett génexpressziot kimutatnunk.

A fenti eredményeket az EMAU (Greifswald, Németorszag), Institut fur Mikro- und
Molekularbiologie rendelkezésére bocsatottuk, ezek részben kézlésre kertltek (Maul et al.,
1995).

Az mRNS-analizishez a mintavételkor Luciferaz assay-hez is tortént mintavétel. A 2,4-
DNP esetben a Luciferaz assay-t Bjorn Maul végezte. Mérései igazoltak, hogy a 2,4-DNP
stressz alkalmazasa utan 3 perccel a sejtek ATP koncentraciéja 85 % -a a kezeletlen
kontrollénak (Maul et al., 1995).
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1. tablazat

A 2,4-DNP hatésa a sigB és gsiB génekrél atirédott mRNS mennyiségére

RELATIV mRNS MENNYISEG
MINTA sigB gsiB
kontroll 1,0 1,0
3 min. 16,1 90,6
6 min. 53 87,2
9 min. 1,3 67,0
12 min. 1,8 54,7
15 min. 1,4 22,9
20 min. 0,6 1.1

A kisérletekben az 1S58 torzset hasznaltuk.

6. abra

A sigB-mRNS relativ mennyisége 2,4-DNP kezelés utan
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4.1.2 A GTP-drop jel szerepe a o —fligqd gének indukcidjaban

Mivel a GMP bioszintézisében szerepet jatszé guanilsav-szintetaz enzim mikédéséhez
ATP-t igényel nem volt kizarhatd, hogy esetleg az ATP-drop hatasara bekévetkezé6 GTP-
drop indukalé hatasat észleltik a 2,4-DNP kisérletek soran. Ezt a hatast az alabb
ismertetendd kisérletsorozattal igyekeztink mérni. A GTP-pool csokkentésére iranyuld
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kisérleteknél hangstlyoznunk kell, hogy elsédleges célunk a GTP-drop altal okozott indukcié

kizarasa vagy valészin(isitése volt.

7. abra

A gsiB-mRNS relativ mennyisége 2,4-DNP kezelés utan
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4.1.2.1 Mikofenolsav (MPS) - kezelés

A mikofenolsav egy antibiotikum, mely csokkenti a GMP, GDP és GTP sejtbeli
koncentraciéjat (Wu and Scrimgeaur, 1973).

A mikofenolsav hatasat a szakirodalombél szarmazé adatok szerint két kilénbdzd
koncentracio-értéknél vizsgaltuk, és a 8. abra alapjan a kisebb koncentracio-értéket (0,045
ug / ml) valasztottuk a tovabbi kisérletekhez, ilyen médon csdkkentve az oldbszerként

hasznalt etanol befolyasat.

A kisérleteket (a of-kisérletekkel valé osszehasonlithatosag miatt) az 1S58 térzzsel
végeztik el. Az eredményeket a 2. sz. tablazat tartalmazza. A mért indukciés adatok szerint
a sigB és a gsiB rendkivil kismértéki (a szignifikancia hatarait surolé), tébbfazisos indukciés
profilt mutatott. A mérési eredmények szérasa némely idépontban olyan nagy volt, hogy
(figyelembe véve a standard devianciara vonatkozé kritériumot) lehetetlen volt megbizhaté
adattal szolgalni. Minden ilyen esetben a ,nincs adat” kifejezés szerepel a tablazatban. A 18
és 25 perces (egyébként szokatlan) mintavételi idépontok is a nagyfoku széras miatt keriitek

a kisérletbe bevonasra.
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8. abra

Névekedés mikofenolsavval
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2. tablazat
A sigB és gsiB mRNS mennyisége MPS-kezelés utan
MINTA RELATIV mRNS MENNYISEG
sigB gsiB

kontroll 1,0 1,0
3 min. 0,6 5,2
6 min. 3,6 43
9 min. 21 3,3
12 min. 2,6 nincs adat
15 min. 3.1 6,1
18 min. nincs adat 7,6
20 min. 3,5 2,9
25 min. 1,1 43
30 min. 1,0 nincs adat

Az eredmények grafikus abrazolasa a 9. abran (sigB) és a 10. abran (gsiB) talalhaté.

Az mRNS-analizishez a mintavételkor Luciferaz assay-hez is tortént mintavétel. Az MPS
esetben a Luciferaz assay-t Bjorn Maul végezte. Mérései szerint a sejtek ATP-koncentracija
a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva 55 %-ra csokkent a kezelést kévetd 20. percben. A
csokkenés az AMP bioszintézisben résztvevo adenilo-szukcinat szintetaz (mely aktivitasahoz

GTP-t igényel) indirekt gatlasaval magyarazhaté.
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9. abra

A sigB mRNS relativ mennyisége MPS-kezelés utan
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10. abra

A gsiB mRNS relativ mennyisége MPS kezelés utan
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4.1.2.2 Nukleozid-kiegyenlitési kisérletek

Az adenozint a Bacillus subtilis felvétel utan képes AMP-n keresztil —megfeleld
mennyiségl rendelkezésre all6 energia esetén- ATP-vé alakitani. A kisérlet soran
alkalmazott mikofenolsav koncentracié6 megegyezett az elézéekben alkalmazottal (0,045 pg /
ml). Az adenozint 1,2 mM-os végkoncentraciéban (szamitasaink szerint b6 feleslegben)
alkalmaztuk. Mint a 11. abran lathaté, az MPS jelen esetben nem befolyasolta a baktérium-
kultira névekedését. Szignifikans expressziét sem a sigB sem pedig a gsiB esetében nem
tapasztaltunk. A kisérleteket az 1S58-as torzzsel végeztik.
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11. abra

Névekedés adenozin + MPS-kezelés utan
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A Bacillus subtilis a felvett guanozint GMP-n keresztil GTP-vé képes alakitani. A
kisérletekben alkalmazott MPS koncentraciéja (az el6zéekkel egyezéen) 0,045 pg / ml volt. A
guanozint (az adenozinnal egyezden) 1,2 mM-os koncentraciéban alkalmaztuk. Mint a
névekedési gérbén latszik (12. abra) a kisérlet soran nem j6tt létre (az MPS hatasara
jellemzé) stacionaris fazis. A guanozinnal ellensilyozott MPS hatas utan nem mutathaté ki a
sigB és a gsiB mRNS-einek mennyiségében szignifikans valtozas a kontrollhoz képest. A
kisérleteket az 1IS58-as torzzsel végeztik.

12. abra
Névekedés MPS+guanozin-kezelés utan
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4.1.2.3 Decoyinin-kezelés

Mivel a mikofenolsavas kisérletek nem szolgaltak egyértelm(i valasszal arra a kérdésre,
hogy a GTP-pool csékkentése a c®-regulon aktivalasahoz vezet-e, szilkségesnek lattuk egy
Ujabb gatlészer, a decoyinin alkalmazasat. A decoyinin a GMP-szintetaz gatlasa révén a
sejtbeli GMP, GDP és GTP koncentraciét csokkenti. A gatlészert 1 ng /
végkoncentracioban alkalmaztuk, KOH-ban oldva. A 13. abran lathaté novekedési gorbe
szerint a baktérium a kezelést kévetden stacionaris fazisba lépett.

13. abra

Novekedés decoyinin-kezelés utan
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A kezelés eredményeképpen a gsiB mRNS relativ mennyisége kdzepesen megné, mig
a sigB mRNS indukcidja igen alacsony foku (3. tablazat).

3. tablazat

A sigB és gsiB mRNS mennyisége decoyinin-kezelés utan

RELATIV mRNS MENNYISEG
MINTA sigB gsiB
kontroll 1,0 1,0
3 min. 0,7 3,0
6 min. 1,3 6,1
9 min. 47 14,7
12 min. 3,1 13,3
15 min. 33 13,1
20 min. 4,1 15,7

Az eredmények grafikus abrazolasa a 14. abran (sigB) és a 15. abran (gsiB) talalhaté.
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14. abra

A sigB mRNS relativ mennyisége decoyinin-kezelés utan
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15.abra
A gsiB mRNS relativ mennyisége decoyinin-kezelés utan
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4.1.2.4 Decoyinin-kezelés guanozin kiegyenlitéssel

A koévetkez6 kisérletekben a decoyinint az el6zéekben alkalmazott végkoncentraciéban
(1 ng / pl) mértik be. A guanozint 1,2 mM-os végkoncentracidban alkalmaztuk. A kezelést
kévetéen a decoyininre jellemzo stacionaris fazisba lépést nem lehetett megfigyelni (16.

abra).




A sigB gén nem indukalddott. A gsiB gén a legtébb idépontban vett minta esetében szintén
nem indukalédott, viszont megjegyzendd, hogy a 20 perces mintanal rendkivill alacsony
(5,9-szeres) indukcié volt mérhet6.

16. abra
Névekedés guanozinnal ellensulyozott decoyinin-kezelés utan
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4.1.2.5 2,4-dinitrofenol kezelés guanozin kiegyenlitéssel

A 2,4-DNP-t az elézbekben alkalmazott 150 pM-os koncentraciéban alkalmaztuk. A
guanozin koncentraciéja megegyezett az el6zéekben alkalmazott 1,2 mM-os
koncentracioval. Bar a 2,4-dinitrofenol az exponencialis fazisi baktérium névekedését nem
befolyasolta, a kezelés er6sen megndvekedett sigB és kdzepesen erésen megndvekedett
gsiB mRNS mennyiséghez vezetett a kontrollhoz viszonyitva (4. tablazat). A kisérleteket az
IS58 torzzsel végeztik el. Az eredmények grafikus abrazolasa (a 6. illetve a 7. abran
alkalmazott skalaval megegyez6 skalan) a 17. (sigB) és a 18. (gsiB) abran lathaté.

4, tablazat
A sigB és gsiB mRNS relativ mennyisége 2,4-DNP + guanozin- kezelés utan
mRNS RELATIV MENNYISEGE
MINTA sigB gsiB
kontroll 1,0 1,0
3 min. 11,3 41
6 min. 8,3 18,9
9 min. 3,0 16,0
12 min. 1.6 49
15 min. 1,0 2,2
20 min. 53 25
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17. abra

A sigB mRNS relativ mennyisége 2,4-DNP + guanozin-kezelés utéan
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18. abra
A gsiB mRNS relativ mennyisége 2,4-DNP + guanozin-kezelés utén
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4.1.3 lonofor- (kivéve protonofor) kisérletek

A valinomicin ionofor, mely K* ionokat szallit a sejt kérnyezetébdl a sejtbe. A kisérletek
Maul mddositotta, és kdszonettel rendelkezésiinkre bocsatotta (14,4 uM végkoncentracio,
acetonban oldva). A kisérleteket az 1S58 torzzsel végeztiik el. A kezelést kbvetden az
exponencialis fazis sejtek névekedése jelentdsen lelassult, majd a sejtek stacionaris fazisba
Iéptek (19. abra).
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19. abra

Noévekedés valinomicin-kezelés utan
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5. tablazat
A sigB mRNS relativ mennyisége valinomicin-kezelés utan
MINTA | sigB mRNS
kontroll 1,0
3 min. 21,5
6 min. 26,9
9 min. 26,6
12 min. 20,4
15 min. 13,3
20 min. 10,4
20. abra
A sigB mRNS relativ mennyisége valinomicin-kezelés utan
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21. abra

Tipikus slot-blot eredmény: a gsiB gén indukciéja valinomicin-kezelést kévetéen

Valinonycin 4773,
Vaed '

Tk
EERRE

A sigB (5. tablazat) és gsiB (21. abra) gének indukcidja rendkivil erds volt. Az
eredmények grafikus abrazolasa a 20. (sigB) abran lathat6. Sajnalatos médon, a nagyon
gyenge kontroll-értékek miatt pontos gsiB adatokkal nem tudunk szolgalni, de a 21. abra
tanusaga szerint az mRNS relativ mennyiségének a ndévekedése tébb mint 100-szoros (a
kontroll hibridizaciés csikja a kevés gsiB mRNS-tartalma miatt a 21. abran nem lathaté).

4.1.4 Puromicin - kisérletek

Az E. coli hésokk-valasza esetén ismert, hogy konformacio-karosodott fehérjék is
indukalhatnak stresszvalaszt (Bukau, 1993). Mivel az ATP szikséges a nativ koncformacio
fenntartasahoz, illetve a GTP a transzlacibhoz, és mindkét nukleotid pooljanak a
csokkentése a o® regulon indukcitjahoz vezetett, sziikségesnek tartottuk az un- és misfolded

fehérjéknek a o® regulonra gyakorolt hatasat vizsgalni.

A kisérletekhez a puromicin nevii antibiotikumot hasznaltuk, mely alkalmas az un- és
misfolded fehérjék mennyiségének megndvelésére,

A puromicin-kezelés eredményeképpen az exponencialis ndvekedésii sejtek azonnal
stacionaris fazisba léptek, s6t szamuk a kezelést kévetd 30. perc utan drasztikusan elkezdett
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csokkenni (22. abra). A kezelést kovetéen a sigB kdzepesen, a gsiB pedig erdsen
indukalédott (6. tablazat).

A baktériumok névekedése puromicin-stressz alatt

log 0D,
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14
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b
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0

50 100 150 200 250 300

idd (perc)

22. abra

Mivel a kezelést kévetéen az energia-szolgaltatashoz szilkséges enzimek is karosodhattak,
fontos volt az ATP-poolra gyakorolt hatas vizsgalata is. A kezelést kévetéen a sejt ATP-
poolja drasztikusan lecsokkent (6. tablazat). Az eredmények grafikus abrazolasa a 23.
abran lathato. A kisérleteket az 1S58-as térzzsel végeztiik el.

