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Roviditések jegyzéke

ROVIDITESEK JEGYZEKE

AMP Antimikrobialis peptid (Antimicrobial Peptide)

BAC bakterialis mesterséges kromoszoma (Bacterial Artificial Chromosome)

CAMP kationos antimikrobialis peptid (Cationic Anitimicrobial Peptide)

cDNS komplementer DNS

CDS gént kodolo DNS szekvencia (Coding DNA Sequence)

CFU kolonia formald egység; (Colony-Forming Units)

CTC 5-cyano-2,3-di-4-tolyl tetrazolium chloride (redoxi festék )

DNS dezoxiribonukleinsav

dsDNS kettdsszala DNS (double stranded DNA)

EST kifejez6dott szekvenciadarab (Expressed Sequence Tag)

GRP glicin-gazdag fehérje (Glycine-Rich Protein)

IRLC Inverted Repeat-Lacking Clade

KEGG adatbazis (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)

M. truncatula Medicago truncatula (vad tipus)

NCBI National Center for Biotechnology Information database

NCR gumo-specifikus  cisztein-gazdag peptid (Nodule-specific  Cysteine-Rich
peptide)

NGS ujgeneracios szekvenalas (New Generation Sequencing technology)

nod nodulacids gének

ORF nyitott leolvasasi keret (Open Reading Frame)

Pl propidium-jodid

RNS Ribonukleinsav

RT-PCR reverz transzkripcioval eldallitott cDNS-en végzett polimeraz-lancreakcid

SEM Pasztazo elektronmikroszkop (Scanning Electron Microscope)

S. meliloti Sinorhizobium meliloti 1021 baktérium torzs (Sm1021)
SPC szignal peptidaz komplex (Signal Peptidase Complex)

TEM Transzmisszios elektronmikroszkop




Bevezetés

1. BEVEZETES

1.1. A biolégiai nitrogénkotés jelentosége

A talaj mikroorganizmusai a bioszféra részeként szamos nélkiilozhetetlen bioldgiai
folyamat végrehajtoi, nélkiiliik az élovilag fennmaradasa és evolicidja nem volna lehetséges.
Habar a természetben a kotott nitrogén utanpotlasa ciklikus jellegl, a ciklus szamos pontjan
irreverzibilis veszteség 1ép fel, és a nitrogén molekularis formaban tavozik a rendszerbdl.
Nitrogén elemi allapotban bdségesen talalhatd a légkorben (78%), megkdtésére ¢s

redukcigjara azonban csupan néhany prokaridta mikroorganizmus képes.

SZABADONELO SZERVEZETEK NITROGENKOTESE

Tipus N-fix4lo szervezet
Cianobaktériumok (kék-zold algk) Anabaena, Calothrix, Nostoc
Aerob baktérium Azotobakter
Fakultativ anaerob baktérium Bacillus, Klebsiella
Anaerob baktérium Clostridium, Rhodospirillum

ASSZOCIATIV NITROGENKOTOK

Tipus N-fix4lo szervezet
Aerob baktérium Azospirillum
Gunnera Nostoc
Azolla Anabaena
Cukornad (Saccharum) Acetobacter

SZIMBIOTIKUS NITROGENKOTES
Gazdanovény N-fixalé szimbionta

a-proteobaktéria:
Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Photorhizobium, Rhizobium,
Leguminosae Sinorhizobium

p-proteobaktéria:
Cupriavidus taiwanensis,
Burkholderia phymatum

Parasponia Rhizobium fredii NGR234
Rhizobium tropici

Eurosid I1. klad pl. Alnus glutinosa Frankia: Sugargombak

1. tablazat Nitrogénfixalo organizmusok csoportositasa. Szabadon €10, asszociativ és szimbiotikus nitrogénkotd
szervezetek.
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A bioldgiai nitrogénkdtésre képes szervezetek nélkiilozhetetlenek a jo mindségl
mezOgazdasagi mivelésli talajok fenntartasahoz. Hianyukban javasolt a termoéfoldek
szakszeri mitragyazasa, amelyek helytelen hasznalata talajszennyezéshez vezethet. Ennek
¢észlelhetd kovetkezménye a talaj nitratosodasa.

A nitrogénkotésnek harom tipusat kiilonboztetjilk meg a gyakorlatban (1. tablazat). A
nitrogénkotd (diazotrof) fajok egy része szabadon €16 forméban, mas szervezetek nélkiil képes
a légkori nitrogén megkotésére, mint példaul az Anabaena, Calothrix, Nostoc,
Rhodospirillum, Klebsiella. Az asszociativ tipusba tartozok laza kapcsolatot alakitanak Ki
egyes novényekkel, és mint ektoszimbiontak kotik a nitrogént. Erre példa az Azospirillum
vagy az Azotobacter paspali egy gabonafajta (Paspalum) gyokérfelilletén. A harmadik,
szimbionta nitrogénkotés a leghatékonyabb valamennyi tipus kozott, ezért széles korben
elterjedt az egész ¢lovilagban (Oldroyd és Downie, 2008; Sandal és mtsai., 2002).

A pillangosviraguak gyokérgiimdiben a Rhizobium baktériumok altal ammoniava
redukalt nitrogén mennyisége igen jelentds. Evente elérheti a 200-250 kg megkotott nitrogént
hektaronként. Az egylittmiikodés nemcsak a résztvevd partnerek szdmara eldnyds, hanem
alapvet6 jelent6ségli a bioszféra nitrogén korforgalmaban is. Becslések szerint a pillangosok
gyOkérglimdiben fixalt 1égkori nitrogén mennyisége évente elérheti a 35-40 millié tonnat

(Dashora, 2011).

GAZDASPECIFITAS A NOVENYEK ES RHIZOBIUMOK KOZOTT
Gazdanovény Szimbionta Rhizobium

Bradyrhizobium sp.,
Parasponia (nem Pillangosviragu) Rhizobium tropicii,
Sinorhizobium fredii NGR234

Bradyrhizobium japonicum,

szja (Glycine max) Sinorhizobium fredii

. Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli,
bab (Phaseolus vulgaris) Rhizobium etli

2. tablazat Szimbiotikus gazdaspecifitas a névény és Rhizobium kapcsolatban.

