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KIVONAT

A taldlmédny uj Mycobacterium species muténsokra és
potencidlis antibiotikum-vektorok felismerésére szolgald
screenelési eljarasokban toérténd felhaszndlasukra vonat-
kozik. A taldlmadny szerinti Uj mutansokat az Jjellemzi,
hogy a sziderofdér 4&ltal kozvetitett vasfelvevd rendszer
komponenseit kd&édoldé gének inaktivédlva vannak. A gének
inaktivaléasat valamely aldbbi mddszerrel végzik el:
a) kémiai, 1illetve fizikai mutagénekkel torténdé muta-
genézis; b) "géncsere", azaz a teljes génnek vagy a gén
eqgy részének valamely marker-génre torténd lecserélése;
c) toérléses vagy beillesztéses inaktivalas; vagy d) a fen-
ti mdédszerek kombindlasa. Az 1ily mdédon nyert mutansok
olyan szideroférok screenelésére szolgald mdbdszereknél
alkalmazhatdk, amelyek az exokelin/mycobactin transzport
rendszertdl figgetlenil a Mycobacterium sejtbe transzpor-
tdlhaték, és ezdltal potencidlis antibiotikum-vektoroknak

tekinthetdk.
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Taldlmadnyunk targya Mycobacterium species mutdnsai

és felhaszndlasuk antibiotikum vektorok screenelése.

A mycobacterialis fert&zések egyre jelentdsebb prob-
l1émat képeznek. A helyzetet a rendelkezésre &llé kemote-
rapias szerekkel szemben széleskorl rezisztencidt mutatd
Mycobacterium térzsek fellépése sulyosbitja. Uj haté-
anyagok és hatasmechanizmusok iranti vizsgdlatok eldtérbe

keriltek.

A kemoterapias szerek antimycobakteridlis hatékony-
sdgat korlatozdé fontos tényezd a mycobacteridlis sejtfal
csekély permeabilitasa [Suzuki, A.E., Inamine, J.M.: Res.
Microbiol. 145, 210-213 (1994); Jarlier,V., Nikaido, H.:
FEMS Microbiol.Lett. 123, 11-18 (1994)].

A fenti akadaly kiklUszobolésének egyik metodikai
koncepcidja szerint az antibiotikumokat a patogén mikro-
organizmusok altal aktivan felvett vektorokhoz kapcsol-
Jak.

Fentemlitett vektorként vaskeldtorok (szideofédérok)
alkalmazhaték. A fertdzés helyén vashianyos korulmények
kozott sok patogén mikroorganizmus sziderofdérokat képez,
amelyek a kozegbe kivalasztddnak. A ferri-szideroférokat
specifikus receptorok a seijtfelilethez kotik és ATP-fiiggd
permedzok a sejt belsejébe szallitjak. Ismeretes, hogy
gram-negativ mikroorganizmusok az &ltaluk termelt szi-
derofdérokon kivil mas szervezetek altal termelt

sziderofdérok (xenosziderofdérok) felvételére is képesek.

A Mycobacteriumok vasfelvételi rendszerérdl viszony-

lag keveset ismerunk. [Attekintés: Wheeler, P.R.,



Ratledge, C.: Bloom, B.R. ed.: Tuberculosis, ASM Press,
Washington, DC, (1994)]. A sziderofdérok két tipusa is-
mert, éspedig a membranhoz kétott lipofil mycobactinok
[Snow, G.A.: Bacteriological Reviews 34, 99-125 (1970)]
és az extracelluldris hidrofil exokelinek [Macham, L.P.
et al.: J. Gen. Microbiol. 101, 41-49 (1977); Hall, R.,
Ratledge, C.: J. Gen. Microbiol. 133, 193-199 (1987)].
Meghatdroztdk a Mycobacterium smegmatis [Sharman et al.:
Biochem.J. 305,187-196 (1995)], M. neocaurum [Sharman et
al.:Chemistry & Biology 2,553-561 (1995)] és M. tubercu-
losis [Gobin et al.:Proc.Natl.Acad.Sci. USA 92, 5189-5193
(1995)] &ltal képezett exokelinek szerkezetét. Hasonld-
képpen kilonbdzé mycobactinok szerkezetét is meghatdroz-

tédk [Snow, G.A.: Bacteriol. Rev. 34, 99-125 (1970)].

Az exokelinek szintézisében és valdszinlleg a ferri-
-exokelin felvételében résztvevd elsd gént a M. smegmatis
esetében azonositottdk [Fiss, E.H. et al.: Molecular
Microbiology 14, 557-569 (1994)]. A taldlt négy ORF
(fxuA, fxuB, fxuC; nyitott leolvasd keret) kozil harombdl
levezetett fehérjék az enterobactin felvételében résztve-
vé E. coli membranfehérjéjével homoldgok. Ezért feltéte-
lezhetd, hogy ez esetben a ferri-exokelin-permedz alegy-
ségeirdl van szd. Funkciondlis bizonyitékot azonban erre
mindezideig nem taldltak. A negyedik ORF (fxbA) az
exokelin bioszintézisében résztvevd fehérjét kddol. Ezt

egy bioszintézis-mutans komplementdaldsaval bizonyitottéak.