6. tablazat
A sigB és gsiB mRNS, illetve az ATP relativ mennyisége puromicin-kezelés utan
AZ mRNS RELATIV MENNYISEGE RELATIV ATP
sigB gsiB MENNYISEG (%)

Kontroll 1,0 1,0 100

3 min. 3,7 50 44

6 min. 2,2 5,8 n.a.

9 min. 21 6,1 n.a.

15 min. 4,0 14,3 62

20 min. 59 21,5 n.a.

30 min. 7.8 57,6 103

60 min. 3,9 54,7 n.a.
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23. abra
A sigB és gsiB mRNS és az ATP rel. mennyisége puromicin-kezelés utan
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Az abran a teli vonal a gsiB, mig az Ures vonal a sigB mRNS relativ mennyiségét jel6li.
Haromszoggel az ATP relativ mennyiségét jeldltuk.

415 A cB-regulon savstresszben jatszott szerepe

Mivel a 2,4-DNP kezelést kdévetben tapasztalt erés indukciéhoz az intracellularis savasodas
is hozzajarulhatott, ezért sziikségesnek tartottuk az alabb leirt kisérletek elvégzését.

4.1.5.1 A savstressz hatasa a baktériumok névekedésére

A novekedési gorbék felvételénél a pH = 7,5 — 6,5 tartomanyban MOPS-pufferolt, a pH = 6,0
és ennél savasabb értékeknél Nascitrat/citromsav pufferolt minimaimédiumot hasznaltunk. A
kétféle puffer ndvekedésre gyakorolt hatasat pH = 6,5 értéknél vizsgaltuk. és szignifikans
kilonbséget nem tapasztaltunk.

A novekedési gorbék a 24. abran (pH = 7,5 ~ 6,0) illetve a 25. abran (pH = 5,5 — 4,0)
lathatok. Ezekhez a kisérletekhez az 1S58-as torzset hasznaltuk, mivel egyben
meghataroztuk azt a pH-értéket, ahol a transzkripci6-analizist érdemes elvégezni.

Mint a 24. abran és 25. abran lathato, a B. subtilis ndvekedése pH = 6,0 értéken mar

szignifikansan lassabb, mint a szamara optimalis pH = 7,5-en. pH = 4,5-en és ez alatt a
baktérium nem képes ndvekedni. Hasonlé eredményeket kaptunk a B. subtilis 168-as
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térzsével is, azzal a kildnbséggel, hogy ez a térzs pH = 4,5-en még nagyon lassan, de
névekedett.

24. abra
A Bacillus subtilis névekedése 7,5 — 6,0 pH tartoméanyban
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25. abra
A Bacillus subtilis névekedése 5,5 — 4,0 pH tartoményban
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A kovetkezokben a vad tipust 168-as és a sigB deléciés ML6 térzs generaciés idejét
hasonlitottuk 6ssze a pH = 7,5 — 4,5 tartomanyban (26. abra). Az abran a generaciés idoket
a ML6-os torzs adott pontnal mért generacios idejének az adott pontnal mért 168-as térzs
generaciés idejéhez viszonyitottuk, és az adott torzs generaciés idejét ennek a
viszonyszamnak a %-aban fejeztiik ki. igy tehat a 100 % vonal alatti értékeknél az ML6 toérzs,
mig a vonal feletti értékeknél a 168-as térzs rendelkezett révidebb generacids idével, tehat
gyorsabb novekedéssel. 100 % értéknél a két toérzs generacios ideje azonos volt.
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26. abra

A Bacillus subtilis 168 és ML6 térzsek relativ generacios ideje savstressz esetén
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Az abran csak a pH = 7,5; 5,5 és 4,5

értékeket abrazoltuk. Az abrak folétti nyil jel6li a

logaritmikus és stacionaris fazisokat. A pH = 4,5 értéken a rendkivil hosszu generaciés idd

miatt a két fazist nem lehetett elkiléniteni. pH 5,5 értéknél a 168-as térzs gyorsabban

adaptalédott a savas pH-hoz a logaritmikus névekedés elétt. A korai stacionaris fazisban pH

5,5-nél a 168-as torzs gyorsabban nétt

. Erdekes médon a késéi logaritmikus fazisban a

mutans ML6 rendelkezett révidebb generaciés idével. A pH 5,5-nél a korai stacionaris

fazisban mért, a o® jelenlétének tulajdon

ithaté protektiv hatashoz hasonlét tapasztaltunk pH
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6,0 és pH 5,0 értékeknél is. A 7,5 és 4,5 pH-értékeken vald ndvekedésben nem
tapasztaltunk a két térzs kézétt szignifikans eltéréseket, kivéve, hogy a pH = 4,5 értéknél a
logaritmikus fazis elétt a 168-as torzs joval révidebb generacids idével rendelkezett. A
kisérleteket 9-szer végeztik el. A standard deviancia mértékét a hibasavok jelzik.

4.1.5.2 Az extracelluléris pH csokkentésének hatasa a oP-fiiggé génexpressziora

Ahhoz azonban, hogy biztonsaggal allithassuk, hogy a fenti védettséget nyGjto hatas a o®
regulonnak volt készénhetd, szikségesnek lattuk a regulon savstressz alatti transzkripcio-
analizisének elvégzését. A transzkripcié-analizishez az els6é olyan pH-értéket valasztottuk,
amelynél az optimalis pH = 7,5 értéken mért novekedéshez képest szignifikans eltérés
tapasztalhaté. Ez a pH = 6,0 volt. A kisérletekben bipufferolt médiumot hasznaltunk, és (az
anyagok, médszerek részben leirtak szerint) a mid-logaritmikus fazisa baktériumok taptalajat
HCl-al pH = 6,0 + 0,05 értékre titraltuk. A kisérlet eredményét a 7. tablazat tartaimazza.

7. tablazat
A sigB és gsiB mRNS relativ mennyisége savstressz utan

MINTA AZ mRNS RELATIV MENNYISEGE
sigB gsiB
Kontroll 1,0 1,0
3 min. 3.4 1,9
6 min. 3.1 3,0
9 min. 53 19,9
15 min. 7,3 51,2
20 min. 4.8 447

Az eredmények grafikus abrazolasa a 27. abran (sigB) és a 28. abran (gsiB) lathaté.

Mint az eredményekbdl lathatd, a sigB kézepesen, mig a gsiB igen erésen indukalédott sav-
stressz hatasara.
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27. abra
A sigB gén indukcibja savstressz utan
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28. abra
A gsiB gén indukcibja savstressz utén
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mRNS relativ mennyisége

4.1.6 A lugstressz hatasa a cb regulon génjeinek expressziéjara

Stresszorként 0,8 % ( v/v) KOH-ot alkalmaztunk (az anyagok, madszerek részben leirtaknak
megfeleléen). Sem a sigB sem pedig a gsiB esetében nem sikerllt szignifikans indukciot
kimutatnunk (a sigB esetén 1,5-sz6ros illetve a gsiB-nél 4,4-szeres maximum nem szamit
szignifikans indukcionak, Osszehasonlitva mas stresszekével. Az eredmények grafikus
abrazolasa a 29. abran lathaté.
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Mivel a KOH az extracellularis pH lugositasa révén a PMF-et gyengiti, szilkkséges volt a KOH
ATP-poolra gyakorolt hatasanak mérése. A kisérlet soran a KOH alkalmazasat kévetéen az
ATP-pool értéke 9 perccel a stressz utan 70,5 + 5 % volt, ami a 20. percre kismértéku

recovery-t mutatott (80,6 + 5 %). Az eredmények grafikus abrazolasa a 29. abran lathato.

29. abra

A sigB és gsiB gének expressziéjanak és a sejt ATP-pooljanak alakulasa KOH-kezelés utan
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Az abran a teli oszlopok a gsiB, az Ures oszlopok pedig a sigB mRNS relativ mennyiségét
jelélik. Az ATP-pool alakulasat haromszogekkel jeléltik. A kisérlet soran az 1S58 torzset

hasznaltuk.

Megjegyzendd, hogy oldoszerkontrollként elvégeztik a 0,4 % ( v/v) KOH-os elbéadaptacié
utani 0,8 % ( v/v) KOH-stresszt, és szignifikans indukciot ekkor sem tapasztaltunk.

4.1.7 Oldoszer-kontrollok

4.1.7.1 Etanol kisérletek

A 0,15 % ( v/v) végkoncentracidban bemeért etanol nem indukalta sem a sigB sem pedig a
gsiB gént. A 0,235 % ( v/v) végkoncentracibban bemért etanol a ndvekedést nem
befolyasolta, a sigB gént nem, a gsiB gént viszont alacsony szinten indukalta (8. tablazat). A

kisérleteket az 1S58 térzzsel végeztik el.
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Tekintettel arra, hogy ezek az eredmények nem befolyasoltak koézvetlentl munkank

célkitizéseit (csupan oldoszer-kontrollként szerepeltek), grafikus abrazolasuktdl eltekintiink.

A kisérletekben az 1S58 térzset hasznaltuk.

0,235 % etanol hatasa a sigB és a gsiB gén indukcidjara

8. tablazat

MINTA AZ mRNS RELATIV MENNYISEGE
sigB gsiB
Kontroll 1 1
3 min. 24 7
6 min. 1,6 10,8
9 min. 1,2 8,7
12 min. 0,7 n.a.
15 min. 1,4 9,2
18 min. n.a. 51
20 min. 1,5 11,9
25 min. 1,1 8,5

A 0,235 % ( v/v) etanol + 0,8% ( v/v) KOH egyuttes hatasara a gsiB kézepesen indukalédott,

mig szignifikans sigB indukciét nem tapasztaltunk (9. tablazat).

9. tablazat

Az etanol + KOH-kezelések hatasa a sigB és gsiB gének expressziojara

Minta mRNS relativ mennyisége 0,235 % | mRNS relativ mennyisége 0,47 %

etanol + 0,8 % KOH kezelés utan etanol + 0,8 % KOH kezelés utan
sigB gsiB sigB gsiB

Kontroll 1,0 1,0 1,0 1,0
6 min. n.a. n.a. 3,3 48,8
9 min. 1,3 21,7 n.a. n.a.
12 min. n.a. n.a. n.a. 324
15 min. n.a. n.a. 1,0 29,3
20 min. 1.4 54 n.a. n.a.
25 min. n.a. 1,2 n.a. n.a.
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A 0,47 % ( viv) etanol + 0,8 % ( viv) KOH kezelés hatasara er6sen megnévekedett gsiB
mRNS mennyiséget és nagyon alacsony szintli, a szignifikancia hatarait surolé sigB
indukcioét mértiink (9. tablazat).

A kisérletekben az 1S58 térzset hasznaltuk.

4.1.7.2 Aceton-kisérletek

aceton-stressz utan sem a sigB sem pedig a gsiB gén esetében nem sikerilt szignifikans
indukciét megfigyelniink.

4.2 Modszerfejlesztés: Az ATP és GTP pool analizise stresszhatasok utan

Bar az ATP-poolt Luciferase assay-el megbizhatéan tudtuk vizsgalni, a modszer
természetesen nem volt alkalmas a GTP-koncentracié-valtozasok nyomon kévetésére. A
GTP-pool és az ATP-pool egyuttes detektalasara a HPLC-t valasztottuk teszt-médszerdl,
bizva abban, hogy a maddszer altal lehetévé tett standardizalt kéralmények koézott
megbizhatéak a mérések. Gondot jelentett, hogy a Luciferase assay-nél hasznalt feltaro
oldatbdl ki kellett hagynunk az EDTA-t, mivel karositotta volna az oszlopot. Ennek alapjan a
kdvetkezo feltarast alkalmaztuk: 120 ul 510 mM TCA oldathoz 100 pl kultirat adtunk ODssp =
1,0 mennyiségben, majd a nukleotidokat 15 percig jégen extrahaltuk. Az extrakciét 100 pl
mintanak 900 pl pirogén-mentes, steril (Ph. Eur.) vizben tértént higitasaval allitottuk le. A
mintakat a mérésekig -20 °C-on taroltuk. Ezzel a feltarassal sajnos nem sikerllt detektalhato
csucsokat kapnunk.

Ezutan mddositottuk a feltaré procedurat az alabbiak szerint: A mintakhoz 1/3 vol. 2 M
jéghideg TCA oldatot adtunk. A sejteket lecentrifugaltuk (13.000 g, 4 °C, 3 perc). A felliliszo
0,8 vol.-ét leszivtuk, és a sejteket a fennmaradt 0,2 vol. oldatban reszuszpendaltuk. Ezutan a
sejteket 20 percre —80 °C-ra helyeztik. Ezt kévetéen a baktériumokat felengedtik
szobah6mérsékleten, majd megismételtik a fagyasztast. Eztan a sejteket felengedtiik
szobahdmérsékleten és lecentrifugaltuk (13.000 g, 4 °C, 10 perc). A feliluszét azonnal
felhasznaltuk a HPLC-s mérésekre, vagy maximum 1-2 napig —20 °C-on taroltuk. A 30. abra
egy ilyen feltaras utani tipikus HPLC-elvalasztas kromatogramjat mutatja.
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30. abra
Nukleotidok HPLC-s analizise

Absorbance (254 nm)

Time (min)

A fenti kromatogram alapjan megallapithaté, hogy az adenozin- és guanozin di- és
trifoszfatok detektalhaté csucsot adtak, tehat a sejtfeltaras sikeres volt. A cslcsok
azonositasanal a (standard-nukleotidok esetében kimért) retenciés idékdon kivil

ami altal az egyszer mar adott terlletlinek megmért csics alatti terilet megnévekedett. A
nukleozid-monofoszfatok a TCA-csucs vallaiként jelentkeznek. A moédszer HPLC-s
elvalasztasi részét ellenériztik nukleotid-keverékekkel is, mely ellenérzés megerositette
eredményeinket.