A szimbiozisba 1ép6 Rhizobiumok az a- és B-proteobaktériumok csoportjaba tartoznak.
Az ismert novényi partnerek egy kivétellel a Leguminosae/Fabaceae csalad tagjai, melyek
harom alcsaladba sorolhatok: a Papilionoideae, Mimosoideae és Caesalpinioideae. Habar a

csaladba sorolhaté fajok kozil nem mindegyik alkalmas nitrogénkdtd szimbidzis
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kialakitasara, igy is mintegy 12000 pillang6sviragh novénynél irtak le a jelenséget. Mivel az
emlitett baktériumok a novényi sejtekben végzik a nitrogénkotést ezért ezt a fajta egyiittélést
endoszimbiodzisnak is szokas nevezni.

A Leguminosae csalad tagjain kiviil csupan a Parasponia nemzetség (Ulmaceae)
képes szimbiotikus kapcsolatba 1épni Rhizobiumokkal. A nem Rhizobiumokhoz sorolhat6
Frankia (Gram-pozitiv Actinobacteria/Sugargombak) az Eurozid II. klad egyes fajaival,
példaul az enyves égerrel (Alnus glutinosa) alakit ki nitrogénkoté szimbiotikus kapcsolatot. A
szimbiozisban 1€évo fajok elvalasztasa egymastol idonként nehéz, mert bar az egyes torzsek
meglehetésen magas specifitast mutatnak, ez a specifitas nem kizar6lagos, egyes Rhizobiumok
tobb tarsszervezettel is képesek szimbiozisban ¢€lni (2. tablazat) (Masson-Boivin és Giraud,
2009; Op den Camp ¢és mtsai., 2012).

A nitrogénkotd szimbiodzis kialakitdsa sordn egy 0j szerv, a nitrogénkotd giimd jon
létre. Ez kialakulhat a szaron, példaul a Seshania rostrata esetén, amely az Azorhizobium
caulinodansal egyiittmtikodve koti a nitrogént. A legfontosabb szimbionta nitrogénkdotést
végzO baktériumok a Rhizobiaceae csalad tagjai, amelyek a pillangdsviraghi novényeknek a

gyokéren hozzak létre a giimbket (1.abra).

1. abra Nitrogénkoté gyokérgimd. A Medicago truncatula gydkerén talalhatdé szimbiotikus szerv, a
gyokérgiimd (indeterminalt tipus), melyben a bakteroidda atalakult Rhizobiumok enzimatikus tton kotik a
molekularis nitrogént.

A Ny-kotés a gyokérgiimOben €16 bakteroidokban torténik, amelyeket a novény a
fotoszintézis soran eléallitott szénhidratokbodl szarmazo dikarbon savakkal (példaul almasav)
lat el. Ennek oxidalasabdl nyerik a bakteroidok az elektronokat és az ATP-t. A szimbiotikus
nitrogénkotés egy enzimatikus folyamat (a nitrogendz enzim - mely két elkiiloniilt fehérjébol
all, egy vas-proteinbdl és egy vas-molibdén-proteinbdl - katalizalja), amely soran a 1égkori,

elemi nitrogén redukalddik a novények szamara felvehetd és atalakithatdo ammonidva (NHs,
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NH;"). A folyamat soran, a molekularis nirtogén harmas kotéseinek felbontasa nagy energia

befektetést, 6sszesen mintegy 16 ATP molekulat igényel.

N, +8H" + 8¢ + 16 ATP ——» 2NH3 + H, + 16 ADP + 16 foszfat

A redukcidt végz0 nitrogenaz enzim oxigén jelenlétében irreverzibilisen inaktivalodik, ezért a
kifejlett gyokérgiimdben egy oxigénkotd fehérje, a leghemoglobin miikddése tartja fenn a
kivant, kellden alacsony oxigénszintet.

A Medicago truncatula (M. truncatula) a Pillangdsviragtiak csaladjaba (Leguminosae)
tartoz6 takarmanynovény, a tetraploid génallomanya Medicago sativa (takarmanylucerna)
kozeli, diploid rokona. Rovid generacids ideje, onbeporzd tulajdonsaga, jo transzformacios
hatékonysaga, valamint a rendelkezésre all6 nagyszamu fenotipusos mutans, a szdmtalan
természetes Okotipus, jO genetikai és fizikai térképezettsége évtizedek o6ta a molekularis
biologiai kutatasok fontos modellszervezetévé tette. Természetes koriilmények kozott a talaj
limitalt nitrogén tartalma készteti szimbiotikus kapcsolat kialakitdsara a Sinorhizobium
meliloti (S. meliloti) baktériummal. A M. truncatula és a S. meliloti kozott kialakulo
szimbiotikus kapcsolat alkotja azt a modellrendszert, mely kutatasaink alapvetd célpontja (2.

abra).

2. abra. A egymassal szimbiotikus kapcsolatra képes két modellorganizmus. Medicago truncatula (A) és a vele
szimbiotikus kapcsolatra képes baktérium, (B) TA komplet taptalajon, 30°C-on névesztett Sinorhizobium
meliloti 1021 torzs.
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1.2 A szimbiotikus nitrogénkotés kialakulasa

1.2.1. A jelmolekulik szerepe

A Rhizobiumok ¢és a pillangésviragiiak kozotti szimbidzis nem obligat kapcsolat,
hiszen a tapanyagban gazdag talajban a partnerek egymastol fliggetleniil, 6nalldan 1éteznek.
Ha azonban a talajban a nitrogén mennyisége elér egy kritikusan alacsony hatart, a névény és
a baktérium kozott egy molekularis parbeszéd jatszodik le, melynek kovetkeztében
megtorténik a kolcsonhatd partnerek felismerése. A novény gyokerérdl a rizoszféraba
kivalasztott flavonoid-tipusti molekulak segitik a szimbiotikus partnerek felismerését, amely
bekapcsolja a rhizobialis partner Nod faktorok termeléséért felelés génjeit, meginditva ezzel a
bakterialis fertézéshez és a novényi gyokérgiimé kialakulasahoz vezet6 folyamatokat (Barnett

¢s Fisher, 2006; Perret és mtsai., 2000).