Az exokelin/mycobactin rendszeren keresztil toérténd
vas-transzport-eljarast részleteiben nem jellemezték. A

xenoszideroférok Mycobacteriumok &ltal torténd felvételé-



r81 hasonldképpen kevés ismeret Aall rendelkezésére.
Mindezideig csupan azt igazoltak, hogy a M. smegmatis ki-
16nboz8 xenosziderofdrokat hasznositani képes [Matzanke,
B.F. et al.: BioMetals 10, 193-203 (1997)]. Jelenleg csu-
padn a Mossbauer-spektroszkédpia nagyon koltséges mdédszere-
ivel valaszolhaté meg az a kérdés, hogy ezek a xeno-
sziderofdérok specifikus felvevdrendszereken keresztil a
sejtekbe transzportdlhatdk-e és ezadltal potencidlis anti-
biotikum-vektoroknak tekinthetd&k-e [Matzanke, B.F.:
Hyperfine Interactions 112, 123-128 (1998)]. Ez a mobdszer
azonban screenelésre alkalmatlan, mert nagy anyagmennyi-
ségekre és nagyon koltséges berendezésre van szikség, va-
lamint az id&igény 1is magas. Ez a mddszer csupan kevés,
magas fokon specializalt laboratériumra korlatozott és

csak nagyon alacsony mintadtbocsdtast tesz lehetdvé.

Taldlményunk célkitlizése potencidlis antibiotikum-
vektorként szamitdsba jovd természetes mycobacteridlis
sziderofdrok, =xenosziderofdérok vagy kémiai analdgjaik
felvételének screenelésére szolgdldé nem-radioaktiv gazda-

sdgos és hatékony eljaras kidolgozéasa.

A fenti célkitdzést taldlmanyunk szerint oly mdédon
oldjuk meg, hogy olyan Mycobacterium mutdns szett-et &l-
litunk el8, amelynél az exokelin/mycobactin transzport
rendszer kiuloénboz46 komponensei ki vannak kapcsolva. Ez a
szett egy gyors és gazdasagos teszt-eljaras alapjat képe-

z1.

Taldlmanyunk térgya eljaras potencialis antibioti-
kum-vektorként szamitasba Jjové Mycobacteriumok screenelé-

sére, azzal Jjellemezve, hogy Mycobacterium-mutéansokat,



amelyekben a sziderofdér 4ltal kozvetitett vasfelvevd
rendszer komponenseit kédold géneket inaktivaltuk, az
exokelin/mycobactin transzport rendszertdl fiiggetlenil a
Mycobacterium sejtbe transzportdlt sziderofdédrok felisme-
rését lehetdvé tevé megfeleld teszt-eljarasndl alkalma-

zunk.

A tald&lmény szerinti megfeleld teszt-eljdrdsndl szi-
lard téaptalajon végzett novekedést-eldésegitd tesztet al-
kalmazhatunk. A teszt soran a muténsokat vashidnyos tap-
talajon tenyésztjik és a tesztelendd sziderofdrokat a
teszt-lemez korlatozott teriletére juttatjuk. Az emlitett
terlileteken a novekedés serkentése megmutatja, hogy a
teszt-anyagok A&ltal rendelkezésre bocsatott vasat a mu-

tédnsok felhaszndljdk-e vagy sem.

Meglepé médon azt talaltuk, hogy a fenti egyszery,
gyors és magas mintaatbocsatédsi screenelési mddszer se-
gitségével olyan sziderofdérok taldlhatdk, amelyek az
exokelin/mycobactin transzport-rendszertél figgetlenil a
sejtekbe juttathatdk. A talalmadny szerinti moédszerrel ki-
1onbdz8 mutansok felhasznalasa révén olyan sziderofdrok
screenelhetdk, amelyek exokelinnel vagy mycobactinnal nem
alakitanak ki ligandcserét. Potencidlis antibiotikum-vek-
torként csak az ilyen sziderofdérok Johetnek tekintetbe,
mert ezek az anyagok masként nem transzportdlhatdk a sej-
tekbe. A taldlmdnyunk szerinti screenelési modédszer nincs
szilard téptalajon végzett novekedést eldésegitd tesztekre
korlatozva, hanem folyékony taptalajban végrehajtott no-

vekedést eldsegitd tesztekkel is végrehajthatd.



A talalmany szerinti eljarasnéal az exoke-
lin/mycobactin transzport rendszer egyes komponenseiben
blokkolt kilénbdz8 mutansok felhaszndldsa révén lehetdség
nyilik tovabbi informacidk szerzésére abban a tekintet-
ben, hogy a transzport rendszer egyes komponensei milyen
mértékben vesznek részt a xenosziderofdérok felvételében.
A technika all&sa szerint ismert eljarasok
- Moéssbauer-spektroszképia (Fe’’-el) vagy radioaktiv
Fe’>-~transzport a baktériumsejtekbe térténd vasfelvétel
jellemzésére - segitségével ilyen informacidk nem voltak
szerezheték. A taldlmanyunk szerinti eljards tovabbi els-
nye, hogy radioaktiv vagy dusitott stabil izotdépok alkal-

mazadsara nincs szlkség.

A taldlmanyunk szerinti screenelési eljarasnal fel-
haszndlt Mycobacterium mutansokat oly mdédon allitjuk eld,
hogy a sziderofdér altal kozvetitett vasfelvétel-rendszer
komponenseit kédold géneket inaktivaljuk. A gének inakti-
valasat onmagaban ismert médon a kovetkezd8képpen végez-
hetjik el: a) kémiai, illetve fizikai mutagénekkel vég-
zett mutagenézis; b) "géncsere", azaz a teljes gén, il-

letve a gén részeinek valamely marker-génnel (pl. anti-

biotikum rezisztencia-marker-génnel) vald lecserélése;
c) beillesztéssel torténd inaktivalés (valamely mar-
ker-gén - pl. antibiotikum marker-gén - beillesztésével

torténd inaktivaléds) vagy torléssel végzett inaktivalés
(a gén egy részének vagy a teljes gén torlésével végzett

inaktivaléds); vagy d) a fenti mdédszerek kombindléasa.