4.3 A Bacillus subtilis sejtfelszini stresszvalasza

4.3.1 A B. subtilis sejtek felszini hidrofilicitasanak vizsgalata stresszhatasok alatt

4.3.1.1 A sejtfelszini hidrofilicitas véltozasa a névekedés soran

Elséként stressz-mentes B. subtilis sejtek felszini hidrofilicitasat hataroztuk meg a kulénb6z6
névekedési fazisokban. A meghatarozasokat az anyagok eszkdzok részben ismertetett
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hexadekan-extrakcios médszerrel végeztik ebben és valamennyi ezt kévetd kisérletekben
egyarant. Az eredmények a 31. sz. abran lathatok.

31. abra
A sejtfelszini hidrofilicitas alakulasa a névekedés soran
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A kisérleteket az 1056 térzzsel végeztik el. Mint az abran lathato, a lag periédusban, illetve
a korai és késoéi stacionaris fazisban hidrofilebb a sejtek felszine, mig az exponencialis
fazisban a sejtek hidrofilicitasa csokken. Mivel a lag peribdus és a stacionaris fazis
adaptaciéos fazisokként ismertek, melyek esetében a sejt ki van téve kulénbdzd
stresszhatasoknak (pl. megvaltozott vagy hianyzé C-, N-, P- és energia forras, pH valtozas,
stb.). nem volt kizarhatd, hogy ezek a stresszhatasok kézil egy vagy tobb okozta az ezen
fazisokban tapasztalt hidrofilicitas-novekedést. Ezért a tovabbiakban szikségesnek lattuk
néhany egyedi stresszhatasnak a sejtfelszini hidrofilicitasra gyakorolt befolyasanak mérését.
Ezek az alabbiak voltak:

4.3.1.2 Az oxigén limitacio hatasa a sejtfelszini hidrofilicitasra

A B. subtilis obligat aerob mikroorganizmus, mely szamara eroteljes stresszhatasként
jelentkezik az oxigén parcialis nyomasanak csotkkenése. A stresszhatast a tenyészet
razatasanak leallitasaval értiik el. A baktériumok sejtfelszini hidrofilicitasa csupan igen enyhe
(a szignifikancia hataran 1évd) ndvekedést mutatott (10. tablazat). Az eredmények grafikus
abrazolasa a 32. abran lathato.
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10. tablazat
Az O, limitacié hatasa a B. subltilis sejtfelszini hidrofilicitasara

MINTA MEGNEVEZESE |REL. HIDROFILICITAS (KONTROLL %-A)
Kontroll 100

3 min. 99,2

6 min. 111,9

10 min. 116,4

15 min. 113,5

20 min. 109,3

Megjegyzendd, hogy a sejtek a novekedési gérbe tanusaga szerint (33. abra) reagaltak a
stresszhatasra.

32. abra
A sejtfelszini hidrofilicitas valtozasa Oz-stressz esetén
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A 32. abran az érték-tengely skalaja a tapasztalt legnagyobb mértékii névekedés skalajanak
megfelel6 értékre van allitva. A kisérleteket az 1056 torzzsel végeztik el.

33. abra
Az oxigén-stressz hatédsa a B. subtilis névekedésére
10, Oxigén - limitaci6
|

3 14 v —* )
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4.3.1.3 Hésokk hatasa a B. subtilis sejtfelszini hidrofilicitasara

A baktériumok sejtfelszini hidrofilicitdsanak valtozasa nagyobb mértéki novekedést mutatott

(11. tablazat), mint O, limitacié esetén, bar a valtozasok igy is viszonylag (a késdbbiekben

leirandé sostresszhez képest) kismértékiiek. Az eredmények grafikus abrazolasa a 34.

abran lathat6. A hésokk alkalmazasa utani 10. és 15. perc k6ézétt a hidrofilicitas névekedett,

majd a kontroll szint ala csékkent. 30 perccel a kezelés utan a hidrofilicitas elérte a kontroll

értéket. Ez a kinetika jellemzd a hdsokk-valaszra: atmeneti tullévés utan” (esetiinkben a

kontroll szint ala cstkkenés) akklimatizalédik a sejt az Uj hémérséklethez (eléri a kontroll
hidrofilicitasat). (Schmidt, 1992, Wetzstein, 1992).

11. tablazat

A hiésokk hatasa a B. subtilis sejtfelszini hidrofilicitasara

MINTA MEGNEVEZESE |REL. HIDROFILICITAS (KONTROLL %-A)
Kontroll 100

6 min. 129,4

15 min. 116,3

20 min. 82,8

30 min. 99,6

A sejtfelszini hidrofilicitas valtozésa hésokk esetén

250
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34. abra

A 34. abran az érték-tengely skalaja a tapasztalt legnagyobb mérték(i névekedés skalajanak

megfeleld értékre van allitva.

A kisérleteket az 1056 torzzsel végeztiik el.
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4.3.1.4 Sostressz

A sostresszt az anyagok és mddszerekben leirtaknak megfeleléen alkalmaztuk. A kezelés
hatasara igen nagymértékben és tartdésan megnévekedett a sejtek felszini hidrofilicitasa (12.
tablazat).

12. tablazat
A sostressz hatasa a B. subtilis sejtfelszini hidrofilicitasara

MINTA MEGNEVEZESE |REL. HIDROFILICITAS (KONTROLL %-A)

Kontroll 100

6 min. 90,53
15 min. 197,7
20 min. 2191
30 min. 217,3

Megjegyzend6, hogy a 6 perces mintanal a sejtek felszine enyhén hidrofébabb lett a
kezeletlen kontrollhoz képest. Az eredmények grafikus abrazolasa a 35. abran lathaté.

35. abra
A sejtfelszini hidrofilicités valtozasa séstressz esetén
s 250
.g 200 ﬁ & ﬁ
S
£ 150
o
B 100
2
s 50
[:7]
m 0 TirTrTrTrrrrrororrqyrrrororrrrrrrrororyrrenr
0 5 10 15 20 25 30
ido (perc)

A kisérleteket az 1056 torzzsel végeztik el.

4.3.1.5 Savstressz

A pH csokkentését 5,0 értékre az anyagok és modszerek részben leirtaknak megfeleléen
végeztik. A savstressz szignifikdns vaitozast a kezeletlen kontroll sejtek felszinének
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hidrofilicitasahoz képest nem okozott. A savstressz kezelés befolyasolta a baktériumok

noévekedését.

4.3.2 A seijtfelszini hidrofilicitas-valtozasok néhany lehetséges bels6 szignalja

4.3.2.1 Ehezési kisérletek

A foszfat-mentes médiumban a baktériumok beszlntették névekedésiket. Amint a 36. abran
egyértelmien latszik, a médium teljes foszfat-hianya a sejtfelszini hidrofilicitas
megnovekedését okozta a kezeletlen kontrollhoz képest, a 45 perces megfigyelési periodus
alatt: a 45 perces kontroll hidrofilicitasa a 28 perces kontrollhoz képest lecsékkent, mig a
stresszelt mintaé valtozatlan maradt. Megjegyzendd, hogy valamennyi minta a 28 perces
kontroll hidrofilicitasanak %-aban lett abrazolva. A kontrollokban és a stresszelt sejtekben az
elsé 30 percben mért megndvekedett hidrofilicitas valdszinlleg a centrifugalas és a
reszuszpendedldas mechanikai stresszhatasanak koészénheté. A foszfat és a C (energia)
limitacional a sejtfelszini  hidrofilicitasnak a foszfat-éhségéhez nagyon hasonlé
megnovekedését lehetett megfigyelni (36. abra). Az adatokat a 13. tablazat tartalmazza. A

kisérletekben az 1056 térzset hasznaltuk.

36. abra
A B. subtilis hidrofilicitasénak véltozasa tapanyag-éheztetésre és limitaciora
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13. tablazat
A tapanyag-éheztetés és limitacidk hatasa a B. subtilis sejtfelszini hidrofilicitasara

MINTA MEGNEVEZESE [REL. HIDROFILICITAS (28 PERCES
KONTROLL %-A)

28 perces kontroll 100

45 perces kontroll 75,9

28 perces P-éhség 101,4

45 perces P-éhség 98,5

28 perces P-limitalt 98,5

45 perces P-limitalt 105,2

28 perces C-limitalt 101,4

45 perces C-limitalt 98,7

4.3.2.2 Mikofenolsavas kezelés

Az MPS kezelést kovetében 20 perccel a sejtfelszini hidrofilicitas kismértékben
megnovekedett (37. abra). Ugyanebben az idépontban jelentés GTP- és ATP drop
kovetkezett be. Harminc perccel a stressz alkalmazasat kévetéen a GTP-drop folytatédott,
viszont az ATP-pool az emelkedés jeleit mutatta (37. abra), mikézben a sejtfelszini
hidrofilicitas igen jelentésen megndvekedett. Ezek az eredmények valészinusitették, hogy a
GTP- és/vagy az ATP-drop az MPS kezelésnél a sejtfelszini hidrofilicitds emelkedését okozé
jelatvivé folyamatnak eleme lehet.

Az eredmények tablazatos formaban a 14. tablazatban talalhatéak.

A 37. abran a hidrofilicitas illetve az ATP és a GTP koncentraciok is a kezeletlen kontroll
megfelelé paramétereinek %-ban kifejezett relativ adatok.

A Kisérletekben az 1056 térzset hasznaltuk.

69



37. abra

A sejitfelszini hidrofilicitas, az ATP- és GTP-poolok valtozasa MPS-kezelés utan
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14. tablazat

A segjtfelszini hidrofilicitas, az ATP- és GTP-poolok véltozasa MPS-kezelés utén

MINTA |[REL. HIDROFILICITAS (%) [REL. ATP-POOL (%) |REL. GTP-POOL (%)
Kontrol {100 100 100

3min. (85,7 123 93

6 min. |100,4 n.a. n.a.

12 min. {105,1 n.a. n.a.

15 min. |n.a. 128 100

20 min. |118,3 31 54

30 min. [194,3 38 42

4.3.2.3 2,4-Dinitrofenol-kezelés

A 24-DNP kezelést kovetéen 3 perccel a sejtfelszini hidrofilicitds kismértékben
megndvekedett (38. abra). Ugyanebben az idépontban kismértéki ATP- és valamivel
nagyobb meértékli GTP-koncentracidemelkedés kovetkezett be. Husz perccel a stressz
alkalmazasat kovetéen a sejtfelszini hidrofilicitas igen magas értéket ért el (38. abra),
mikdzben az ATP koncentracié a kontroll értékével megegyezett, a GTP-koncentracié pedig

125 %-a volt annak. Ezek az eredmények szerint a GTP- és az ATP-drop kozvetien jel
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szerepe a hidrofilicitas névekedésében kizarhaté. Az eredmények tablazatos formaban a 15.

tablazatban talalhatéak.

38. abra

A sejtfelszini hidrofilicitas, az ATP- és GTP-poolok véltozasa 2,4-DNP-kezelés utan
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A fenti abran a hidrofilicitas illetve az ATP és a GTP koncentraciok is a kezeletlen kontroll

megfeleld paramétereinek %-ban kifejezett relativ adatok.

15. tablazat

A sejifelszini hidrofilicitas, az ATP- és GTP-poolok véltozdsa 2,4-DNP-kezelés utan

MINTA [REL. HIDROFILICITAS (%) [REL. ATP-POOL (%) |REL. GTP-POOL (%)
Kontrol |100 100 100
3min. [133,6 n.a n.a
5 min. n.a. 124 144
6 min. 147 .4 n.a n.a.
15 min. [163,3 115 146
20 min. |208,8 103 125
30 min. |n.a. 108 195

A kisérletekben az 1056 torzset hasznaltuk.

4.3.2.4 A DegS/DegU kétkomponensi rendszer szerepe

Tekintettel a sostressz esetén tapasztalt nagymérték(i hidrofilicitas-emelkedésre, illetve

figyelembe véve a DegS/DegU rendszernek (a bevezetd részben emlitett) a séstresszben
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betoltott szerepét, nem zarhattuk ki, hogy ez a kétkomponenst rendszer szerepet jatszhat a
sejtek felszini hidrofilicitasanak sostressz esetén bekdvetkezd nagymeértékli emelkedésében.
A Kkisérletekhez a (szakirodalomban ismert tdébbi DegS/DegU-kisérietekkel vald
6sszehasonlithatésag miatt, (Dartois, 1998)) a 168 térzset, illetve az ebbél eldallitott, degU-
deléciét hordozé QB4487 torzset hasznaltuk. A két térzs izogenetikus, eltekintve a degU-
deléciotol a QB4487 térzsben. Az eredmények grafikus dbrazolasa a 39. sz. abran lathaté.