CH MNodL MNadH
'- l l
; HO o
Luteolin _p-COCH, 0-50,}
: CHa- 3" :’;—z
|-:|’* :'\
oH O N ‘3"
H3C :I' r "3'5'
- OH
OH

3. abra. A szimbiozis kialakulasanak kezdeti jelmolekuldi. A ndvény-baktérium kozotti szimbiotikus kapcsolat
kialakulasdnak kezdeti jelmolekuldi a novényi partner altal a rhizoszféraba bocsajtott flavonoid tipusu
vegyiiletek, mint példaul a luteolin, daidzein és a genistein (A) és a Rhizobiumok altal termelt Nod factor (B)
(Gibson és mtsai., 2008).

A baktériumok altal termelt nodulacios (Nod) faktorok mar igen kis koncentracioban
(10" M) hatnak a gazdandvény gydkérszérének citoszkeletalis atrendezdésére, kivaltva

ezzel annak pésztorbot szerli gorbiilését. A Nod faktorok a kortikalis sejtek reiniciacidja révén

9
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beinditjak a novényben a mitotikus folyamatokat, aminek kovetkeztében késébb kialakul a
giimOprimordium (Jones és mtsai., 2007). A baktériumokban a nodABC operon felelds a
lipokito-oligoszaharid molekulak 3-5 Kitin oligomerbdl all6 szekezeti vazanak 1étrehozasaért,
melyet a tobbi nod gén altal meghatarozott, kiilonb6zé funkcidés csoportok tesznek
variabilissa, egyedivé (3. abra). A nod gének optimalis miikodése a nodD/nolR gének altal
szabalyozott, melyeket a talajban taldlhatd, ndvényi partner altal a rizoszféraba kibocsajtott,
megfeleld flavonoid tipusi molekulak jelenléte vagy hianya indukal (Broughton és mitsai.,

2000; Olah és mtsai., 2001; Perret és mtsai., 2000).

1.2.2. A novényi hormonok szerepe

A szimbiozis kialakulasa sordn szdmos ndvényi hormon pozitiv és negativ
szabalyozasa optimalizalja a mikddéshez sziikséges megfeleld szamt giimé fejlodését (B. J.
Ferguson és Mathesius, 2003; Hirsch, 1992; Hirsch és Fang, 1994). A citokinin jelatviteli
utvonal a giiméfejlodés korai fazisaban, a Nod faktorok érzékelésével egy id6ben aktivalodik
¢s ahhoz kapcsolodva a bels6 kortikalis sejtek valamint a periciklus sejtek osztodasat serkenti.
Megfigyelések szerint a citokininek bizonyos koriilmények kozott dnmaguk is képesek a
giimOképzOédés folyamatait beinditani (Bauer és mitsai., 1994; delaPena és mtsai., 1997;
Murray és mtsai., 2007; Plet és mtsai., 2011) A citokininek a Nod faktorok altal kivaltott
génexpresszios valtozasokkal egylitt gatoljadk az auxin polaris transzportjat a gyokércsucs
iranyaba, auxin felhalmozodast okozva a gyokér Rhizobium fertdzéssel szembeni oldalan.
Habar az auxin szerepe elsOsorban a gyokér polaris novekedése €s fejlddése tekintetében
kiemelkedden fontos, a merisztematikus szovetekhez kapcsolt funkcidja miatt a gliméfejlédés
szempontjabol is elengedhetetlen. Az auxin és a citokininek mellett a gibberelinek és a
brasszinoszteroidok is pozitiv reguldtorai a giimOképzOdésnek. Ezzel szemben az
abszcizinsav, a jazmonsav, az etilén és a szalicilsav gatoljak a giiméképzddést (Oldroyd és
mtsai., 2001). A M. truncatula hipernodulalo, azaz a nagyon sok gyokérgiimét létrehozo
etilén-érzéketlen “sickle” mutansaban (skl) éppen az etilén érzékelés hianya valtja ki a
jellemzg fenotipust, hiszen az etilén gatld/szabalyozo hatdsa ezekben a mutansokban nem
érvényesiil (Prayitno és mtsai., 2006). Az etilén és az abszcizinsav jelenléte a kornyezeti
stresszre adott elsOdleges valasz a novény részEérdl, és a védekezési folyamatok természetes

része (Penmetsa és Cook, 1997; J. H. Sun és mtsai.,, 2006b). A szalicilsav csokkenti a

10
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nodulacids gének expreszidjat és gatolja a Rhizobiumok névekedését. Az abszcizinsav gatolja
az infekcio

altal kivaltott Ca®* oszcillaciot és ezzel az azt kovetd transzkripcios Gtvonalakat, ami tobbek
kozott az ENOD40 (Early Nodulin40) és NIN (Nodule Inception) expresszidjanak
csokkenését is eredményezi (Suzuki és mtsai., 2004). A jazmonsav gatld hatasa pedig az
etilén Utvonalhoz kapcsolodik és kihat példaul az ENOD11 (Early Nodulinll) és RIP1
(peroxidaz gén) transzkripciojara (Biswas és mtsai., 2009; Ding és mtsai., 2008; Kinkema és
Gresshoff, 2008; Schultze és Kondorosi, 1998; J. Sun és mtsai., 2006a; Suzuki és mtsai.,
2004). A fent emlitett hormonok altal indukalt sejtproliferaciot az uridin mint sejtosztodasi
faktor serkenti (Charon és mtsai., 1999; Smit és mtsai., 1995).