Az exokelin/mycobactin transzport-rendszer lehetdség

szerint &sszes fontos komponensét magaban foglald muténs-



spektrum termeléséhez a ferri-exokelin-felvevdégén teljes
clusterének ismerete ajanlatos. Ezért egy Mycobacterium
smegmatis térzs [M. smegmatis mc? 155; [Snapper et al.:
Mol Microbiol 4, 1911-1919 (1990)] fxuC-val szomszédos
kromoszdémadarabjat klénozzuk, majd taldlmanyunk keretén
belil egy uj ORF-t (fxuD) azonositunk, amely nagy vald-
szinlséggel a ferri-exokelin-felvevégén clusteréhez tar-
tozik. Az 1. &bran az ismert négy ferri-exokelin-fel-
vevégén gén-clusterének restrikcidés térképét tiuntetijlk
fel. A 2. 4&bran az fxuC-al szomszédos kromoszdmadarab
nukleotid szekvencidjdt és az fxuD levezetett aminosav

szekvencidjat abrazoljuk.

A taladlményunk szerinti screenelési mdbdszert példa-
szerllen smegmatis mutansok felhaszndldsadn mutatjuk be. Az
emlitett species helyett analdg médon mds gyorsan néveke-
d8 Mycobacterium speciesek pl. Mycobacterium phlei, M.
vaccae, M. aurum, M.fortuitum vagy M. chelonae megfeleld
mutdnsai 1is felhasznalhatdék. Ezenkivil lassan ndveked§
Mycobacterium fajok, mint pl. M. bovis, M. avium vagy M.

tuber-culosis is alkalmazhatdk.

Az aldbbi  Mycobacterium smegmatis torzseket a
,Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH”, Mascheroder Weg 1B, D-38124 Braunschweig (DSMZ)
intézménynél 1998.04.02.-&n letétbe helyeztiik: Myco-
bacterium smegmatis M24 (DSM 12084), M. smegmatis Bl
(DSM 12085) és Escherichia coli TOP10F’ pGS4 (DSM 12083).

Taladlméanyunk targya tovabba Mycobacterium-speciesek
mutansai, amelyeket az jellemez, hogy a mycobactin bio-

szintézisében résztvevd géneket inaktivaltuk és/vagy az



exokelin altal kozvetitett vasfelvétel komponenseit koédo-
16 géneket géncsere, torléses inaktivalas vagy beillesz-
téses aktivalas altal kikapcsoltuk.

Talalmanyunk eldnyds kiviteli alakja olyan Mycobac-
terium mutansokra vonatkozik, amelyeknél a mycobactin
bioszintézisben résztvevd géneket inaktivaltuk.

Talalmanyunk tovabbi elényds kiviteli alakja olyan
Mycobacterium mutansokra vonatkozik, amelyeknél az
exokelin altal kozvetitett vasfelvevd rendszer komponen-
seit kédold egy vagy tobb fxbA, fxuA, fxuC és fxuD gént
géncsere, torléses inaktivalds vagy beillesztéses inakti-
valas utjan kikapcsoltuk és amelyeknél adott esetben a
mycobactin bioszintézisében résztvevd géneket 1is inak-
tivaltuk.

Taldlmanyunk targya kUldndsen a példakban ismerte-
tett Mycobacterium mutéansok, els&sorban a Mycobacterium
smegmatis muténsai.

Talalmanyunk tovabbi részleteit az alabbi példdkban
ismertetjik anélkil, hogy taldlmanyunkat a példakra kor-
latoznank.

Az abrdk a példadk tovabbi részleteinek ismertetésére
szolgdlnak és magyardzatuk a kovetkezd:

1. abra: az exokelin-gén cluster restrikcids térképe.

2. abra: az fxuD gén nukleotid szekvencidja a szegélyezd
tartoméanyokkal.

adbra: az fxbA torlésére szolgdld konstrukciéd.

abra: az fxuA torlésére szolgald konstrukcid.

abra: a pGS52 plazmid restrikcids térképe.

abra: a pGS4l plazmid inzertje.

abra: a pGS56 plazmid inzertje.

o J o o W

abra: a pGS57 plazmid restrikcids térképe.



Példak
1. példa

Mycobacterium smegmatis M24 mutans termelése

A mycobactin Dbioszintézisének fontos funkcidiban
blokkolt mutéans termelése soran a Mycobacterium smegmatis
mc? 155 térzset [Snapper et al.: Mol Microbiol 4,
1911-1919 (1990)] N-nitrozometil-N-nitro-guanidinnal vég-
zett kémiai mutagenézisnek vetjik ald. A tuléld sejtek
kozul a M. smegmatis M24 mutanst (DSM 12084) hianyzé
UV-fluoreszcencia alapjan 1izolaljuk. A hidnyzdé myco-
bactin-felhalmozast HPLC és elektrospray—tdmegspektro-

metria segitségével igazoljuk. A mutagenézis az exokelin-

-bioszintézist nem befolyasolja.

2. példa

Mycobacterium smegmatis Bl és B3 mutans termelése

Az fxbA gén torlését '"géncserével" végezziik el,
amelynek sordn a teljes gént pUC4K-bs1 (Pharmacia
Biotech Europe GmbH) szarmazd kanamycin-rezisztencia ka-
zettara cseréljlik. Az ehhez szikséges pGS31 plazmidot

(3. abra) a kovetkezdképpen épitjik fel:

A tdorlendd génnel szomszédos, az M24 mutéansban levd
kromoszémadarabot mint 507 bp nagy B7/8 fragmenst, il-
letve 758 bp nagy B5/6 fragmenst PCR segitségével nyer-
juk. A PCR-hez "primer"-ként az aldbbi oligonukleotidokat

alkalmazzuk:
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B7/8 fragmens: CAGGATCCATTGGTAAGCCTTACC Seq ID Nr. 1
GATCTAGAGCTGGTTCAGGGCGATG Seq ID Nr. 2
B5/6 fragmens: ACGAATTCACACGCCAGAGAACGC Seq ID Nr. 3
CAGGATCCTGATCTGGCARATTCCAG Seq ID Nr. 4

Ennek soréan a mesterséges restrikciés helyeket be-
visszlk, amelyek mindkét fragmensnek a kromoszdémaban le-
vével azonos orientdcidban, a kanamycin-rezisztencia ka-
zettaval szomszédosan a pUCl1l8 vektorba (Boehringer
Ingelheim Bioproducts) torténé kldénozasat lehetdvé te-

szik. Ezaltal a pGS31 vektor keletkezik (3 &bra).