39. abra
A hidrofilicitas valtozasa NaCl stressz utan az 1056, 168, QB4487 térzsekben
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Az abran kor jeloli az 1056 torzs, teli haromszég a 168 térzs és Ures haromszég a QB4487
térzs hidrofilicitasat. Mint az abran lathatd, az 1056 és 168 térzs hidrofilicitas-valtozasi
kinetikaja kozott csupan csekély kilbnbségek mutatkoznak. Ezzel szemben a QB4487 torzs
esetében a NaCl-stresszre jellemzé hidrofilicitas-névekedés jéval alacsonyabb szintli a vad
tipusu torzseknél mértnél. Az eredményeket tablazatos formaban részben a 12. tablazat
(1056 térzs), részben pedig a 16. tablazat (168 és QB4487 térzs) tartaimazza.

16. tablazat
A sejtfelszini hidrofilicitas-valtozasa a 168 és a QB4487 térzsben sésztressz utan

MINTA |168 REL. HIDROFILICITASA |QB4487 REL. HIDROFILICITASA

kontroll |100 100
6 min. |104 96

15 min. |178 143
20 min. (247 139

30 min. [262 144




4.3.3 A hidrofilicitas-valtozas fizioldgiai szerepe

4.3.3.1 A hidrofilicitas szerepe a tulélésben séstressz esetén

A 168-as és a QB4487-es toérzsek novekedésében nem mutatkozott szignifikans eltérés
sostressz esetén az el6z6 pontban részletezett kisérletben, amikor a razatott tenyészetben
szaporodé sejteket tettink ki NaCl stressznek. Szikségesnek tartottuk azonban
megvizsgalni, hogy miként viselkedik a vad térzs (168) és a degU deléciés mutans (QB4487)
Petri-csésze fellletén kitapadt allapotban. A torzseket (az Anyagok és modszerek részben
leirtaknak megfeleléen) névesztettilk NaCl-ot tartalmazé illetve kontrollként NaCl-ot nem
tartalmazo agarral szilarditott taptalajon. A 24 éras tenyészetnél az élésejtszamot illetve a
sejtek hidrofilicitasat hataroztuk meg. Az eredmények a 40. abran lathatoak.

40. abra
A kitapadt sejtek hidrofilicitasa és élosejtszama
. T
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A fenti, 40. abran a teli oszlopok az élésejtszamot, mig az Ures oszlopok a sejtfelszini
hidrofilicitast abrazoljak, mindkét paramétert a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva.

A 40. abran lathaté eredmények szerint, a 168-as és a QB4487-es torzs esetében a sejtek
kontrollhoz viszonyitott felszini hidrofilicitasanak alakuldsa nem tért el egymastdl. Ezzel
szemben, érdekes médon, a degU deléciét hordozé térzs kb. 7-szer jobban toleraita a NaCl

stresszt.

Az eredményeket tablazatos formaban a 17. sz. tablazat tartaimazza.
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17. tablazat
A 168 és a QB4487 torzs tulélése és hidrofilicitésa szilard taptalajon

MEGNEVEZES 168 | QB4487

Hidrofilicitas (% kontroll) | 97 102

Elésejtszam (% kontroll) | 0,6 4,2

4.3.3.2 A DegS/DegU-rendszer szerepe a sejtek kitapadasaban stressz alatt

A kisérleteket a 168-as és a QB4487-es térzsekkel végeztik el, az Anyagok és modszerek
részben leirtak szerint. A degU deléciés mutans eltéréen viselkedett a kitapadasi
tulajdonsagait tekintve a vad tipusu térzstél: NaCl stressz esetén erésebben tapadt a szilard
hordozéhoz (41. abra). Erdekes, hogy a stresszelt 168-as térzs kozel azonos mértékben volt
jelen az oldatban, mint a kezeletlen kontroll. Ennek lehetséges magyarazatat a diszkusszié
részben adjuk meg.

41. abra
A DegS/DegU rendszer hatasa a sejtek kitapadaséra NaCl stressz alatt
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Az abran a kér a 168-as, mig a négyzet a QB4487-es torzset jeldli. A teli szimbélumok a
kezeletlen kontrollt, az Gires szimbélumok pedig a stresszelt mintakat jel6lik.
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5 Diszkusszié
5.1 A c® regulon aktivaciéjahoz sziikséges kozvetlen jel

Munkank egyik fo célkitiizése volt olyan intracellularis jelet talalni, ami feltétlenil szikséges a
c® regulon indukciéjahoz. A cf-el valé szabalyozasbeli hasonlésagok miatt, illetve mivel a of-
rél ismert volt, hogy az ATP drop az aktivalasanak fé szignalja, elészér az energiastresszt
vizsgaltuk.

Tekintettel arra, hogy munkank jelentds részben az intracellularis ATP-koncentracié
megvaltoztatasara iranyult, fontosnak tartjuk, hogy roviden o6sszefoglaljuk az ATP-
bioszintézisének fobb jellemzéit. Az alabb ismertetend6 rész (kivéve, ahol kiilén hivatkozast
jeloitink) megtalalhaté Harold 1986-os munkajaban. Az ADP foszforildlasa ATP-vé
elsésorban a Mitchell-féle kemiozmotikus elmélet alapjan térténik, mely szerint az oxidativ
folyamatok révén nyert energia egy részét (a szubsztrat-foszforilaciét kivéve) a sejt
elektrokémiai potencialgradiens felépitésére hasznalja. Az elektrokémiai potencialgradiens
(Apy) a sejt belseje felé mutat, és a sejt ezt haromféle médon hasznalhatja fel: energizalhat
transzport-folyamatokat, melyek az elektrokémiai potencialgradiems ellenében mennek
végbe, az intracellularis térbe aramlé H*-ok kdzvetlenll energiat biztositanak a csill-mozgas
szamara (256 db H* sziikséges 1 fordulathoz) (Szab6, 1994), illetve a sejt az F{F, ATP-az
segitségével ATP-t szintetizalhat. Az elektrokémiai potencialgradiens két részbél, az
elektromos- (A¥) és a kémiai potencialgradiensbél épul fel. A kémiai potencialgradiens a H*
ionok eloszlasanak sejten beliili és sejten kivili kilonbségébdl adédik, és a ApH-val azonos
(a sejt kornyezete savasabb). Az elektromos potencialgradienst az elektromos téltések
sejten bellli és sejten kivili eloszlasbeli kilonbsége hozza létre (a sejt belseje negativabb).
A légzési elektrontranszport lancnak ezzel az erével szemben munkat végezve kell a H'
ionokat a sejt kornyezetébe pumpalnia, melyhez az energiat az oxidativ folyamatok
biztositjak. A redox-folyamatokban részt vevé elektron-donor oxidalt és az elektron akceptor
redukalt formajanak redoxpotencialja k6zott kb. 200 mV potencialkilénbségnek kell lennie
ahhoz, hogy —miutan az elektron ezt a ,potencial-volgyet” bejarta- a rendszer 2 H'
kipumpalasa Gtjan egy molekula ATP szintéziséhez elegendd energiat taroljon. Gyakran
hasznalatos terminus technicus a proton motive force (PMF), ami az elektrokémiai
potencialgradiens és a Faraday-allandé hanyadosa. A PMF optimalis fiziolégiai kérilmények
k6zott legnagyobb részben a AW-bdl (90%) éptil fel, ilyenkor a ApH részaranya csupan kb.
10 %.

Szétkapcsold szereknek azon anyagokat nevezzik, melyek —a proton-pumpak révén-
kialakitott proton motive force (PMF) elherdalasa altal lehetetlenné teszik az F,F, ATP-azon
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keresztili ATP-szintézist, tehat amelyek az ATP-szintézis szamara biztositott energiat a
felhasznalo6tol szétvalasztjak.
A kisérletekhez felhasznalt szétkapcsol6 szer a 2,4-dinitrofenol (2,4-DNP) volt, melynek

képletét és hatasmechanizmusat a 42. sz. abra szemlélteti.

42. abra
A 2,4-DNP képlete és hatasmechanizmusa
N Oz H* N 02

Membrane

Low [H"] O;N -—/ \ o}

O2N OH

|

A 2,4-DNP lipid-oldékony anyag lévén koénnyen diffundal a sejtmembranban,
koncentraciégradiense altal megszabott iranyba. Savdisszociacios allandéjatol és a kdzeg
pH-jatol fuggbéen protondlt és deprotonalt allapotban lehet jelen, mely tulajdonsaga és
nagyfokii membran-permeabilitaisa eredményeképpen H'-ionokat szallit elektrokémiai
potencialgradiensiikkel megegyezé iranyba (megfelelé koérulmények esetén a sejt belseje

felé), ily modon a tarolt energiat kisutve.

A 2 4-dinitrofenol igen erds induktornak bizonyult, az ATP-poolt viszont csupan
kismértékben befolyasolta (a kontrollhoz képest 85 %-ra csokkent). Ez az eredmény
valészinlsitette az ATP-drop koézvetlen jel szerepét, azonban (mivel a GMP-szintetaz
mikodése soran ATP-t igényel) nem volt kizarhaté a GTP-drop kézvetlen jel szerepe sem.
Ezért végeztik el az MPS-kisérleteket. (A konnyebb kdvethetéség kedvéért a purin-nukleotid
bioszintézis végsé lépéseit a 44. abran feltintettik). A mikofenolsav (43. abra) egy
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antibiotikum, mely xantozin-monofoszfat analogként gatolvan az IMP-dehidrogenazt és a
GMP-szintetazt, csokkenti a GMP, GDP és GTP sejtbeli koncentracidjat (Wu and
Scrimgeaur, 1973).

43. abra
A mikofenolsav képlete

CHs

H3CO

'COOH

Mivel az adeniloszukcinat-szintetaz miikédéséhez GTP-t igényel, ezért nem volt kizarhato,
hogy az MPS negativan befolyasolja az ATP-poolt is.

Az MPS-kezelés utan B. Maul mérései joval nagyobb mérték(i ATP-koncentracié csdkkenést
mutattak, mint a 2,4-DNP kezelés esetén, ennek ellenére a ® regulon indukcié rendkiviil
alacsony, a szignifikancia hatarait surol6 volt. A novekedési gérbe is tanusitotta, hogy az
MPS-kezelés er6sen hatast gyakorolt a baktériumokra. Ezek az eredmények
valészinlsitették, hogy az ATP-drop kézvetlen jel-szerepe kizarhaté. Tekintettel azonban a
o' -el valé analdgiara, mindenképpen szikséges volt kézvetlen bizonyitékokat szolgaltatni az
ATP-drop ezen feltételezett szerepének kizarasara. Ezért munkankat a nukleozid-
kiegyenlitési kisérletekkel folytattuk. Ezek ismertetése eldtt azonban szikséges a B. subtilis
purin nukieotid salvage pathways felvazolasa (45. abra).
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44, abra

A purin-nukleotid bioszintézis végsé lépései
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45. abra
Purin nukleotid salvage pathways B. subtilis-ben (Nygaard et al., 1997)
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A Bacillus subtilis két, egymastél szeparalt, energia-fliggé transzportrendszer segitségével

képes mind az adenozin, mind pedig a guanozin felvételére (Nygaard et al., 1997). Az
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adenozinbél az adenozin-foszforilaz segitségével a baktérium adenint, majd ebbdl az
adenozin-foszforibozil-transzferaz révén AMP-t allithat elé. Az adenozinbél mas uton, a
deoxicitidin-kinaz kézremiikddésével, kdzvetleniil is keletkezhet AMP.

A guanozinb6l a guanozin-foszforilaz guanint, ebbdl pedig a hipoxanthin-foszforibozil-
transzferaz GMP-t allithat el6.

Az adenin- és guanin nukleotidok egymasba is alakulhatnak: a GMP-b6l a GMP-reduktaz
Imp-t gyarthat, melybdl a purin bioszintézisnél mar ismertetett médon AMP és GMP egyarant
létrejéhet. Az adeninbdl deaminalas utan (adenin-deaminaz) hipoxinthin johet létre, melybdl
a hipoxanthin-foszforibozil-transzferaz készithet IMP-t.

Az MPS hatasa a novekedési gorbe és a o®-regulon expresszios elemzése szerint teljesen
ellensulyozhaté volt adenozin hozzaadasaval. Ebben az esetben az addenozin GMP-vé
alakulasa kizarhaté volt, ugyanis ez csak IMP-n keresztil torténhet, mely enzimeket gatolt a
mikofenolsav. Ez az eredmény énmagaban nem mondott ellent az ATP-drop-hipotézisnek
(s6t inkabb erésithette volna azt), azonban tekintettel a kiegyenlités nélkili MPS-kezelés
soran tapasztalt alacsony szintl o®-fliggé indukciora, nem volt meggy6z6.

Megjegyzendd, hogy a guanozin ellensulyozta az MPS hatasat, ami nem meglepd, hiszen a
sejt igy képessé valt GMP elballitasara. Azonban fel kell hivhunk a figyelmet arra, hogy
ebben az esetben a guanozinnak AMP-vé alakulasanak elvi lehetdsége fennalit.

Az MPS-kisérletek 6sszefoglalasaul megallapithatd, hogy ez a gatiészer nem volt alkalmas
arra, hogy valaszolhassunk arra a kérdésre, hogy az ATP-drop kdézvetlen jelként tekintendd-
e, bar valoszindsithetd volt, hogy az ATP-drop ilyen irAnyu szerepe kizarhato.