1.2.3. A gyokérgiimé kialakulasa

A sejtfelszini LysM tipust receptorok MtNFP/LjNFR5 (M. truncatula Nod Factor
Perception/L. japonicus. Nod factor receptor5), MtLYK3/LjNFR1 (Lysin motif receptor-like
Kinase3)/L. japonicus. Nod factor receptorl) altal indukalt jelatviteli és transzkripcios
valtozasok okozzak a gyokérszor gorbiilését és teszik lehetové az infekcios fonal kialakitasat
(Arrighi és mtsai., 2006; Limpens és mtsai., 2003). Az M{DMI2/SymRK/MsNORK (M.
truncatula Doesn't Make Infection2/Symbiotic Receptor-like Kinases/M. sativa Nodulation
Receptor Kinase) egy receptor-szerii kinaz szintén sziikséges ezekhez a folyamatokhoz. A
Pollux/Castor/DMI1 (Doesn't Make Infectionl) kation-csatorna, mely a Nod faktor
érzékelését kovetd Ca?t dramlésban jatszik fontos szerepet (Amor és mtsai., 2003; Catoira és
mtsai., 2000; Endre és mtsai., 2002; Madsen és mtsai., 2003; Radutoiu és mtsai., 2003;
Stracke és mtsai., 2002). A magban talalhato DMI3 (Doesn't Make Infection3) egy kalcium-
kalmodulin-fiiggd protein kinaz (CCaMk-Ca®*/calmodulin-dependent protein kinase), amely
kiilonb6zé  transzkripcidos — regulatorokkal — egyiittmikddésben inditjia be a korai,
giimofejlodéshez sziikséges géneket, amilyenek az ENOD (Early Nodulin gének) és a NIN
(Nodule Inception). Ezek egyiittesen valtjak ki a kortikalis sejtek osztoédasat és a
szimbiodzishoz sziikséges transzkripcidos utvonalak aktivalasat (Catoira és mtsai., 2000;
Gleason és mtsai., 2006; Oldroyd és Long, 2003; Tirichine és mtsai., 2006).

A gyokérszor felszinén megtapadt baktériumok altal termelt Nod faktorok kivaltjak a
gyokérszOr végének pasztorbot szeri gorbiilését a sejtek citoszkeletalis atrendezodésével,

majd a plazmamembran betlir6désével kialakitott infekcios fonalon (poliszacharid cs6)
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keresztiil haladnak a gyokérszovet mélyebb rétegeibe, a kortex iranyaba (Timmers, 2008) (4.

abra).

4. abra. M. truncatula gyokérszér morfologiai valtozasa a S. meliloti fert6zés (infekcid) hatasara. A zo6ld
fluoreszcens proteint (GFP) expresszalo bacterium az epidermis sejtek betlirédése altal kialakitott infekcios cs6
mentén haladnak lefelé, az ujonnan képz6d6 giimé iranyaba. A névényi sejtfal propidium-jodiddal festve (vords)
(Limpens és Bisseling, 2003).

Az infekcioés fonal novekedésével egyidOben, a periciklus sejtek és a gyokér
kéregsejtjei (belsd kortex sejtek indetermindlt glimd esetén; kiilsé kortex sejtek determinalt
giimd esetén) visszanyerik osztodoképességiiket és l1étrehozzak a gomdémerisztémat (Dudley
¢s mtsai., 1987). Amikor a novekvl infekcidés fonalak elérik a giimOprimordiumot a
baktériumok ndvényi eredetli peribakteroid membranba csomagolva leflizddnek a ndvényi
sejtekbe, ahol megindul kiilonb6zé ndvényi faktorok irdnyitdsdval a bakteroiddd torténd

atalakulasuk (5. abra).

5. abra M. truncatula gyokérgiimé sejtjei. A Rhizobium baktériumok az infekcios fonalrol névényi eredetli
membranba csomagolva fiizodnek le a gazdandvény sejtjeibe (szimbioszoma). A hatalmas méretli novényi
sejtekben a bakteroidda atalakult Rhizobium baktériumok kotik a nitrogént. Infekcids fonal: piros nyil; infekcids
fonal megvastagodds baktériumokkal: piros csillag; bakteroidok a ndvényi sejtben: sarga nyil. Beagyazas:
Technovit 7100, a metszet vastagsaga: 7um, ZEISS fluoreszcens mikroszkop, kép 100X-os nagyitas.
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A bakteroidok a szimbiotikus giimésejteken beliil organellum-szer(i struktaraként
léteznek és nincsenek kdzvetlen kapcsolatban a novény citoplazmdjaval. A szimbioszoma
tehat a névényi eredetli peribakteroid membran a benne taldlhaté bakteroidokkal.

A funkcioképes nitrogénkotd giimé leghemoglobint tartalmaz. A leghemoglobin a
vérfestékhez hasonld szerkezetli vegyiilet, amely nélkiilozhetetlen a giimdében uralkodd

alacsony oxigénszint (~2%) stabil fentartasahoz.

1.3. A gyokérgiimok tipusai és jellemzoé szerkezetiik

Morfoldgiai és fejlddéstani szempontbol kétféle f6 giimd tipust kiilonboztetiink meg
(Gualtieri és Bisseling, 2000; Hirsch, 1992). Ezek a determinalt és indeterminalt giimok,
melyek kozott a legszembetiindbb kiilonbség, a folyamatosan miikodé merisztéma megléte,

vagy annak hianya (6. abra).

6. abra. M. truncatula indeterminalt tipus( nitrogénfixalé gimé (A, Bl), és L. japonicus determinalt tipusa
nitrogénkotd gim6 (B2, C) szerkezeti felépitése. Az indeterminalt érett giimé hosszanti iranyba megnylt alakja
a csucsi részen folyamatosan miikodé merisztémanak koészonhd. A giimd szerkezete jol elkiiloniilé zonakra
tagolhato. Az érett, determinalt tipusi glimében nincs mitk6d6 merisztéma, szerkezetileg homogén (egyforma)
sejtek alkotjak. m: merisztéma; II: infekcids zona; II-III: atmeneti zona; III: nitrogénkotd zona; IV: dregedd
zona.

A determinalt giimdk altaldban a troépusi, szubtropusi ndvények gyokerein figyelhetdk
meg, mint példéul a bab (Phaseolus vulgaris), a szdja (Glycine max) és a kerep (Lotus
japonicus). Ezekben a giimékben a merisztéma csak a fejlodés korai szakaszaban aktiv, de ezt
kovetden viszonylag hamar ledll. A glim&primordium a kiilsé kortikalis sejtréteg osztodasaval
kezd kialakulni a bakterialis fertézés feléli oldalon. Az érett, determinalt giimé kozponti

szovetét egyforma, hatalmas méretli, poliploid, nitrogénkotd sejtek alkotjak (6B2. és 6C.
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abra). Az enzimatikus uton megkotott nitrogént a bakteroidok ammoniava redukaljak, melyet
a novények talnyomorészt ureava atalakitva szallitanak tovabb a kiilonbozd szovetekbe, a

felhasznalas helyére (Vance és Gantt, 1992).