Az M.smegmatis mc? 155 és M24 tdrzset a pGS31
plazmiddal transzformdljuk és a kanamycin-rezisztens
transzformatumokat kanamycintartalmi téaptalajon szelek-
taljuk. Megvizsgdljuk a klénok exokelin-bioszintetizald

? 155 transzformatumokbél az M.smegmatis

képességét. Az mc
Bl (DSM 12 085) klént és az M24 tdérzs transzformdtumabdl
az M.smegmatis B3 klént izoldljuk, amelyekbdl exokelin
nem valasztddik ki. PCR segitségével igazoljuk, hogy a
talalt exokelin-negativ fenotipus az fxbA génnek a
kanamycin-rezisztens kazettdra torténd kicserélésén ala-
pul. Ezt a cserét a pGS3l-be klénozott kromoszomdlis

fragmensek és a kromoszéma homoldég tartomadnyai kozotti

homoldég rekombinacidval végezzik el.

A Bl klén a Fiss és tsai 4&ltal publikdlt fxbA-mu-
tanst6l abban kidlénbozik, hogy mig utébbindl egy kémiai
mutagenézis altal létrehozott nem jellemzett mutdcid jat-
szbédott le, addig a Bl esetében a mutacidé stabilitdsat

egy definialt géncsere garantalja.
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3. példa

Mycobacterium smegmatis Ul mutans termelése

Az fxuA gén toérlését a 2. példadval analdég médon
"géncserével" végezzik el. Az ehhez sziikséges pGS22

plazmidot a koévetkezd&képpen épitjik fel:

Az fxuA génnel szomszédos kromoszémadarabot a M24
mutansban 768 bp nagy Ul/5 fragmensként, illetve 755 bp
nagy U6/7 fragmensként PCR seglitségével nyerjik. A
PCR-hez primerként az alédbbi oligonukleotidokat alkalmaz-

zZuk:

Ul/5 fragmens: ACGAATTCGAGATCCTCGGCATCAAC Seq ID Nr.
CAGGATCCTGGCGCTTCCCGAAATC Seq ID Nr.
U6/7 fragmens: GAGGATCCTGAAAGAACATATGACTC Seq ID Nr.

O N O !

TATCTAGACAAGATCGGCCGACATC Seq ID Nr.

Ennek soran a mesterséges restrikcidés helyeket be-
visszik, amelyek mindkét fragmensnek a kromoszémédban le-
vében azonos orientdcidban, a kanamycin-rezisztencia ka-
zettaval szomszédosan a pUC118 vektorba torténd kléno-
zasat lehetdvé teszik. Ezdltal a pGS22 (4. &bra) keletke-
zik. Az M24 tOrzset a pGS22 plazmiddal transzformaljuk és
a kanamycin-rezisztens transzformdtumokat megfeleld tap-
talajon szelektdljuk. Az M.smegmatis Ul torléses mutanst
ezekb8l a klonokbdél a fenotipusa alapjan szelektéljuk.
Ennek soran kanamycin-rezisztens transzformdtumokat a
példaban leirt teszt-eljdrassal olyan klénokra scre-
eneliink, amelynek a novekedését exokelin nem segiti el8.
Az fxuA torlése ahhoz vezet, hogy az Ul mutdns ferro-

-exokelin felvételére mér nem képes. A taladlt fenotipus
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alapjaul szolgald cserét - nevezetesen az fxuA kanamycin-
-rezisztens kazettdra homoldg rekombinacidval tdrténd le-

cserélését - PCR segitségével bizonyitjuk.

4. példa

Mycobacterium smegmatis U5 mutans termelése

Az fxuC gén inaktivalasat kanamycin-rezisztencia ka-
zettanak a génbe torténd integrdlasadval végezzik el. Az
fxuA-ra és fxuB-re gyakorolt poldros hatasok elkeriilése
céljabdél a kanamycin-rezisztencia gén transzkripcidés ira-
nyat az fxuC-vel ellentétesen valasztjuk meg. Ezért a 725
bp nagy KpnI-PstI-fragmenst (1. fragmens, 1. abra)
puCll8-ba alkldénozzuk. Az 1. fragmenst az E. coli TOP1O0F’
pGS4-bd&l (DSM 12083) nyerhetdé pGS4-bél nyerjik. A pGS4
egy puCll8-szarmazék, amelynek az inzertje az 1. frag-
mensnek és 3. fragmensnek az 1. abran feltintetett tar-
tomanyat tartalmazza. A kanamycin-rezisztencia kazettat a
belsé BamHI-restrikcidés helyen a megfeleld orientacidban
kldénozzuk. Ennek sordn a pGS52 plazmid keletkezik (5. &b-
ra). Az M24 torzset pGS52-vel transzformaljuk és a
kanamycin-rezisztens transzformdtumokat megfeleld tapta-
lajon szelektaljuk. Az M.smegmatis U5 beillesztéses mu-
tanst ezekb&l a klénokbdl fenotipusa alapjan szelektal-
juk. Ennek soran a kanamycin-rezisztens transzformatumo-
kat a példaban leirt teszt-eljards segitségével olyan
klénokra screeneljlik, amelyeknek a ndvekedését exokelin
nem segiti eld. Ennél a mutansndl az fxuC gént homolég
rekombinacidéval a kromoszémdba a pGS52-vel szemben
klénozzuk ¢és KanR Dbeillesztésével fxuC inaktivalt ké-

piajara kicseréljiuk. A KanR-nek az fxuC-be torténé beil-
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lesztése ahhoz vezet, hogy az U5 mutans ferri-exokelin
felvételére mar nem képes. A taldlt fenotipus alapjéan

feltételezett integralddast PCR segitségével bizonyitjuk.