A kovetkezokben a decoyinint alkalmaztuk gatiészerként, mely a GMP-szintetazt gatolja. A
decoyinin csokkenti a sejt GTP-készletét, ugyanakkor ATP-dropot nem okoz. Az ATP-drop
hianyanak oka nem ismert. A decoyinin-kezelés utan B. Maul mérései igazoltak, hogy ATP-
drop nem kovetkezett be, ennek ellenére kézepes mértéki gsiB és nagyon alacsony szint(i
sigB indukcioé volt tapasztalhaté. Ezek az eredmények egyértelmien bizonyitottak, hogy az
ATP-drop kozvetlen jel szerepe kizarhat6, hiszen annak hianyaban is mérhetd expresszi6. A
decoyinin kisérlet viszont rairanyitotta figyelminket a GTP-drop lehetséges kézvetlen jel
szerepére. Tovabb erdsitette ezt a hipotézist, hogy guanozinnal a decoyinin hatasa
ellenstlyozhaté volt, tehat a decoyinin hatasa a guanin-nukleotidok hatasara vezethetd
vissza. Megjegyzendd, hogy a guanozinnak AMP-vé alakulasanak elvi lehetdsége fennallt.

A GTP-drop szerepét vizsgalando, megkiséreltik a 2,4-DNP hatasat guanozinnal
ellensilyozni. Bar a 2,4-DNP az exponencidlis fazisi baktérium novekedését nem
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befolyasolta (tehat a guanozin-kezelés az 6nmagaban alkalmazott 2,4-DNP —hez képest
védettséget nyujtott), mégis a kezelés erésen indukalta a sigB és kbzepesen erésen a gsiB
gént. A gsiB indukcidja joval alacsonyabb volt, mint az édnmagaban alkalmazott 2,4-
dinitrofenol esetében, azonban a sigB indukciéja nem mutatott Iényeges eltérést a guanozin-
kiegyenlités nélkilihez képest. Ez a kisérlet valdszinlsitette, hogy a GTP-drop bar
befolyasolia a oP-fuggé indukciét, azonban valészinlleg nem ez a kozvetlen szignal.
Hangsulyozand6é azonban, hogy a GTP-drop o®-fiiggé indukciéban jatszott szerepének

tisztazasara még tovabbi kisérletek sziikségesek.

A GTP- és ATP-esés az Eredmények részben ismertetett médon hozzajarulhat az un- és
fehériék pedig stressz-szignalként szolgalnak az E. coli h6sokk-valaszaban (Bukau, 1993).
Ezt a hatast a puromicin nevi antibiotikummal kivantuk modellezni B. subtilis-ben. A
puromicin a transzlacié elongacios fazisat blokkolja. Hatasa alapjat képezi, hogy tirozil-tRNS
analdg, és képes a riboszomahoz koétédni. A riboszémahoz valé kétédés utan kialakul az
el6z6 aminosavval a peptid-kétés, de a puromicin tébb peptid-kétés kialakitasara mar nem
képes, és konnyen ledisszocial a riboszémarél. A hatas eredményeképpen abnormalis lanc-
terminacod koévetkezik be, ami un- és misfolded fehérjék kialakulasahoz vezet. A kezelés
eredményképpen kézepesen erds sigB és erds gsiB indukcié volt megdfigyelheté. Azonban az
a tény, hogy ugyanakkor —mivel valészinlileg a sejt energizalasat célz6 enzimek is
fehérjék szignal szerepét. Ezek jel-szerepének tisztazasahoz ugyanakkor még tovabbi
kisérletek szikségesek. A oP-regulon indukcidjanak és az ATP-drop kinetikajanak eltéré
volta (23. abra) ismét bizonyitotta azt, hogy az ATP-drop kézvetlen szignal szerepe
kizarhato.

Feltind volt, hogy az eddigiek soran a 2,4-DNP kezelés hatasara kovetkezett be a o®
regulon legnagyobb mérték(i indukciéja. Fontos megjegyezni, hogy a 2,4-DNP hatasara
nemcsak ATP-drop kovetkezett be, hanem -mivel a 2,4-DNP H'-ionokat szallit az
extracellularis térbdl a sejt belsejébe- intracellularis savasodas és a sejt belsejébe iranyul6 +-
toltés transzport is. Ez utébbi effektust kivantuk a valinomicin nevi, K* specifikus ionoforral
vizsgalni. Az inoforok antibiotikum-természet(i anyagok, melyek antibiotikus hatasukat azaltal
fejtik ki, hogy permeabilisabba teszik a sejtmembrant, melynek kévetkezményeként felborul a
sejt ion-egyenstulya, és az ATP-szintézis is karosodhat. Egy specialis ionofor (a protonofor
természetl) 2 4-dinitrofenol stresszfehérje-szintézisre gyakorolt induktiv hatasat az
el6zéekben mar jellemeztik Bacillus subtilis-ben
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Az inoforok egyik fajtaja hidrofil csatornak képzése révén a csatorna atmeéréje altal
megszabott méretl ionok szamara szabad utat biztosit a membranon keresztul (pl.
gramicidinek), mig masok az iont belsé (hidrofil) részikkel kétik és kilsd (hidroféb) burkuk
révén a membranban szabadon diffundalva a facilitalt diffuzié elve alapjan szallitjak.
Mindkétféle transzport az ion elektrokémiai potencialgradiense altal megszabott iranyba
torténik.

A valinomicin karperec alaku oligopeptid molekula (46. abra). Belsé atmérdje nagyfoku
K* -ion-specifitast kélcsénéz szamara, affinitasa a hasonld méretli Na* -hoz kb. tizezerszer
kisebb. A kotés karboxil-csoportok segitségével torténik. Az ion transzportja (kémiai
potencialgradiensének megfeleléen) a sejt belseje felé torténik, melyet passziv H kilokédés
kovet (46. abra).

46. abra

A valinomicin képlete és hatasmechanizmusa

O Carbon
O Oxygen
Nitrogen

— — = Hydrogen bonds

Megfeleléen magas (minimum 10 mM) K" koncentracié esetén azonban a valinomicin nem
csbkkenti az ATP-poolt, mivel a K* bevitelt passziv H* kilokédés kiséri (Harold, 1986).
Kisérleteink soran a tapoldatban a K* koncentracié 27 mM volt, illetve B. Maul mérései is
bizonyitottak, hogy nem kovetkezett be ATP-drop. A valinomicin hatasat ugyanakkor jelezte,

hogy a kezelést kévetéen az exponencialis névekedésl sejtek stacionaris fazisba léptek. A
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sigB és a gsiB gének nagyon erdsen indukalodtak valinomicin-kezelés hatasara. Azt, hogy
K* -terhelés specifikus volt-e az indukcid, sav-stressz kisérletekkel vizsgaituk, ekkor ugyanis
H* -terhelésre szamitottunk. pH = 6,0-nél a sigB viszonylag kismértéki, a gsiB viszont erés
indukciét mutatott. Megjegyzendd, hogy a pH = 6,0 stressz enyhe sav-stressznek szamit,
mivel ez az elsé olyan savas pH-érték, ahol eltérés tapasztalhaté a pH= 7,5 értéken valé
novekedéshez képest. Megjegyzendd, hogy korabban mar igazoltak, hogy a ¢® regulonba
tartozé ctc gén indukalédik pH = 5,25 értékl, sav-stressz hatasara. A ctc esetében leirt
indukciés profil eltért az altalunk megfigyelttél, aminek okozéja az lehetett, hogy a ctc
esetében az altalunk alkalmazotthoz képest drasztikus mértéki stresszt alkalmaztak.

Lényeges pont, hogy a sav-stressz kisérletek soran a o® regulonnal rendelkezé sejtek
gyorsabban néttek a AsigB mutansnal pH = 6,0 — 5,0 kozétt a korai stacionaris fazisban. Ez
volt az elsé olyan fenotipikus kulonbség, amit sikeriilt a vad és a c®-mutans sejtek kozott
talalni, és ami globalis funkciét rendelt hozza a szigma-faktorhoz: védettséget nyujt sav-
stressz ellen. (Binnie et al., 1986, Duncan et al., 1987, Hecker et al., 1989, Boylan et al.,
1993). Megjegyzendd, hogy mint a bevezeté részben emlitettik, 1988-as kézlés szerint
(Truitt et al., 1988) a o®-fiiggd ctc gén hianya esetén a B. subtilis sporulacidja gatolt 48 °C-
on, illetve a o® regulon védelimet nyuijt kumain-hidroperoxid ellen (Antelmann et al., 1996). Ez
a két publikacié azonban tekintettel a ® regulonba tartozo gének altal kodolt fehériék nagy
szamat (részletezve a bevezetd részben), nem rendelt a regulonhoz globalis funkciét, azaz
nem tudott olyan szerepet adni a regulonnak, ami magyarazta volna a stresszfehérjék nagy
szamat. Az elsé ilyen funkcié harom, egy idében megjelent publikacidéban latott napvilagot: a
o® regulon védettséget nyujt sav-stressz ellen Listeria monocytogenes-ben (Wiedmann et al.,
1998 julius), a o® regulon védettséget nyGjt sav- és IGg stressz ellen B. subtilis-ben
(Gadienko et al., 1998 julius), illetve a o® regulon védettséget nyuijt enyhe sav-stressz ellen
B. subtilis-ben (Kovacs et al., 1998 augusztus). Megjegyzendd, hogy a késéi logaritmikus
fazisban a mutans sejt nétt gyorsabban, ami a kévetkezoképpen magyarazhaté: a o* ismeri
fel azon gének tobbségét, melyek az exponencialis fazis soran expresszalédnak. A o® és a
o" ugyanahhoz az RNS polimeraz core enzimhez kotédik, tehat a vad térzsben
versenyeznek a core-hoz vald kétoédésért anélkil, hogy a o® még (a szikséges idd hianya
miatt) szignifikans protektiv szerepet tudna kifejteni. Nyilvanvaléan ilyen versenyzés nincs a
sigB deléciés mutansban, tehat ebben relative tébb *-RNS polimeraz van. Késébb azonban

szintetizalédnak a o®-fliggd fehérjék és be tudjak tolteni protektiv szerepuket.
A fenti kisérletek eredményei tehat a pH-stresszre iranyitottak figyelminket. Mivel
valamennyi eddigi eredményink, illetve a szakirodalomban fellelheté eredmenyek (Maul et

al., 1995, Volker et al., 1994, Voelker et al., 1995, Hecker and Vélker, 1998) szerint az ATP-
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drop indukalja a o® regulont, célul tiiztik ki, hogy tgy okozzunk ATP-dropot, hogy kézben
lehetbleg ne indukaljuk a regulont. Amennyiben ugyanis ezt a célkitlizéstinket sikerdl
megvalésitani, megtalaljuk a keresett kézvetlen szignalt, azaz (legalabbis energiastressz
esetén) a o® —fiiggd indukcio alapfeltételét. Ismert volt, hogy nagyon enyhe KOH stresszel el
lehet érni, hogy a PMF gyengiiljon, tehat ATP-drop j6jjon létre, azonban anélkiil, hogy a sejt
bels6 pH-ja megvaltozna (kdszdnhetden a baktérium intracellularis puffer-rendszereinek)
(Kashket, 1982).
csOkkentette az ATP-poolt (nagyobb mértékl csokkenést okozott, mint a 2,4-dinitrofenol),

Az altalunk alkalmazott nagyon enyhe KOH-stressz hatékonyan

azonban sem a sigB sem pedig a gsiB gén nem mutatott szignifikans indukciét. Annak
bemutatasara, hogy a maximumként tapasztalt ,indukcié” (1,5-szeres a sigB esetén, 4,4-
szeres a gsiB esetén) nem szamit szignifikansnak, a 18. tablazatban bemutatjuk e 2 gén
indukciéjanak maximalis értékeit néhany stressz fajta esetén. A tablazatban feltintettik a
relativ ATP-mennyiséget is.