I. zéna (merisztéma)

I1. zéna (baktérium invazio)

I1-111. zona (bakteroid atalakulas helye)

I11. zona (nitrogénkotés)

Rhizobium baktériumokkal telt

hatalmas ndvényi sejtek

7. abra S. meliloti 1021 baktériumtorzsel fertézott M. truncatula (indeterminalt) giim6 hosszmetszetének
részlete. A képen a merisztamatikus (I) zona, az invazios (II) zona, az atmeneti (II-II1) zona és a nitrogénkotd
(IIT) zona lathatd. Technovit 7100 bedgyazas, metszet vastagsaga 7um, Toluidinkék festés, Zeiss fluoreszcens
mikroszkdp, 10X-es nagyitas.

Az indetermindlt tipusi glimékben a merisztémasejtek nem veszitik el
mitkodoképességiiket a giimdfejlddés soran, igy az apikalis merisztémarol folyamatosan
valnak le 0j sejtek egész populacioi, melyek differencialédasi folyamatok eredményeként
hozzak létre a hosszikas alaku, nitrogénkotd glimot (6. abra). Az indeterminalt glimOkben
eltéréen a determinalt tipustol, a fejlodés kezdeti szakaszaban képz6dd gliméprimordiumot a
periciklus sejtek és a belsd kortikalis sejtek osztoddsa hozza létre. A kiilsé kortikalis sejtek
mikrotubulusainak atrendez6dése a preinfekcios fonal kialakulasat eredményezik. A
bakteroidok altal termelt ammonia a szimbioszéma membran specifikus csatorndin keresztiil
jut ki a novényi sejtplazmaba. Itt a névény a giimOben rogton aminosavakka alakitja és
aszparaginsav, glutaminsav formajaban exportalja tovabb a floem szoveteiben. Az

indeterminalt giim6 tipusra jo példa a Galegoid klad (Astragalega, Trifoliae, Cicereae,
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Fabeae) szamos tagja, koztiik a lucerna (M. sativa), borso (Pisum sativum), biikkony (Vicia

sp.), 16here (Trifolium repens) és a Galega orientalis (Wojciechowski és mtsai., 2004).

8. abra M. truncatula kiilonboz6é fejlédési allapotban 1évd szimbiotikus giimdjének és giimdsejtjeinek
hosszmetszete. (A) Nitrogénfixaldé giimé hosszmetszete. (B) Az infekcids Il. zonaban torténik meg a baktérium
invazio - sarga nyil: infekcios fonal (C, D) Az atmeneti zona sejtjeiben torténik meg a baktériumok morfologiai
¢és funkcionalis atalakulasa. (E) Az atmeneti zOna rendezetleniil elhelyezkedé bakteroidjai — kék nyil és a
nitrogénkotd zona sejtjeiben a vakudlum koriil rendezddd bakteroidok — piros nyil. (F) A nitrogénfixald zéna
hatalmas sejtjeiben (poliploid n6vényi sejtek) tobb ezer bakteroidda atalakult S. meliloti 1021 baktérium lathatod
— piros nyil. (A) 20pum-es metszet, 10X-en nagyitas. (B, C) 20um-es metszet, 100X-os nagyitas. (D, E, F)
Technovit 7100 beagyazas, metszet vastagsaga 7um, SYTO9 festés, Olympus konfokalis pasztazd mikroszkop.
IF: infekcios fonal

Mig a determinalt nitrogénkdtd giimOk homogén szerkezetliek, addig az indeterminalt
tipusu érett gimé felépitése zonakra tagolhato (7. abra) (Vasse és mtsai., 1990). A csucsi részt
az osztodo sejteket tartalmazod merisztematikus (I.) zéna alkotja. Ez alatt talalhato a 10-12
sejtrétegbdl allo infekcids (II.) zdona, ahol a posztmerisztematikus sejtek differencialodasa
zajlik. Ebben a szubmerisztematikus rétegben fiizédnek le egy endocitdzis-szerti folyamatban
a Rhizobium baktériumok az infekcids fonalrél és csomagoldodnak be a novényi eredetii
peribakteroid membranba. A 2-3 sejtrétegb6l allo atmeneti (1I-111.) zona a Galegoid
nemzetség tagjaindl az amiloplasztok nagyszamt el6forduldsaval, felhalmozodasaval

jellemezhetd. Itt torténik meg a baktériumok legdrasztikusabb alakvaltozasa, vagyis a végso
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bakteroidokka vald atalakulds. Ezekben a sejtekben ledll a baktériumok sejtosztodasa és
kialakul végsd, megnyult alakjuk és méretiik. A giimd terjedelmes és funkcionalis részét
képezi a nitrogénkotd (I11.) zona, melyben az endoreduplikacidval kialakult poliploid ndvényi
sejtek tobb ezer differencialodott bakteroiddal teltek (8. abra). A giimé legoregebb része, az
oreged6 (IV.) zdna (szeneszcens zona). Ez a pusztulé bakteroidokat és eléregeddé novényi
sejteket tartalmazza.

A gyokérgiimé tipusatol fliggetleniil (determinalt, indeterminalt) a Rhizobiumokkal
fert6zott nitrogénkotd sejtek extrém nagy méretiiek - akar nyolcvanszor is nagyobbak
lehetnek, mint egy normal novényi sejt (Cebolla és mtsai., 1999) - amely az egymast kovetd
endoreduplikécios ciklusok eredménye. Az igy keletkezd poliploid, 32C-64C giimdsejtek (C
= haploid DNS tartalom) nagyobb anyagcsere aktivitast tesznek lehetové mint a diploidok,
valamint nagyobb szamu (akar tobb ezer) baktérium befogadasara is képesek (Kondorosi és
mtsai., 2000). A gazdanovénytdl fiiggéen a baktériumok alak és élettani valtozasai azonban

nagy kiilonbségeket mutatnak a szimbiotikus kapcsolatok soran.