5. példa

Mycobacterium smegmatis U7 mutans termelése

Az fxuA-ra, fxuB-re és fxuC-re kifejtett polarcs ha-
tasok elkerllése végett és abbdl a célbdl, hogy az fxuD-
-fxuA cluster kifejezésének szabdlyozasat ne befolyadsol-
juk, az fxuD inaktivadldsat oly médon végezziik el, hogy
egy 325 bp nagy fragmenst a gén 5’ végétdsl 69 bp-vel

kezd&édéen torlink.

E  célbdl a pGS4-bsl szarmazd 1737 bp nagy BamHI-
-fragmenst (2. fragmens, 1. &bra) pUCll18-ba alkldénozzuk.
Ekkor a pGS41 keletkezik (6. abra). A pGS4l-et BspMII-vel
vagjuk és ujraligaljuk, amikoris pGS56 keletkezik (7. &ab-
ra). A kanamycin-rezisztens kazettanak a pGS56 Bgl II-
-helyébe toérténd kldénozasadval a pGSS57-et képezzik (8. &b-
ra). Az M24 torzset pGS57-el transzformdljuk és a
kanamycin-rezisztens transzformatumokat megfeleld tépta-
lajon szelektaljuk. Ezekbdél a klénokbdl az M.smegmatis U7
beillesztéses muténst, amelynél az fxuD gént homoldg re-
kombinacidéval a torolt képidra kicseréltiik, PCR segitsé-
gével szelektaljuk. Ennél a muténsndl a kanamycin-re-
zisztens kazetta az fxuD-fxuB cluster promotor-tartomanya
elétt wvan a kromoszémadba integralva. Ezaltal az fxu-
-cluster kifejezésére gyakorolt poldros hatdsok ki vannak

zarva.
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6. példa

Potencialis antibiotikum vektorok screenelési eljarasa

A taldlmany szerinti mutansokat tapagaron (12 g
Oxoid 1.sz. taptalaj per liter) 35-37 °C-on 48 6ran at te-
nyésztjik, majd elszegényitett taptalajban (50 ml glice-
rin, 8,5 g NaCl/liter; pH 7,2) szuszpendaljuk. A szusz-
penzié sejtslrilisege kb. 3x108/ml. A fenti szuszpenzidbdl
1,5 ml-t 99 ml bioteszt-agarral dsszekeveriink (20 ml gli-
cerin, 5 g L-aszparagin, 5 g KH,POs; per liter kétszer
desztillalt viz, pH 7,5 2 % aluminium-oxid hozzéadasa
utan 121 °C-on 15 percen &t sterilezzuk; szirjuk; a pH-t
6,8-ra allitjuk be; 12 g agar Nr. 1 (Oxoid) hozzaadasa
utan 121 °C-on ismét sterilezzik; kdzvetleniil a beoltés
elétt a taptalajhoz az alabbi komponenseket adjuk: 0,46
ng/ml zZn®*, 0,1 pg/ml Mn2*, 0,04 mg/ml Mg®', 1 pg/ml CaCl; x
2H,0, 0,2 pg/ml NapMoOs X 2H,0, 0,2 pg/ml CuSOgq x SH20 és
0,4 pg/ml CoCly x 6H20, valamint 10 puM etiléndiamin-di-(o-
hidroxi-fenil-ecetsav). A kapott szuszpenziét Petri-csé-
székbe toltjuk. Az agar megkeményedése utan a feliletre a
vizsgalt anyag oldataval atitatott szlrdépapir korongokat
(Atméré 5 mm) helyezink. A szlrépapir korongokon kiala-
kult gatlasi zénakat 35-37 °Cc-on végzett 2 napos inkubalas

utdn megmérjuk.

Az Ul-U7 mutansok novekedési zdénai pl. azt mutatjak,
hogy a vizsgalt xeroszideroforok felvétele az exokelin-

-mycobactin transzport rendszer ©sszes mindezideig ismert
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komponensét&l filiggetlenul jatszdédik le. A Bl muténs ese-
tében a novekedési zéna a myobactinnel torténd ligand-
cserét mutat, mig az M24 mutéans esetében a novekedési z6-

na az Ul muténs hidnyzé novekedése mellett exokelinnel

tdrténé ligandcserét jelez.
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SZEKVENCIALISTA

<110> Grinenthal GmbE

<120> Mycobacterium species mutansai és felhaszn&lasuk antibio-

tikum vektorok screenelésére

<130> Griinenthal HKI 2806

<140>

<141>
<160> 10
<170> PatentlIn Ver. 2.1

<210> 1
<211> 24
<212> DNA

<213> Mycobacterium smegmatis

<400> 1

caggatccat tggtaagcct tacc 24

<210> 2
<211> 25
<212> DNA

<213> Mycobacterium smegmatis
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<400> 2

gatctagagc tggttcaggg cgatg

<210> 3
<211> 24
<212> DNA

<213> Mycobacterium smegmatis

<400> 3

acgaattcac acgccagaga acgc

<210> 4
<211> 25
<212> DNA

<213> Mycobacterium smegmatis

<400> 4

caggatcctg atctggcaat tccag

<210> 5
<211> 26
<212> DNA

<213> Mycobacterium smegmatis

<400> 5

acgaattcga gatcctcggc atcaac

<210> 6

<211> 25

25

24

25

26
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<212> DNA

<213> Mycobacterium smegmatis

<400> 6

caggatcctg gcgcttcccg aaatc

<210> 7
<21l> 26
<212> DNA

<213> Mycobacterium smegmatis

<400> 7

gaggatcctg aaagaacata tgactc

<210> 8
<211> 25
<212> DNA

<213> Mycobacterium smegmatis

<400> 8

tatctagaca agatcggccg acatc

<210> 9
<211> 1482
<212> DNA

<213> Myccbacterium smegmatis

<220>

<221> CDS

25

26

25
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<222> (446) ..(1480)