18. tablazat
A sigB és a gsiB gének indukcidjanak maximalis értéke kiilbnb6zé stressz-fajtak esetén
STRESSZ REL. SIGB INDUKCIO [REL. GS/BINDUKCIO |REL. ATP-MENNYISEG
Hésokk 50 (Volker et al., 1994) |80 (Maul et al., 1995) | 133 (Maul et al., 1995)
Sostressz 10 (Vélker et al., 1994) | 110 (Maul et al., 1995) | 180 (Maul et al., 1995)
Valinomicin 27 (Jelen dolgozat) 400 (Maul et al., 1995) [114 (Maul et al., 1995)
2 4-dinitrofenol | 16 (Jelen dolgozat) 90 (Maul et al., 1995) (85 (Maul et al., 1995)

Az eredmények alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az intracellularis pH-valtozas
fontos szerepet jatszik a o® regulon indukciéjaban. Amennyiben megvizsgaliuk a jelen
dolgozatban szerepld, illetve a szakirodalomban publikalt eredményeket, melyeknél a o®
regulon erds indukcidja volt megfigyelhetd, az intracellularis pH-ra vonatkozdéan az alabbi
valtozasok valészinisithetéek: 2,4-dinitrofenol ~ mivel H* ionokat szallit a sejt belsejébe,
intracellularis savanyodast okoz; valinomicin — mivel a K' bevitelt passziv H* kilokédés
koveti, valdszinlleg intracellularis ligosodast okoz; sav-stressz ~ valészintileg intracellularis
savasodast okoz; puromicin — valészinlileg a membran-komponens fehérjékben valtozast
okoz, ami az ion-egyensuly felborulasdhoz vezethet, ami az intracellularis pH
megvaltozasahoz vezethet; NaCl (Volker et al., 1994, Maul et al., 1995) — valészinlileg az
ion-egyensuly felborulasahoz vezethet, ami az intracellularis pH megvaltozasahoz vezethet;
hésokk (Volker et al., 1994, Maul et al., 1995) — befolyasolja a membran szerkezetet (és a

membran fizikai tulajdonsagait), ami a sejten bellili pH megvaltozasahoz vezethet. Ezeket az
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eredményeket amennyiben 6sszevetjlk a KOH-stressz esetében tapasztalt eredménnyel
(azaz a KOH az ATP-drop ellenére nem okozott o®-fliggd indukciét, mivel valészintileg nem
okozott intracellularis pH-valtozast, az alabbi kévetkeztetések vonhatéak le:

Bizonyos, hogy az energiastressz esetében szilkséges az intracellularis pH-valtozas, mely
esetben savasodas szikségessége igazolt, a ligosodas szerepe pedig valészintsithetd. A
pH-valtozas szilkségességére lehetséges magyarazat, hogy az RsbP PAS, doménje érzékeli
ugyan az ATP-stresszt, de nem képes az RsbV~P-t defoszforildlni intracellularis pH-valtozas
nélkil. Az a hipotézis sem zarhatd ki, hogy az ATP-drop fiiggetlen stresszeknél sziikséges
az intracellularis pH-valtozas. Ez ugy lehetséges, hogy az aktiv RsbU — RsbV~P komplex
stabilizalasahoz szikséges lehet az intracellularis pH-valtozas altal befolyasolt aktiv
aktivalta a PAS domén), nem rendelkezik az RsbV~P-t defoszforildini képes enzim-
aktivitassal. Ezt a hipotézist tamasztja ald Voelker és munkatarsai eredménye (Voelker,
1996), akik bizonyitottak ugyan, hogy az RsbU képes az RsbV-hez kétédni, azonban a
kétodés stabil volta megkérddjelezheté az eredményeik alapjan.

A fentieket az alabbi két abra (47. abra és 48. abra) mutatja be: az eredményeinkkel
moédositott, bizonyitott szabalyozé-mechanizmust (47. abra), illetve a o® regulon hipotetikus
szabalyozasat (48. abra). Mindkét abra csupan a downstream modult abrazolja, mivel
eredményeink az upstream modulra vonatkozé ismereteket nem befolyasoltak.

47. abra
A o® aktivitdsanak bizonyitott szabalyozasa
|
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Intracell. savasodas

Upstream, aktivailt modul

Az abra szerint a kérnyezeti stresszvalaszhoz nem szilkkséges az intracellularis pH-valtozas.
Az energiastresszt a PAS-domén érzékeli, mig az intracellularis pH-valtozast az RsbP
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katalitikus doménje. (Az intracellularis pH-valtozassal kapcsolatban megjegyzendd, hogy
egyelére csak az intracellularis savasodas szerepe bizonyitott, a lugosodasé csak
valészinUsithetd). Az intracellularis savasodas és az ATP-drop egyiittesen szikséges a ¢®
regulon indukciéjahoz, kivételt képeznek ez aldl a nem ATP-dropon keresztul haté kérnyezeti
stressz-hatasok (hésokk, etanol- és NaCl stressz), melyek az RsbU révén képesek az
RsbV~P-t defoszforilalni.

48. abra
A ¢® aktivitasanak hipotetikus szabalyozasa: az el6zé6 modell tovabb-fejlesztése
! |
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Intracell. pH-véaltozas

Upstream, aktivait modul

A fenti (48. abran lathat6) szabalyozasban a 47. abran ismertetett szabalyozashoz képest
csupan az RsbU-fiiggd Ut szabalyozasa médosult, ugyanis ebben az esetben az RsbU -
RsbP-re. Az RsbP nem képes defoszforilalni ATP-drop hianyaban az RsbV~P-t, csupan az
RsbU — RsbV~P komplexet stabilizalja, mialtal eldésegiti az RsbU foszfataz aktivitasat.
Tovabbi kulonbség a 47. abrahoz képest, hogy az intracellularis savanyodason kivil a
ligosodas is képes a kdzvetien jel funkcidjat betélteni. Fontos megjegyezni, hogy mind a
kétféle szabdlyozas szerint az RsbW jel-érzékeld szerepe csupan a stresszvalasz
leallitasara szoritkozna: amennyiben elegendéen nagy koncentraciéja ATP all

rendelkezésre, az RsbW kinaz foszforilalja az RsbV-t, és lekoti a o®-t.

Az, hogy egyetlen fehérje kbzvetitse mind a savas mind pedig a Itigos iranyu pH-valtozast
nem all példa nélkill a baktériumok vilagaban: j6 példa erre az Escherichia coli LexA
regulonja. A LexA represszor Escherichia coli-ban szamos S.0.S. gént (pl. lexA, recA, sfiA)
szabalyoz, mégpedig pH-flggé médon (Dri and Moreau, 1994). pH 7,0-nél ssDNS
jelenlétében a RecA hasitja, ami a represszor inaktivaciéjahoz vezet. Savas pH-nal a LexA
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6n-emésztéssel inaktivalédik, mig ligos pH-nal a represszor képtelen a DNS-hez kétddni. A

Bacillus subtilis c®

regulon szabalyozasanak esetében az RsbP tolthet be a LexA-hoz
hasonlé szerepet, bar megjegyzendd, hogy minden valészinliség szerint (legalabb az egyik

iranya pH-valtozas érzékeléséhez) szilkséges egy vagy tobb segitd faktor kozremlikédése.

5.2 A sejtfelszini szintii stresszvalasz

Amint azt a bevezetd részben emlitettik, a Bacillus subtilis sejtfelszini hidrofil/hidroféb
jellemzdinek stresszhatasok alatti valtozasarél részletes jellemzés még nem készilt, amely
jellemzék pedig (legalabbis valészinlleg) szerepet jatszanak a sejtek talaj-részecskékhez
valé kitapadasaban. Vizsgalataink céljat képezte tehat a sejtek felszini hidrofilicitasanak
stresszhatasok alatti viselkedésének jellemzése, illetve a kapott informaciékbol egy
lehetséges intracellularis jel-atalakitasi ut felvazolasa, valamint a sejtfelszini hidrofilicitas
valtozasanak (amennyiben van ilyen) fiziolégiai szerepének tisztazasa (pl. valéban szerepet
jatszik-e a sejtek kitapadasaban, ha igen: miként). A kévetkezékben vizsgalatainkat ennek a
harom f6 kérdésnek megvalaszolasara 6sszpontositottuk.

A stressz-mentes kérlilmények kézétt névekvd B. subtilis sejtek esetében megfigyethet6 volt,
hogy a sejtek felszine a lag-periédusban és a stacionaris fazisban hidrofilebb volt, mint a
logaritmikus névekedés soran. A lag-peridédus és a stacionaris fazis adaptacios periodusként
ismertek, mikor a sejtek érzékelik a megvaltozott kérnyezetet (pl. megvaltozott C-, N-,
energia-forras, pH) és megprébalnak alkalmazkodni ahhoz. A kérilmények megvaltozasa a
baktériumok szamara mindenképpen stressz-hatast jelent, tehat nem volt kizarhaté, hogy az
adaptacios periddusokban tapasztalt hidrofilicitas-névekedés valamilyen stresszvalasz volt.
Ennek vizsgalatara a kévetkezokben egyedi stressz-hatasok soran mértilk a sejtek felszini
hidrofilicitdsanak valtozasat.

Az oxigén-limitaci6 komoly stresszhatast jelentett a baktériumok szamara, mivel azok a
tenyészet razatasanak leallitasa utan azonnal stacionaris fazisba léptek. Az oxigén-limitacio
hatasara azonban csupan igen enyhe felszini hidrofilicitas-valtozast tapasztaltunk, aminek
szignifikans volta megkérdéjelezhetd.

Az exponencidlis fazisi sejteket miutan 45 °C-ra helyeztik, a baktériumok sejtfelszini
hidrofilicitdsa a hdsokk-valaszban résztvevd fehérjék génjeinek esetében gyakran
megfigyelhetd indukcids kinetikdhoz hasonlé kinetikat mutatott: a sejtfelszini hidrofilicitas
elébb megnovekedett, majd atmenetileg a kontroll szintie ala slllyedt (tehat a sejtek
hidrofébabba valtak), végul pedig beallt a kontroll szintjére, ami valészinlileg a sejtek
magasabb hémérséklethez valé akklimatizalodasat jelentette.




Sav-stressz esetében, bar a stressz befolyasolta a baktériumok névekedését, nem sikerdlt a
kezeletlen kontroll sejtfelszini hidrofilicitasahoz képest szignifikans valtozast megfigyelnink.
Ez a tapasztalat megegyezik egy Gram negativ baktériumban, a Salmonella typhi-murium-
ban leirtakkal (Stenstrom, 1989).

Sostresszt kdvetéen az eddig tapasztaltakhoz képest kiugréan nagy mértéku sejtfelszini
hidrofilicitas-névekedést tapasztaltunk. Mivel ismert tény, hogy a NaCl-stresszt Bacillus
subtilis-ben elsésorban a DegS/DegU kétkomponensli rendszer érzékeli (Kunst and
Rapoport, 1995, Dartois et al., 1998) (melyet séstressz specifikusnak tartanak), a tapasztait
nagymértékl valtozas rairanyitotta figyelmiinket erre a rendszerre. NaCl stressz esetén
tapasztalataink szerint a vad (168) térzs és a degU-deléciés mutans (QB4487) térzs felszini
hidrofilicitasa kozott szignifikans kllonbség mutatkozott: a mutans esetében jéval kisebb
mértékben nétt meg a sejtek felszini hidrofilicitasa. Ez az eredmény arra utalt, hogy a
DegS/DegU rendszer valamilyen szerepet jatszik a sejtfelszini hidrofilicitas-névekedésben,
ugyanakkor mas szabalyoz6 rendszerek is hozzajarulnak a sejtek felszinének hidrofilebbé
valasaban, ugyanis a degU-mutans baktériumok esetében is szignifikans hidrofilicitas-
novekedés kovetkezett be. Az a tény, hogy a DegS/DegU rendszer szerepet jatszik a
hidrofilicitas-névekedésben, lehetéséget nyitott szamunkra, hogy a tapasztalt jelenség
fiziolégiai szerepét tanulmanyozhassuk. Az egyik f6 kérdés az volt, hogy a DegS/DegU
rendszer jelenléte védettséget nyljt-e az altalunk alkalmazott séstressz ellen. Mint a
bevezetd részben mar emlitettik, a DegU~P a baktériumok razatott tenyészetében
alkalmazott 1,5 M NaCl stressz esetén noveli a sejtek tulélési esélyét (Ruzal and Sanchez-
Rivas, 1994, Ruzal and Sanchez-Rivas, 1998). A mi altalunk alkalmazott sdstressz ennél
1,5-szer kisebb volt, és igy esetliinkben a baktériumok nem kezdtek el pusztulni, viszont
felszinik hidrofilebbé valt. Razatott tenyészetben, az altalunk alkalmazott stressz-
kértilmények kozétt szignifikans eltérést a vad és a degU-mutans térzs novekedése kozott
nem tapasztaltunk. Ezzel szemben szilard taptalajon, ahol a kitapadt sejtek szamara az
alkalmazott stressz joval drasztikusabb hatasu volt, mint razatott tenyészetben, a sejtek
nagymértékl pusztulasa volt megfigyelheté. Lemezen a degU-mutans sejtek kb. 7-szer
jobban toleraltak a stresszt, mint a vad tipusuak, ami arra utalt, hogy a kitapadt sejteknél a
DegS/DegU kétkomponens(i rendszer jelenléte nem elsésorban a tulélést szolgalja séstressz
esetén, hanem valami egyéb funkciéja lehet. Ez a funkcié ugyanakkor nem kapcsolédik a
sejtek felszini hidrofilicitdsahoz, ugyanis lemezen a két torzs hidrofilicitasa kdzétt nem
talaltunk eltérést.