1.4. A bakteroid atalakulas

A Galegoid klad tagjaiban, mint példaul a lucerna, a borsdo és a lohere, az
endoszimbiontdk egy végsd differencidloddson mennek keresztiil, megtartva aktiv
anyagcser¢jitket és a képességet a genom megsokszorozodasara, ugyanakkor az egymast
kovetd sejtosztddasok elmaradasa a DNS tartalom ndvekedését, poliploidiat, 24 vagy annal is
tobb kopia DNS-t eredményez. A DNS molekulakhoz ko6t6dé DAPI [4°,6—diamidino—2—
fenilindol] festéssel kimutattak, hogy akar 5-7 nukleoid is talalhato ezekben a bakteroidokban
(Mergaert és mtsai., 2006). A bakteroidok novekvd sejttartalma mellett - mely az
endoreduplikaci6 kovetkezménye - az alakjuk is jelentésen megvaltozik, kialakitva a
hossziikas, idénként Y alakban elagazo sejtformat (9. abra). Atlagosan 5-10 um hossztak,
vagyis OtszOr-tizszer nagyobbak az atalakult baktériumok a szabadon él6 tarsaiknal. Az
atalakulasi folyamat soran a baktérium membran ateresztoképessége jelentésen megnd,
melynek kovetkeztében tobb és tobbféle molekula szamara valik konnyedén atjarhatova. Az
¢l6 sejt megvaltozott membran szerkezetét propidium-jodid (PI) interkalalo fluoreszcens
festéssel igazoltak. Ez a festék az elhalt vagy nagyobb membran-permeabilitassal rendelkez6
sejtekben képes a sejtmagi DNS szalba beékelddni. A giimdébdl izolalt bakteroidok kozel
50%-a lassan festddik PI-al, mikdzben azok a CTC (5-cyano-2,3-di-4-tolyl tetrazolium
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chloride) 1égzési aktivitast jelz6 festéssel igazolhatdan €16, aktiv sejtek. A szimbiozis soran
atalakult baktériumok elveszitik a szaporodo képességiiket..

A Phaseolus vulgaris (benne R. leguminosarum bv. phaseoli baktérium) és a L.
japonicus (benne Mesorhizobium loti baktérium) giim6ib6l izolalt bakteroidok mérete és
alakja, valamint DNS tartalma is valtozatlan volt a szabadon €16 baktériumokhoz viszonyitva.
Ezek nem muttattak PI festddést, és a ndvénybdl izolalt baktériumok agar lemezen is képeztek
telepeket. Azokban a novényekben, melyek tehat nem a Galegoid klad tagjai, mint példaul a
szdja, bab és a kerep, a baktériumok nem kényszeriilnek végsé (terminalis) atalakulasi
folyamatba a szimbiozis soran, igy alakjuk, méretiik és sejtosztodasi képességiik a szabadon

¢16khoz hasonlatos marad.

9. abra. M. truncatula vad tipusa giim6ibél izolalt S. meliloti bakteridok. Lathaté a hosszakas, esetenként Y
formaban elagazd, bakteroid sejtalak. (A) Syto9 (zold) és PI (piros) festés; (B) DAPI (kék) és PI (piros) festés;
(C) hovel eldlt bakteroid PI (piros) festés. A Cyto9 és a DAPI festék a nukleinsavat festi és konnyen atjut a
sejtek membranjan. A PI a halott sejteknek és az €16 de nagyobb ateresztd képességii sejteknek a membranjan
keresztiil képes csak a sejtekbe bejutni. Olympus konfokalis pasztazo mikroszkop; 100X —os nagyitas

Azt a feltételezést, amely szerint valamely novényi faktorok felelések a baktériumok
bakteroidda torténd visszafordithatatlan atalakulasaért, az a megfigyelés is alatdmasztotta,
hogy ugyanazon Rhizobium torzs, mely képes tobbféle gazdandvénnyel szimbiotikus
kapcsolatra 1épni, (mint példaul a Bradyrhizobium sp. vagy a R. leguminosarum) a
gazdandvény tipusatol fliggden kiillonbozd bakteroid differenciaciora képes. Mikroszkopos
vizsgalatok igazoltak, hogy a R. leguminosarum bv. viciae bakteroidok mérete a Galegoid
klad novényeinek indeterminalt giimdiben (Vicia sativa) jelentésen nagyobb mint a szabadon
€16, vagy a nem Galegoid kladba tartoz6 Phaseolus vulgarisbol tisztitott bakteroidoké.

A R. leguminosarum bv. viciae torzs, amely a Galegoid klad egyes fajainak (példaul

biikkony, borsd) mikroszimbiontaja, egyik laboratoriumban modositott szarmazéka harom
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jarulékos nodulaciés gént (nodZ, nodL, nodD) hordoz, melyekkel flavonoid fiiggetlen modon
képes specialis, acetil- és fukozil-csoportokat hordoz6é Nod faktorokat szintetizalni. Ezek a
Nod faktorok képesek a Lotus japonicusban a gyokérgiimo képzodését indukalni. Ezt az extra
géneket hordozé torzset R. leguminosarum bv. ‘‘Lotus’’-nak nevezték el. A R. leguminosarum
bv. phaseoli (Phaseolus vulgaris/bab mikroszimbiontaja) laboratoriumi koriilmények kozott
modositott valtozata a R. leguminosarum bv. viciae torzsbél szarmazik és a, pRLI1JI
elnevezésli szimbiotikus plazmidot hordozza a sajat szimbiotikus plazmidja helyett, melynek
segitségével képes a borsoval (Pisum sativum) szimbiozist 1étrehozni. A torzs a fentiek
mintajara a R. leguminosarum bv. “‘Pisum’’ elnevezést kapta. A L. japonicus determinalt
giimoibdl tisztitott R. leguminosarum bv. ,, Lotus” bakteroidok kicsi méretiick, a PI szamara
nem atjarhatd6 membrannal rendelkeznek ¢és képesek (26%) az izolalast kovetden
telepformalasra szilard taptalajon, mig a vad tipusu R. leguminosarum bv. viciae a természetes
gazdanovényeibdl izoldlva megnyult alaktak, a propidium jodid szdmara atjarhatdo a
membranjuk és nem képesek tobbé 0nalld telepformaldsra. A Galegoid klad indeterminalt
tipusu glimbibdl tisztitott, megnyult méretili, idonként elagazo formaju R. leguminosarum bv.
“Pisum’’ bakteroidok membrandteresztd képessége is jelentdsen megvaltozik, mig a babbodl
tisztitott vad tipusi formdjara ez nem jellemzd. Tehat a csaknem izogenikus baktérium
torzsek a gazdanovénytdl fliggden kiilonbozé fejlodési utat jarnak be (Mergaert és mtsai.,
2006). Bizonyos novényi faktorok tehetdek tehat feleldssé a bakteroid atalakulast kisérd
valtozasokért, melyek a fent emlitettek alapjan jelen vannak a Galegoid klad (Medicago,
Pisum, Vicia) tagjaiban, ugyanakkor hianyoznak a nem Galegoid fajokbol, mint amilyenek a
Robinioid klad novényei (L. japonicus, szoja, bab) (Wojciechowski és mtsai., 2004).