<400> 9

gatctcgtcg ggggtatcga agtgacgttg gcggatcggg attgaaccgt tttggagaac 60
cgcccctcag tggggtaatc tcgctgctcg gttgatccac tattcgggcc tatagctcag 120
gcggttagag cgcttcgctg ataacgaaga ggtcggaggt tcgagtcctc ctaggcccac 180
gacgccggtc tgccggtgat caccgaaagg gtgtgccatg cggtttgtgg tgttggctgt 240
tgtggcggct gtggcggtga tcgtctggcg atcacgacac ggccaagagg tttggcatcg 300
ggcgggttga accgacctga cagctagggc cttagctcag ttggtagaag cagctgcctt 360
tgcaaggcag atgtcaggag ttcgaatctc ctaggctcca caatcaagag aatctcccaa 420

agttggttag gttaccctca gctgt gtg agc ttc tcg tat gcg tcc gtc atc 472
Val Ser Phe Ser Tyr Ala Ser Val Ile
1 5

gag acc aag gcg ctc aac ccc cgg atg gtc cgg atc acc ctt cag gtc 520
Glu Thr Lys Ala Leu Asn Pro Arg Met Val Arg Ile Thr Leu Gln Val

10 15 20 25
gag gac ccc gct tcc ctc gac gtg cag cag gcc gcc gac tcg gca gtc 568
Glu Asp Pro Ala Ser Leu Asp Val Gln Gln Ala Ala Asp Ser Ala Vval

30 35 40
gcg gtc ttc atg ccc ggc acc gac gag ggc cgc aac tac tcc gta cgc 616
Ala Val Phe Met Pro Gly Thr Asp Glu Gly Arg Asn Tyr Ser Val Arg
45 50 55