Mivel a flagellin szintéziséért felelés gének a o regulon tagjai, és ezek expresszidja
(k6zvetetten) a DegU foszforilaltsagatol fugg (Rashid et al., 1996, Kunst et al., 1994, Liu and
Zuber, 1998), logikus volt feltételezni, hogy a sejtfelszini hidrofilicitasban bekévetkezé
valtozadsok befolyasoljak a sejtek motilitasat, példaul a kitapadasi tulajdonsagok
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megvaltoztatasa révén. Kitapadasi kisérletinkben bizonyitottuk, hogy NaCl stressz esetén a
degU mutans térzs tagjai joval nagyobb mértékben (erésebben) tapadtak a szilard
hordozéhoz, mint a vad tipusu baktériumok. Ennek alapjan megallapithaté, hogy a
DegS/DegU rendszer altal NaCl stressz esetén okozott hidrofilicitas névekedés egyik
fiziologiai szerepe a stresszelt baktériumok kitapadasanak gatlasa, mialtal azok motilitasa
né. Ez logikus lépés a baktériumok részérdl, hiszen amennyiben azok mozgékonyabbak,
konnyebben el tudnak ,menekilni” a talajban a stresszortél. Megjegyzendé, hogy a 168 térzs
esetében a kontroll és a stresszelt baktériumok kitapadasi tulajdonsagai megegyeztek annak
ellenére, hogy a stresszelt esetében a sejtfelszini hidrofilicitas megnétt. Ennek a latszélagos
ellentmondasnak az a magyarazata, hogy a megvaltozott ionerésség mellett valészintileg ez
a mértékd hidrofilicitas-novekedés volt szilkséges a kitapadas elkeriléséhez. A DegU és a
DegU~P kézil valészinlileg a DegU~P befolyasolta a sejtfelszini hidrofilicitast, mivel
valészinlileg ez akkumulalédik NaCl stressz esetén (Kunst and Rapoport, 1995, Dartois et
al., 1998). Ennél a pontnal szikséges visszatérnink arra a hipotézisre, miszerint a NaCl
stressz nem inaktivalja a CtsR represszort (Kriiger and Hecker, 1998). Mivel a CtsR gatolja a
clpC génrdl indulé transzkripciot (Kriger and Hecker, 1998), és a 2. sz. abra szerint ez
lehetéve teszi a ComK o regulonra gyakorolt gatlé hatasat, ami viszont kizarja a DegU~P
akkumulaciéjat NaCl stressz esetén. Mivel bizonyitottan a DegS/DegU rendszer részt vesz a
NaCl stressz elleni stresszvalaszban, Kriiger és Hecker hipotézise ebben a vonatkozasban
nem helytallé.

Mint azt korabban emlitettik, a DegS/DegU rendszeren kivil mas rendszer (vagy
rendszerek) is valoszinlileg hozzajarulnak a sejtfelszini hidrofilicitds NaCl stressz esetén
tapasztalt megndvekedéséhez, mivel a degU mutans térzs is szignifikans mértéki
hidrofilicitas-névekedést mutatott. A kovetkezékben, az ebben a folyamatban esetlegesen
szerepet jatsz6 szabalyozé rendszereket prébaltuk beazonositani. Elészér megvizsgaltuk,
hogy stressz-specifikus valasznak vagy altalanos stresszvalasznak tekintendé-e a stressz
esetén tapasztalt hidrofilicitas-névekedés.

Ismeretes, hogy a sejtek azonnal stacionaris fazisba lépnek, amint valamely esszencialis
tapanyag-komponensben kimerill a médium (Aronis, 1993). Ez a valasz kilénbézik attél a
tapanyag-limitacio okozta specifikus valasztél (pl. foszfat- vagy C-limitacié), mikor a sejtek
folytatidk a novekedést, de a szuboptimalis ndvekedés jeleit a sejtek érzékelik (Aronis,
1993). Ennek a jelenségnek a sejtfelszini hidrofilicitasra gyakorolt hatasat tanulmanyoztuk
részleteiben a foszfat-éhezési, foszfat-limitaciés és C-limitacios kisérleteinkben. A foszfat-
mentes médiumban a baktériumok stacionaris-fazis specifikus valaszt mutattak. A foszfat és
a C (energia) limitacional tapanyag-specifikus valaszt vartunk. Azonban a sejtfelszini
hidrofilicitasnak a foszfat-éhségéhez nagyon hasonlé megnévekedését lehetett megfigyelni,
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ami arra utal, hogy a tapasztalt hidrofilicitas-névekedés altalanos stresszvalasznak
tekintendo.

Mint korabban mar ismertettilk, az altalanos stresszfehériék génjeinek promotereit a c®
alternativ szigma-faktor ismeri fel. A oP-regulont indukalja az energiastressz illetve
valészinlleg a GTP-drop, a legtébb stressz-kérlimény kozott. Ezért két gatloszerrel
probaltunk valaszt adni arra a kérdésre, hogy az energiastressz és/vagy a GTP-koncentracié
csokkenése a sejtfelszini hidrofilicitas megnévekedéséhez vezethet-e.

Scrimgeaur, 1973). Az MPS hatasmechanizmusat korabban mar ismertettik. Méréseink
megerdsitették, hogy az MPS hatasara nagy mértékli ATP és GTP koncentracié-csékkenés
kévetkezett be. Az ATP-esés mértéke hasonlé volt ahhoz, mint amit B. Maul Luciferaz-
assay-el mért. Az MPS kezelés hatasara szignifikdnsan megnétt a sejtfelszini hidrofilicitas
mértéke, mely valtozas kinetikaja hasonlé volt az ATP és a GTP koncentraciéesés
kinetikajahoz, azt sugallva, hogy az emlitett folyamatok kézoétt 6sszefiiggés van.

A 2,4-dinitrofenol (2,4-DNP) nevl szétkapcsoloszer hatasmechanizmusat korabban mar
ismertettik. A 2,4-DNP kezelés hatasara a sejtfelszini hidrofilicitas jelentés mértékben
megnovekedett, ugyanakkor kismértékii ATP és valamivel nagyobb mérntéki GTP
koncentracié6 emelkedést tapasztaltunk, mely eredmények kizartak azt a hipotézisinket,
hogy az ATP és/vagy a GTP koncentraciécsokkenés feltétlenil sziikséges lenne a
sejtfelszini hidrofilicitdas megnévekedéséhez. Az a jelenség, hogy a 2,4-DNP kezelés utan a
sejtek ATP-készlete kismértékben nétt, ellentétben a o®-kisérletekben tapasztalt 2,4-DNP
kezelés hatasaval, mikor a sejtek ATP-készlete kismértékben csékkent, azzal magyarazhato,
hogy a két kisérletben eltéré tapoldatot hasznaltunk. A hidrofilicitas-kiséletben hasznalt
tapoldatban valésziniileg olyan kériilmények jottek létre, hogy a 2,4-DNP erésitette a ApH-t.
A tapanyag-éhezési és limitacios kisérletek, az MPS és a 2,4-DNP kisérletek eredményei

ugyanakkor felhivtak a figyelmet arra, hogy esetleg a c®

regulon szerepet jatszhat a
sejtfelszini hidrofilicitas-névekedésben, mivel olyan altalanos stresszvalasznak tekintendé a
hidrofilicitas névekedés, melyet valészinlileg az ATP és/vagy a GTP koncentracié-csokkenés
képes indukalni, jelenlétik azonban nem feltétienil szilkséges a valaszhoz. A o® regulon
ebben a folyamatban jatszott esetleges szerepének tisztazasara azonban még tovabbi

kisérletek sziikségesek.
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5.3 Eredmeényeink gyakorlati alkalmazasa

Az oxigén-limitacios kisérleteink esetében tapasztaltuk, hogy a baktérium anyagcseréjének
igényeit nem kielégité légkér nagyon komoly stresszhatast jelent a baktériumok szamara.
Ezen az elven alapulnak példaul az éleimiszeripari csomagolasban hasznalatos védégazas
csomagolasi technolégiak is, melyek célja az élelmiszert taptalajként felhasznald
mikroorganizmusok névekedésének gatlasa, ezaltal az éleimiszer romlasanak lassitasa.
Mivel a kulonb6zd éleimiszer-fajtak (hal, baromfi, tobbi hus, z6ldség-gyimédlcs) eltérd
természetes baktérium-fléraval rendelkeznek, ezért ezeknél kilonbozé osszetételli védégaz-
keverékeket szilkséges alkalmazni. Bar a védégazas csomagolasi technolégia nagylizemi
méretekben Aaltalanosan elterjedt, nem allt rendelkezésre a haztartasokban. Ennek
elsddleges oka a gazkeverékek |étrehozasanak nagy helyigénye volt, mivel a gazpalackok
nagy helyet foglainak el. A Linde Gaz Magyarorszag Rt és a Linde AG (Németorszag)
kozremiikédésével kifejlesztettiink egy olyan készliléket, amely gazpatronokbd! képes a
szilkséges gazkeveréket létrehozni anélkll, hogy a taroléedényben a légkérhdz képest
tuinyomas jonne létre. Az altalunk kifejlesztett készilék azonban Petri-csészék tarolasara is
alkalmas, mely esetben pl. a specidlis légkért igénylé baktérium-tenyészetek novesztése
megoldhaté. A készulék tervezése soran egy specidlis adagolé-mechanizmus keruit
kifejlesztésre, mely pontosan a szilkséges mennyiségli gazt adagolja a taroléedénybe.
Ugyanezt az adagolé mechanizmust felhasznalva létrehoztunk egy olyan késziléket,
amellyel mind poritott, mind pedig folyékony gyégyszerek inhaldlhatéak. Mindkét készlléket
bejelentettik a Német Szabadalmi- és Védjegy Hivatalhoz vilagszabadalmi igénnyel. Mivel a
vilagszabadalom esetében a védelem megadasa tébb évet vesz igénybe, a Bejelentd Linde
AG nem jarult hozza a szabadalmak targyanak bévebb ismertetéséhez.
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7 Roviditések

Rovidites Rovidités jelentése
ADP adenozin-5'-difoszfat
AMP adenozin-5'-monofoszfat
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ATP

B. subtilis
CCCP
CSF
CSPD

DCCD
DEPC
2,4-DNP
DNS
E. coli
EDTA
GDP
GMP
GTP
IMP
Hidr.
HLP
HPLC
Hsp
lim.
min.
MM
MOPS
MPS
mRNS
n.a.
oD,
ON
PCIi
PMF
PP2C
Rsb
rel.
RNS

adenozin-5'-trifoszfat

Bacillus subtilis

karbonil cianid m-klérfenilhidrazon
kompetencia és sporulacios faktor
Fluorescens szubsztrat: dinatrium 3-(4-
metoxipiro1,2-dioxetan-3,2'-(5'-klér) triciklo
[3.3.1.1(3,7)]dekan-4) fenil foszfat

N, N'-diciklohexilkarbodiimid
dietil-pirokarbonat

2,4-dinitrofenol

dezoxi-ribonukleinsav

Escherichia coli

etilén-diamin-tetraacetat
guanozin-5'-difoszfat
guanozin-5’-monofoszfat
guanozin-5'-trifoszfat
inozin-5’-monofoszfat

hidrofilicitas

hisztonszerU-fehérje (Histon Like Protein)

. magasfelbontasu folyadékkromatografia

hésokk fehérje

limitacio

perc

minimal tapoldat
3-(N-morfolino)propan-szulfonsav
mikofenolsav

hirvivé RNS

nincs adat

optikai denzitas, A hullamhosszon mérve
egy éjszakan at (over night)
fenol:kloroform:izoamilalkohol — 25:24:1
proton motoros erd (proton motive_force)
2-es tipusu fehérje-foszfataz

a o® szabalyozoja (regulator of sigmaB)
relativ

ribonukleinsav
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SDS
spp.
ssDNS
TCA
Tris
tRNS
uDP

Svedberg-egység
Na-dodecil-szulfat

fajok

egyszala DNS
triklor-ecetsav
Tris-hidroximetil-aminometan
szallitd RNS
uridin-5’-monofoszfat
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Summary

We focused on the following two major components of general stress response of Bacillus
subtilis during our work: on the alternative transcriptional factor ¢® as well as on the changes

of cell surface hydrophilic-hydrophobic properties during various kinds of stresses.

Experiments concerning the c® regulon

17 sigma-factors with different structures has been found in B. subtilis until now. c® has been
the first discovered alternative sigma-factor in B. subtilis. Concerning c®, it was known that it
recognises promoters of general stress protein genes in B. subtilis. However, no global
function could be connected to ¢®, which would be able to explain the high number of genes
(more than 100 genes) belonging to this regulon, respectively, which would be clarify the fact
that members of the c® regulon are highly inducible during various kinds of stresses (NaCl,
glucose-limitation, heat shock, oxygen-limitation, etc.). (It has been shown that the ¢® mutant
cells are more sensitive against cumain-hydroperoxide than the wild type did, respectively,
lack of ctc ~which is member of the ¢® regulon- caused loss of ability to sporulate at 48 °C).

8 proteins are known to be involved in the regulation of activity of o®. Both PP2C
phosphatases (RsbP, RsbU, RsbX) and protein kinases (RsbW, RsbT) could be found
among them. It has been proved that energy stress causes activation of the o® regulon,
however, elements of the signal transduction pathway leading to the activation of o® regulon
are not characterised until now, moreover, also the direct intracellular signal whose presence

is always necessary to the ¢® dependent induction is unidentified.

Concerning o® regulon, aims of our work were to serve answer to the following two

questions:

What is the direct intracellular signal, whose presence is a basic requirement for induction of
o® dependent genes? This signal influences most probably the downstream module of the

regulation circle controlling the activity of c®.
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Our other aim was to investigate, whether there is any stress-condition exists against which
o® provides any protection effect, i.e., to determine the intracellular role of o®. We hoped that
if we find the direct intracellular signal we could elucidate also this second question.

We tried to identify the direct signal by using various poisons blocking different molecular
processes in bacteria. Induction properties of two genes, sig8 and gsiB, belonging to the ¢®

regulon, were monitored during treatments with poisons.

According to our results, we could excluded the possibility that an ATP-drop would be the
direct intracellular signal, because stress-circumstances under which no ATP-drop occurred,
were also able to induce the c® regulon, respectively, in case of impact of other stresses, the
kinetics of ATP-drop and o®-dependent induction differed from each other in a significant
manner, at least in several cases. The direct signal role of a GTP-drop is also unlikely,
because the impact of the 2,4-DNP (an entcoupler) on the growth of bacteria could be
neutralised by guanosine, however, guanosine did not influence the induction properties of
the sigB gene during 2,4-DNP treatment. However, it was conspicuous that B. subtilis
reacted upon a relatively mild acid shock by a strong c®-dependent induction.