A terminalis bakteroid atalakulasért felelés novényi faktorok legfobb jellemzéi, hogy
specifikusak a Galegoid klad fajaira, a baktériumokkal fertdzott glimdsejtekben termelddnek,
megvaltoztatjdk a bakteridlis membran atereszté képességét és hatdssal vannak a
sejtosztodasra. Transzkriptom elemzések soran két peptidcsaladot sikeriilt azonositani melyek
jelen voltak a terminalisan differencialt bakteroidokat tartalmazé M. truncatulaban
ugyanakkor hianyoztak a nem-differencialodott bakteroidokat tartalmazd L. japonicusbol.
Ezek a molekulak a giimd-specifikus cisztein-gazdag NCR molekulak, és a glicin-gazdag
GRP peptidek voltak (Kevei és mtsai., 2002; Mergaert és mtsai.,, 2003). Hasonld
szekvenciakat talaltak a Galegoid kladhoz tartozo Pisum sativum, Vicia faba, Galega
orientalis és Astragalus sinicus giimé transzkriptomaban (Chou és mtsai., 2006; Fruhling és

mtsai., 2000; Kaijalainen és mtsai., 2002; Kuster és mtsai., 1995; Scheres és mtsai., 1990;
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Schroder és mtsai., 1997), ugyanakkor nem talaltak hasonld szekvenciakat a L. japonicusban
¢s G. maxban sem (Alunni és mtsai., 2007).

Promoter-riporter génfuziés tanulmanyok, microarray és in Situ hibridizacios
kisérletek bizonyitottak, hogy az NCR és GRP gének a baktériumokkal telt gyokérglimo
sejtekben expresszalnak (Maunoury és mtsai.,, 2010; Mergaert és mtsai., 2003; Nallu és
mtsai., 2013). A molekulak szignalpeptid része iranyitja a peptideket a szekrécids utvonalon
at a célpontjukhoz. Az NCR molekulak esetében ez az elképzelés hagyma epidermisz sejteken
végzett kisérletekben nyert bizonyitast (Mergaert és mtsai., 2003). Az NCR035-mCherry
fazids proteinek megjelenése a giimoOben atfedést mutatott a bakteroidokkal, jelezve ezzel,
hogy a peptidek célpontja a szimbioszoma (Van de Velde és mtsai., 2010).

A kationos NCR-ek tobbnyire a bakterialis membrannal 1épnek kapcsolatba, mig az
anionos tulajdonsdgt NCROO1 a baktérium sejtplazmajaban volt lathatd transzmisszios
elektronmikroszkopos felvételeken. Tobb NCR molekulat a M. truncatula giimébél izolalt
bakteroid extraktban sikeriilt kimutatni tomegspektroszkopias eljarassal (Van de Velde és

mtsai., 2010).

A

10. abra Az NCR molekuldknak célzott szerepe van a baktériumok atalakuldsaban. (A) Vad tipusa M.
truncatula gimobdl tisztitott (h6vel elolt) bakteroid PI (piros jel) festés utan (B) M truncatula dnfl-1 mutansbol
izolalt (h6vel elolt) bakteroid PI festés utan. A M truncatula dnfl-1 mutansban nem torténik meg a bakteroidda
torténd atalakulas.

Mikodo szekrécios utvonal sziikséges a novényben ahhoz, hogy az NCR molekulak
eljussanak a baktériumokhoz a giimében. A M. truncatula dnfl-1 (defective in nitrogen
fixation) mutans a szekrécios utvonal giimé specifikus szignal peptidaz komplexében (SPC)
hibds. Az SPC az endoplazmatikus retikulumban (ER) taldlhatdé és a szignalpeptid
eltavolitasat végzi az atir6do fehérjékrdl (NCR, GRP, SNARP, stb.), mikozben a fehérje az
ER lumenébe athelyezddik. Az Mtdnfl-1 mutansban rendesen képzddik az infekcios fonal a
fert6zést kovetden, amirdl a baktériumok lefiiz6dnek a ndvényi sejtekbe, a ndvény mégis

nitrogén fixaciora képtelen (fix-) giimdket hoz 1étre, melyekben a fertdzést kdvetden elmarad
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a bakteroid atalakulas. A Mtdnfl-1 mutansban az NCROOI peptid immunofluoreszcens
vizsgalata alapjan elhelyezkedése atfed az endoplazmatikus retikulummal, de az NCR
molekula a le nem hasitott szignalpeptid miatt nem érte el céljat, a bakteroidot, igy annak
valddi bakteroidda torténd atalakuldsa sem kovetkezett be (10. abra). Mindez azt bizonyitja,
hogy a bakteroidok és az NCR molekuldk kozvetlen kapcsolata sziikséges az 4talakulashoz,
tovabba, hogy az NCR-ek (és lehet, hogy a GRP-k is) azok a novényi faktorok amelyek a
terminalis bakteroid atalakulasért feleldsek.

A hipotézist, mely szerint az NCR-¢k iranyitjak a bakteroidok terminalis atalakulasat,
a L. japonicusban végzett expresszios kisérletek is alatamasztottak. Kontrollként M.
truncatula leghemoglobin-1 prométerrel (pMtLbl) [B-glikuronidazt (GUS) termeltettek
transzgénikus L. japonicus giimdben ¢€s a vad tipusra jellemz6 nem-differencialodott bakteroid
morfologiat figyeltek meg a szimbioszoOmaban. A pMtLb1::NCR035-6t expresszald L.
japonicus giimdben ezzel szemben megjelentek a hosszikas alak(i bakteroidok (11. abra)
(Van de Velde és mtsai., 2010). Ezek az eredmények azt jelezték, hogy az NCR peptidek
eldidézhetik a bakteroid atalakulasat a nem-Galegoid kladhoz tartozo6 fajokban is, mint ahogy
lattuk a L. japonicusban. Az NCR peptid tehat ahogy in vitro és in vivo kisérletek is
alatdmasztjak, azok a novényi faktorok, melyek feleldsek a bakteroidok terminalis

atalakulasaért.