cgc cag cgc ggc gat ctg ctc gac ctc gac gtg gtg ctg cac gcc cgc 664

Arg Gln Arg Gly Asp Leu Leu Asp Leu Asp Val Val Leu His Ala Arg
60 65 70

ggt gtg ggg acc gac tgg gcg gcg cga acc cgg ccc ggt gac cgc gtc 712

Gly Vval Gly Thr Asp Trp Ala Ala Arg Thr Arg Pro Gly Asp Arg Val
75 80 85

ggc ctc gac cac gca cgc tcg tgg tac cgc ccg gac ccg gcc gcg cag 760



Gly
90

tgg

Trp

atc

Ile

gtc

Val

€gg

Arg

ctg
Leu
170
tgc

Cys

ctc

Leu

tgg

Trp

tcg

Ser

Leu

cag

Gln

ctc

Leu

gcc

Ala

ttg
Leu
155
gcc

Ala

tgg

Trp

agg

Arg

agg

Arg

gat
Asp

235

Asp

ctg

Leu

gaa

Glu

gaa
Glu
140
gtc

Val

acg

Thr

ttc

Phe

999

Gly

ttc
Phe
220
gtg

val

His

ttg

Leu

gag
Glu
125
gcg

Ala

acg

Thr

ctg

Leu

gcg

Ala

ctg
Leu
205
gac

Asp

ttg

Leu

Ala

atc
Ile
110
gtg

Val

cag

Gln

tcg

Ser

gtg

Val

ggt
Gly
190

999

Gly

tcc

Ser

gcg

Ala

Arg
95
acc

Thr

tct

Ser

gat

Asp

atc

Ile

cgt
Arg
175
gaa

Glu

tac

Tyr

gag

Glu

gtg

Val

Ser

gac

Asp

ccg

Pro

ctc

Leu

999
Gly
160
gag

Glu

gcc

Ala

cag

Gln

acc

Thr

Trp

ctg

Leu

gaa

Glu

gac
Asp
145
acg

Thr

ctg

Leu

gca

Ala

aac

Asn

20

Tyr

tcc

Ser

gtc
Val
130
tac

Tyr

ggt

Gly

gcc

Ala

gag

Glu

gaa
Glu
210
gat

Asp

cgt

Arg

Arg

999
Gly
115
ccc

Pro

ctg

Leu

aac

Asn

ctg

Leu

teg
Ser
195
caa

Gln

gcce

Ala

gca

Ala

Pro
100
ctg

Leu

gtg

Val

ccg

Pro

ggc

Gly

ccg
Pro
180
cgc

Arg

ctc

Leu

gca

Ala

ctc

Leu

Asp Pro

ccg

Pro

acg

Thr

gcg

Ala

aac
Asn
165

cgg

Arg

gcg

Ala

gac

Asp

ttc

Phe

gcc

Ala

gcc

Ala

gtg

Val

cat

His

150

gcg

Ala

gat

Asp

gtc

Val

atc

Ile

gct

Ala

230

gaa

Glu

Ala

acc

Thr

atc
Ile
135
ccg

Pro

ccg

Pro

cgc

Arg

agg

Arg

acg
Thr
215
ctg

Leu

ggc

Gly

Ala

gcg
Ala
120
gcc

Ala

cag

Gln

agc

Ser

ggc

Gly

aag
Lys
200

ggt

Gly

gtg

val

aag

Lys

Gln
105
cgc

Axrg

gag

Glu

gcg

Ala

gaa

Glu

tac
Tyx
185
tat

Tyr

tac

Tyr

gaa

Glu

999

Gly

808

856

904

952

1000

1048

1096

1144

1192



gac
Asp
250
ctg

Leu

cgt

Arg

gcg

Ala

tcc

Ser

tgg
Trp

330

ca

aaa

Lys

tga

aac

Asn

atg

Met

acg
Thr
315
atc

Ile

gtg

Val

tag

cac

His

tgc

300

gtc

Val

gtc

Val

<210> 10

<211> 205

<212> PRT

gct

Ala

gtg

Val

cgg
Arg
285
atc

Ile

tgg

Trp

cac

His

ttc

Phe

atc
Ile
270
gct

Ala

gcg

Ala

cag

Gln

gac

Asp

gag
Glu
255
acg

Thr

gtc

Val

agc

Ser

gcc

Ala

ctg
Leu

335

gag

Glu

cag

Gln

gga

Gly

ctc

Leu

gtc
Val
320

cgg

Arg

- 21

ttc

Phe

gca

Ala

ctg

Leu

gcg
Ala
305
acc

Thr

atc

Ile

<213> Mycobacterium smegmatis

<400> 10

Ala Gln Asp Leu Asp Tyr Leu Pro Ala His Pro Gln Ala Arg Leu Val

1

5

gac

Asp

ccg

Pro

gcc
Ala
290
atc

Ile

gac

Asp

ctc

Leu

gag

Glu

ctc
Leu
275
gtc

Val

ggc

Gly

tac

Tyr

tag

10

gcc
Ala
260
gca

Ala

gcg

Ala

acg

Thr

cgc

Arg

agt
Ser

340

tgc

Cys

ccg

Pro

aca

Thr

cag

Gln

gac
Asp
325
cga

Arg

gag

Glu

ccg

Pro

gtc

Val

aac
Asn
310
atc

Ile

cct

Pro

cga

Arg

cgc

Arg

gtt
Val
295
gtc

vVal

ggc

Gly

gca

Ala

atc

Ile

gcc
Ala
280
ctg

Leu

tcg

Ser

gac

Asp

ggc

Gly

15

ggt
Gly
265
gcg

Ala

gtc

Val

ttg

Leu

cag

Gln

atg
Met

345

1240

1288

1336

1384

1432

1480

1482



Thr

Leu

Ala

Leu

65

Asp

Leu

Ala

val

Arg

145

Ile

Trp

His

Ser

Val

Gly

50

Gly

Ser

Ala

Phe

Ile

130

Ala

Ala

Gln

Asp

Ile

Arg

35

Glu

Tyr

Glu

Val

Glu

115

Thr

val

Ser

Ala

Leu

195

Gly

20

Glu

Ala

Gln

Thr

Tyx

100

Glu

Gln

Gly

Leu

Val

180

Arg

Thr

Leu

Ala

Asn

Trp

85

Glu

Phe

Ala

Leu

Ala

165

Thr

Ile

Gly

Ala

Glu

Glu

70

Asp

Arg

Asp

Pro

Ala

150

Ile

Asp

Leu

Asn

Leu

Ser

55

Gln

Ala

Ala

Glu

Leu

135

val

Gly

Tyr

Gly Asn Ala
25
Pro Arg Asp
40

Arg Ala val

Leu Asp Ile

Ala Phe Ala
90
Leu Ala Glu
105
Ala Cys Glu
120

Ala Pro Pro

Ala Thr Vval

Thr Gln Asn

170

Arg Asp Ile
185

Ser Arg Pro

200

Pro

Arg

Arg

Thr

75

Leu

Gly

Arg

Arg

Val

155

Val

Gly

Ala

Ser

Gly

Lys

60

Gly

Val

Lys

Ile

Ala

140

Leu

Ser

Asp

Gly

Glu

Tyxr

45

Tyr

Tyr

Glu

Gly

Gly

125

Ala

Val

Leu

Gln

Met

205

Leu

30

Cys

Leu

Trp

Ser

Asp

110

Leu

Arg

Ala

Ser

Trp

190

Ala

Trp

Arg

Arg

Asp

95

Lys

Asn

Met

Thr

175

Ile

Thr

Phe

Gly

Phe

80

val

val

His

Cys

160

val

val



Szabadalmi igénypontok

1. Mycobacterium species mutansok, a z z al
j el l emez v e, hogy a mycobactin bioszintézisében
résztvevd gének inaktivalva vannak és/vagy az exokelin
4ltal kozvetitett vasfelvétel rendszer komponenseit kédo-
16 gének géncsere, torléses inaktivalas vagy beilleszté-

ses inaktivalas &ltal ki vannak kapcsolva.

2. Az 1. igénypont szerinti Mycobacterium species
mutansok, a z z a 1 j e 1 1 e m e z v e, hogy a

mycobactin bioszintézisében résztvevd gének inaktivéalva

vannak.
3. A 2. igénypont szerinti Mycobacterium species
mutansok, a z z a 1 j el leme z v e, hogy a gének

inaktivalasa valamely alabbi mdédszerrel torténik:

a) kémiai, illetve fizikai mutagénekkel torténd muta-
genézis,
b) géncsere,
c) beillesztéses vagy torléses inaktivaléas; vagy
d) a fenti moédszerek kombinalésa.
4. Az 1. igénypont szerinti Mycobacterium species
mutdnsok, a z z a 1 j el 1 e me z v e, hogy az

exokelin altal kozvetitett vasfelvétel rendszer komponen-
seit kédold egy vagy toébb gén géncsere, tdrléses inakti-
vadlas vagy beillesztéses inaktivalas altal ki van kap-
csolva és adott esetben a mycobactin bioszintézisében

résztvevd gének is inaktivalva vannak.
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5. Az 1. igénypont szerinti aldbbi Mycobacterium
species mutansok: M. smegmatis, M. phlei, M. vaccae,
M. aurum, M. fortuitum, M. chelonae, M. bovis, M. avium,
M. neocaurum, M. gordonae, M. flavescens, M. tuberculosis

mutansai, vagy exosziderofdrokat képezd mas Mycobacterium

torzsek mutansai.