We have proved that changes in the intracellular pH is a basic requirement for the of-
dependent induction. Based on our information regarding the direct intracellular signal, we
were able to observe a mild protection effect of o® against a weak acid shock, during the
early stationary phase. This was the first global function, which could be attached definitely to
the o® regulon. As we published our results, two other publications were printed at the same
time (independent from each other as well as from us) with conclusions very similar to those

ones that were proven by us. Concerning the regulation of activity of ¢°, we created a

hypothesis, in which RsbP would be the central pH sensing molecule.

Experiments regarding the cell surface level response

It has been proven in Salmonella typhi-murium and in Azospirillum spp. that various kind of
stresses could influence the cell surface hydrophilicity properties of bacteria, however, no
data were available for similar changes in Bacillus subtilis. Our aims, regarding the cell
surface level response of B. subtilis, were to investigate the following subjects:

We tried to observe any changes in the cell surface properties of B. subtilis during several
kinds of stresses. If we are able to detect any cell surface level response, it should be
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analysed which regulatory components may have a role in changes of the hydrophilicity of
cells. We hoped to get information from kinetics and quantity of changes in hydrophilicty,
concerning this last question. Moreover, we intended to find out the physiological role of the
changes in hydrophilicity.

We have proven that a cell surface level response exists also in B. subtilis, according to our
results. An especial high level surface hydrophilicity increase could be detected in case of
salt stress, which made likely that the DegS/DegU two-component system also has a role in
the cell surface level response, because it is known that expression of those genes, which
are regulated by this two-component system, changes as a response upon salt stress. Our
experiments with the degU deletion mutant strain supported the role of this two-component
system, however, most probably also other regulation mechanisms influence the cell surface
level response.

Results of the phosphate starvation (when the medium did not contain any phosphate) and
phosphate- and C-limitation (when the medium contained a suboptimal concentration of
phosphate and glucose, respectively) experiments suggested that a general stress response
was observed as an increase in hydrophilicity, which made likely a role of the ¢® also in this

process.

Based on results of our poison-applying experiments we have proven, that a decrease in
intracellular ATP and/or GTP concentration is able to induce the cell surface level response,
however, those processes are not basic requirements for this response. We hypothesise that
changes in intracellular pH may play a crucial role also in the induction of cell surface level
response.

Concerning the physiological role of the cell surface level response, we have proven that this
do not decrease the sensitivity of bacteria against stresses, however, it hinders their
attachment to soil particles, i.e. it enhances their motility, which is a logical step because of
the increased possibility being escaped from the stress conditions. We have proven that this
effect is transmitted by the DegS/DegU two-component system. It was known that the
DegS/DegU two-component system enhances the motility of bacteria, because the presence
of this two-component system is necessary for establishment of motility (it is needed for
biosynthesis and assembling of flagellin). Our results indicated that DegS/DegU has an
additional role in enhancing the motility of bacteria: it helps maintain the motility (it hinders
the attachment of cells to soil particles). It should be noted, that DegS/DegU did not influence
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the cell surface properties of that cells which had attached already to the surface of a solid
medium, under salt stress conditions.

Practical application of our results

Using our experiences originated from oxygen-limitation experiments, we created a device,
which is suitable for package of food in a protective gas atmosphere. This instrument takes
into consideration the requirements of foods for differently composed gas-atmosphere,
because of their different natural bacterial flora. This device is planned to be used in
households. Also bacteria, which requires especially composed atmosphere, could be
incubated in this device. The instrument posses a precise gas-filling part, which was used for
creating a new device (as a further development of the elder one) that is suitable for
inhalation precisely dosed dosages of both fluid and powder medicaments.
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Osszefoglalas

Munkank soran a Bacillus subtilis altalanos stresszvalaszanak két osszetevijére, az
alternativ transzkripcionalis faktor o®-re illetve a sejtfelszini hidrofil-hidroféb tulajdonsagok

stressz alatti alakulasara 6ésszpontositottunk.

A c® regulonra vonatkozé kisérletek

B. subtilis-ben eddig 17 killénb6z6 szerkezetli o faktort irtak le, melyek kézul a legrégebben
megismert alternativ szigma-faktor a o® volt. A o®-rél ismert volt, hogy a B. subtilis altalanos
stresszgénjeinek promotereit ismeri fel. Ennek ellenére a szigma-faktorhoz nem tudtak olyan
globalis, stressz-elleni védo funkciét hozzarendelni, amely magyarazta volna a o® regulonba
tartozé6 gének nagy szamat (ez idaig kb. 100 génrdl ismert, hogy a regulon tagja), illetve
amely magyarazattal szolgalt volna azokra az eredményekre, melyek szerint a o® regulon
nagyon sokféle stressz esetén (NaCl, glukéz-limitacié, hdésokk, oxigén-limitacié, stb.)
indukalodik. (Bizonyitottak, hogy a o® mutans sejtek érzékenyebbek kumain-hidroperxidra,
illetve 48 °C-on a o® regulonba tartozé ctc gén hianya esetén a sporulacié gatolt).

Ez idaig 8 olyan fehérjét ismeriink, melyek részt vesznek a o® aktivitasanak
szabalyozasaban. Megtalalhatdoak kéztik a PP2C foszfatazok (RsbP, RsbU, RsbX), illetve a
protein-kinazok (RsbW, RsbT) is. Ismert, hogy az energia-stressz a o® regulon aktivalasahoz
vezet, azonban nem ismertek a sejten beliili jelatviteli mechanizmus egyes elemei, illetve az
a kozvetlen sejten belili molekularis jel, amely megléte mindenképpen eléfeltétele a o®
regulon aktivalasanak (kdzvetlen jel).

Munkank o® regulonnal kapcsolatos célkitlizései a kévetkezék voltak:

Valaszt probaltunk talaini arra a kérdésre, hogy mi az a sejten belilli jel, ami mindenképpen
eléfeltétele a o® regulon aktivalasanak. Ezt a jelet kézvetlen jelnek nevezzik, mivel
valosziniileg a o® aktivitasat szabalyozé mechanizmusban a o® kézvetlen kérnyezetében hat

(mindenképpen az un. downstream modul miikddését befolyasolja).

Tovabba célul tlztik ki, hogy megvizsgaljuk, hogy van-e olyan stressz-kériilmény, amely

esetében a o® regulon noveli a baktériumok életképességét (azaz meghatarozzuk, hogy mi a



o® szerepe). Feltételezhetd volt, hogy amennyiben sikeril megismernink a kézvetlen jel

természetét, valaszt talalhatunk erre a kérdésre is.

A kozvetlen jel természetét kilénbézé6 hatasmechanizmusti sejtmérgek alkalmazasaval
kivantuk megfejteni. A mérgekkel valé kezelések soran nyomon kovettik két o® regulonba
tartozé gén, a sigB és a gsiB expresszidjanak alakulasat.

Vizsgalataink alapjan kizarhattuk a sejt ATP-készletének csokkenésének kozvetlen jel
szerepét, mivel olyan korllmények kdézétt, ahol nem volt ATP-drop, tapasztalhaté volt
indukcio, illetve az ATP-drop és a o®-fiiggd expresszié kinetikaja egyes esetekben jelentdsen
eltért egymastél. A GTP-koncentraciéesés kézvetlen jel szerepe szintén valészindtien, mivel
a 2,4-DNP (szétkapcsolo szer) sejtek névekedésére gyakorolt hatasa ellensulyozhatéd volt
guanozinnal, azonban a sigB gén 2,4-DNP kezelés hatasara bekévetkezett indukcidjat a
guanozin nem befolyasoita. Feltliné volt azonban, hogy igen enyhe sav-stressz hatasara

nagyon heves o®-fiiggé indukcidval valaszolt a baktérium.

Bizonyitottuk, hogy a sejten bellli pH-valtozas eléfeltétele a o°-fiiggd indukcionak. A
kézvetlen jel ismeretében megfigyeltik, hogy a o® regulon jelenléte védettséget nyuijt enyhe
sav-stressz ellen a korai stacionaris fazisban. Ez volt az elsd globalis funkcié, melyet a o®
regulonhoz lehetett rendelni. Eredményeink publikalasaval egy idében jelentek meg két
(télunk és egymastél is) fuggetlen kutatocsoport hasonld jellegii tapasztalatai. A o°
szabalyozasaval kapcsolatban egy modellt allitottunk 6ssze, melyben a pH-valtozas
kozvetitésében a kdzponti szerep az RsbP-é.

A sejtfelszini stresszvalasszal kapcsolatos munkak

Bar Salmonella typhi-murium-ban és Azospirillum spp.-ben igazoltak, hogy kilénb6zé jellegi
stresszhatasok befolyasoljak a baktériumok felszini hidrofilicitasi tulajdonsagait, hasonlié
kisérleteket Bacillus subtilis-ben még nem végeztek. A sejtfelszini stresszvalasszal
kapcsolatban célkitlizéseink a kévetkezék voltak:

Valaszt probaltunk talalni arra a kérdésre, hogy miképp valtozik a Bacillus subtilis sejtfelszini
hidrofilicitasa stresszhatasok esetén. Amennyiben sikeril megfigyelni sejtfelszini szinti
stresszvalaszt megvizsgalandé, hogy milyen fébb szabalyozé mechanizmusok jatszhatnak
szerepet a hidrofilicitas-valtozas kivaltasaban. Erre nézve a kllénb6z6 stressz fajtak esetén
megfigyelt hidrofilicitas-valtozasok mértékébdl és kinetikajabol reméltiink informaciét kapni.
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Tovabba meg kivantuk vizsgalni, hogy mi a sejtfelszini hidrofilicitds-valtozasok élettani
szerepe.

Vizsgalataink soran igazoltuk, hogy B. subtilis-ben is létezik a sejtfelszini szintii
stresszvalasz. Kulonésen nagymértékben hidrofillé valt a sejtek felszine sostressz esetén,
ami valoszintsitette a DegS/DegU kétkomponensii szabalyozé rendszer részvételét a
sejtfelszini szintli stresszvalaszban, ugyanis err6l a rendszerrél ismert, hogy az altala
szabalyozott gének expresszidja megvaltozik séstressz hatasara. A degU deléciés mutans
térzzsel végzett kisérleteink arra utaltak, hogy ez a kétkomponensti rendszer valéban részt
vesz a sostressz esetén tapasztalt nagymértékii hidrofilicitas-névekedésben, azonban egyéb
tovabbi szabalyoz6 mechanizmusok részvétele is valészinUlsithetd.

Foszfat-éheztetési (a tapoldat egyaltalan nem tartaimazott foszfatot) és foszfat- és C-
limitaciés (a tapoldat az optimalis koncentracio alatti mennyiségben tartalmazott P- és C-
forrast) kisérleteink eredményei arra utaltak, hogy a medfigyelt sejtfelszini hidrofilicitas-
névekedés altalanos (tehat nem stressz-specifikus) stresszvalasz volt, ami valészin(siti a c®
regulon részvételét a megfigyelt sejtfelszini szintl valtozasokban.

Gatloszer-kisérleteink eredményei arra utaltak, hogy bar az ATP és/vagy a GTP sejtbeli
az ATP- és/vagy GTP-drop jelenléte nélkill is bekdvetkezik a hidrofilicitas névekedése.
Elképzelhet6, hogy ebben az esetben is szerepet jatszik az intracellularis pH-valtozas.

A sejtfelszini szintl stresszvalasz fiziolégiai szerepével kapcsolatban igazoltuk, hogy az nem
csbkkenti a sejtek érzékenységét a stresszhatasokkal szemben, azonban meggatolja a
sejtek talajrészecskékhez valo kitapadasat, ami a sejtek motilitasat ndveli. Ez a
stresszvalasz logikus, hiszen a baktérium nagyobb eséllyel képes eltavolodni a stressz
forrasatél. Bizonyitottuk, hogy ezt a hatast a DegS/DegU rendszer kozvetiti.
Eredményeinkkel kiegészilt a DegS/DegU kétkomponensli rendszernek a B. subtilis
motilitasaban jatszott szerepérdl a kép: azon tulmenden, hogy ez a szabalyoz6 rendszer
szilkséges a motilitas |étrehozasahoz (a flagellin bioszintéziséhez és 6sszeszerelddéséhez),
szerepet jatszik annak fenntartasaban is (megakadalyozza a baktériumok kitapadasat). A
DegS/DegU rendszer nem befolyasolta a mar kitapadt sejtek felszini hidrofilicitasat sé
stressz alatt.
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Eredményeink gyakorlati alkalmazasa

Az oxigén-limitaciés kisérletekben szerzett tapasztalatainkat felhasznalva, Iétrehoztunk egy
olyan készlléket, mely alkalmas a haztartasokban a tartésitashoz kulénbozé légkort igényld
(eltérd természetes baktérium-fléraval rendelkezd) éleimiszerek védégazas csomagolasara.
Ugyanebben a készulékben kilénleges légkort igénylé mikroorganizmusok is ndveszthetéek
Petri-csészén. Ez a készlilék rendelkezik egy pontos gaz-adagolé mechanizmussal, melyet
felhasznalva (az el6z6 készulék tovabbfejlesztéseképpen) létrehoztunk egy olyan gyégyszer
inhalaciés késziléket, amely képes mind poritott mind pedig folyékony gyoégyszer-
készitmények pontosan adagolt mennyiségeit belélegeztetni.
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