6. Az 1. igénypont szerinti Mycobacterium smegmatis

M24 (DSM 12084) mutans.

7. Az 1. igénypont szerinti Mycobacterium smegmatis
Bl mutans (DSM 12085) a z z a 1 j el l emezyvVv e,
hogy a mc? 155 toérzsnél az fxbA gén a pGS3l plazmid in-
zertjével végzett, a 3. &bran feltintetett homoldg rekom-

bindcidé &ltal a kanamycin-rezisztencia kazettédra ki van

cserélve.
8. Az 1. igénypont szerinti Mycobacterium smegmatis
B3 muténs, a z z a 1l j el l emez v e, hogy a M24

torzsnél a fxbA gén a PGS31 plazmid inzertjével végzett,
a 3. A&bran feltintetett homoldég rekombinacid 4&ltal a

kanamycin-rezisztencia kazettdra ki van cserélve.

9. Az 1. igénypont szerinti Mycobacterium smegmatis
Ul muténs, a z z a 1 j el leme z v e, hogy az M24
tdérzsnél az fxuA gén a pGS22 plazmid inzertjével végzett,
a 4. A&bran feltintetett homoldg rekombindcidé altal a

kanamycin-rezisztencia kazettéara ki van cserélve.

10. Az 1. igénypont szerinti Mycobacterium smegmatis
U5 muténs, a z z a 1l j el lemez v e, hogy az M24

térzsnél az fxuC gén kifejezése a pUC4K-bdl szarmazd
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kanamycin-rezisztencia kazettdnak a pGS52 plazmid inzert-
jével az 5. abran feltintetett médon végzett homoldg re-
kombindciéjaval torténd integracid &ltal meg van szakit-

va.

11. Az 1. igénypont szerinti Mycobacterium smegmatis
U7 muténs, a z z a 1l jelleme z v e, hogy az M24
torzsnél az fxuD gén részei a pGS56 plazmid inzertjével a
6-8. abran feltintetett médon végzett homoldg rekombina-

cid altal tordolve vannak.

12. Eljaréas potencidlis antibiotikum vektorok scre-
enelésére, a z z a 1l jell emez v e, hogy vala-
mely, az 1.-11. igénypontok barmelyike szerinti mutanst
az exokelin/mycobactin transzport-rendszertdl fiuggetlentl
a Mycobacterium sejtbe transzportdlt sziderofdérok felis-

merését lehetévé tevd teszt-eljdrasndl alkalmazunk.

13. A 12. igénypont szerinti eljaréas, a z z a 1
i el leme z v e, hogy szilard vagy folyékony vashia-
nyos taptalajon végzett novekedést eldsegitd teszt-el-

jarast alkalmazunk.

A bejelentd helyett

a meghatalmazott:

apik-Urhan Laszio
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2. abra

Az fxU gén nukleotid szekvenciaja a szegélyezd tartomanyokkal az fxuD és

15
90

30
135

4S5
180

60
225

75
270

90
315

105
360

120
405

135
450

150
495

165
540

180
58S

195
630

210
675

fxuC levezetett aminosav-szekvenciait a nukleotid szekvenciak felett

FxuD
TGT

AAC

TCC

ATG

CGC

GTG

GGC

CAG

GCG

ATC

CAT

AAC

CCG

TCG

GAA

CAA

GTG

CCc

CTC

CCcC

CTC

TGG

CcGC

GCC

CcCG

GCG

CGG

CGC

TCA

AGC

CGG

GAC

GGC

GAT

ACC

GAC

CAG

ATC

GAG

CAG

CCG

GAT

GCG

AGA
TTC
ATG
GTG
ACC
CTG
GAC
CAC
CTG
CTC
pTC
GCG
AGC
CGC

GTC

GAC

GAA

S
TCG

v
GTC

Q
CAG

D
GAC

L
CTC

W
TGG

A
GCA

L
TTG

E
GAA

A
GCC

R
CGG

E
GARA

G
GGC

R
AGG

I
ATC

tintetjuk fel.

TCT CCC AAA

Y
TAT

A S
GCG TCC

R
CGG

I T
ATC ACC

A A
GCC GCC

Q
CAG

E
GAG

G R
GGC CGC

D
GAC

L D
CTC GAC

A
GCG

A R
GCG CGA

R
CGC

S W
TCG TGG

I
ATC

T D
ACC GAC

E
GAG

v S
GTG TCT

A Q
GAA GCG CAG
v T
TTG GTC ACG
A T
CTG GCC ACG
C W
TAC TGC TGG
K Y L
AAG TAT CTC
T

G Y

ACG GGT TAC

GTT

GTC

CTT

GAC

AAC

GTG

ACC

TAC

CTG

CCG

GAT

TCG

CTG

TTC

AGG

TGG

)
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GGT TAG GTT
E T
ATC GAG ACC
v E
CAG GTC GAG
A v
TCG GCA GTC
S \"
TAC TCC GTA
L H
GTG CTG CAC
P G
CGG CCC GGT
p D
CGC CCG GAC
G L
TCC GGG CTG
v P
GTC CCC

D Y
CTC GAC TAC
G T
ATC GGG ACG
R E
GTG CGT GAG
G E
GCG GGT GAA
L G
GGG CTG GGG

R F D

AGG

TTC GAC TCC

ACC CTC AGC

K

AAG GCG CTC

D

GAC CCC GCT

A

GCG GTC TIC
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