11. abra A nem-Galegoid kladba tartozo L. japonicushan az NCR gének expresszidja beinditja a kladra nem
jellemzd bakteroid differenciaciot. (A) kontroll, GUS-t termeld szimbiotikus giimésejt/TEM, (B) NCR035-6t
termeld szimbiotikus giimdsejt/TEM, (C) kontroll, nem differencialodé bakteroidok GUS-t expresszalo
giimdben/SEM, (D) megnyult alaka bakteroidok az NCR035-6t termel6 L. japonicus sejtekben/SEM.

A R. leguminosarum A34 baktérium torzs a borsoban 6tszor nagyobb tomegli giimét

képes létrehozni, mint a babban. A Bradirhizobium sp. 32H1 baktérium torzs esetében pedig a
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hajtds ¢és gyOkér szarazanyag tartalma a giimO szarazanyag tartalmara vonatkoztatva
haromszor t6bb volt a mogyordban, mint a kinai babban (Vigna unguiculata). Az
indetermindlt tipusi giimékben ahogy a borséban és a mogyordban is a CO, felvételre
vonatkoztatott nitrogenaz aktivitds szignifikdnsan nagyobb érték volt mint a determinalt
giimOkben, példaul a babban és a V. unguiculataban (Oono és Denison, 2010). Ezek az
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a termindlis atalakuldst indukald novények

giimdiben az 4talakult bakteroidok hatékonyabb nitrogénkotést képesek végezni.

1.5. Az NCR géncsalad jellemzése

A kezdetben mintegy 300 tagot szamlalé M. truncatula NCR csalad napjainkra kozel
600 azonositott peptidet tartalmaz (Mergaert és mtsai., 2003). Az érett, szekretalt peptidek 25-
50 aminosav hosszuak és 2-3 diszulfid hidat tartalmaznak. A viszonylag konzervalt
szerkezetl szignal peptidet kddold N-terminalis rész irdnyitja a peptid szallitasat a citoplazma
membranon keresztiil. A molekula rendkiviil variabilis aminosav 0Osszetételii, C-terminalis,

aktiv része, négy-hat konzervalt elhelyezkedésii cisztein motivumot tartalmaz (12. abra).

hasitasi hely

MA---KFVYVIIFLSLFLV-n-C;----DC,P-n-C5-n-P-n-RC3----C4-Cg-N-
konzervalt szignal peptid érett, Cys-gazdag peptid (25-50 aminosav)

Exonl Exon?2

12. abra Az NCR géncsalad sematikus szerkezete (Mergaert és mtsai., 2003). Az NCR molekulak két exonbdl
allnak. Az els6 exon egy konzervalt szerkezetli szignalpeptidet, a masodik exon pedig a négy—hat ciszteint (Cys)
tartalmazo, érett peptidet kodolja. A molekula C-terminalis része, a konzervalt szakaszok ellenére rendkiviil
variabilis.
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M. truncatula NCR gének nagy szamban fordulnak el6 a 8-as kromoszoman (Thoquet
¢s mtsai.,, 2002) de elszortan, gyakran csoportokat alkotva minden kromoszoman
megtalalhatok (Alunni és mtsai., 2007).

Az egyes NCR géneknek a gliméfejlodés soran rajuk jellemzé tér és id6beni
kifejez0dési mintazata van. A fiatal giimé fejlédése sordn eldszor megjelend NCR-ek mar
kortilbeliil 3 nappal a bakteridlis fertdzést kovetden gyenge expresszidot mutatnak, amely a
negyedik napon mar szignifikdnsan magasabb. 40 nappal a fert6zés utan, mikorra megjelenik
az eloregedd (IV.) zona, mar kozel 530 darab kiilonféle NCR gén miikodése mutathatd ki

(Nallu és mtsai., 2013).

13. abra Az NCR peptidek térbeli kifejezddése transzgénikus M. truncatula giimékben. (A) M. truncatula giimé
hosszmetszet, hibridizaci6 NCR084 ellenanyaggal. (B) NCR035-mCHERRY (piros jel) expresszi6 az atmeneti
(I-1I1.) és a nitrogénkoté (II1.) zénaban. (C) Immunofluoreszcens lokalizacioja az NCROOI-nek a giimé
nitrogénkotd (I11.) zénajaban, Alexa633 (piros jel) (Mergaert és mtsai., 2003; Nallu és mtsai., 2013; Van de
Velde és mtsai., 2010).

Az egyes NCR molekuldk kifejezédési mintdzatuk alapjan két nagy, korai és késdi
kifejezodésii csoportba sorolhatok. A korai NCR-ek a giimé fejlddésének kezdeti szakaszatol,
tehat a Rhizobium fert6zést kovetéen 3-4 nappal, az érett, bakteroidokkal rendelkezd
nirtogénfixald giimd 1étrejottéig (14 nappal fertézést kovetden) mutatnak magas génmuikodést
(Nallu és mtsai., 2013). Ebbe a csoportba tartozik példaul az NCR025, NCR121, NCR192,
NCR209 ¢és az NCR454. Szintén korai géneknek tekinthetéek a fertézést kovetd hetedik
napon megjelend NCR053, NCR084, NCR094 ¢és az NCR096. A gének egy csoportja késobbi
id6épontban kezd megnyilvanulni, de mar a 10 napos giimdben igen magas értéket mutat. Ilyen

gén példaul az NCROO7. A késoi expressziot mutatdé NCR gének az érett, koriilbeliil 14 napos
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giimében kezdenek aktiv miikdésbe, példaul az NCR299, NCR304, NCR319 és az NCR410
(mtgea.noble.org/v3/).

Az NCR molekuldk térbeli kifejez6dését promoter-riporter gén fuzidk €s in situ
hibridizaciés technikak segitségével hataroztdk meg (13. abra). A kisérletek eredményei
alapjan az NCR-ek f0 megnyilvanulasi teriilete az interzona (II-III. zona), ahol a
legdrasztikusabb bakteroid atalakulds zajlik €s a nitrogen-fixal6 zoéna (I1I. zona).

A M. truncatula genomban kodolt kézel 600 NCR peptid igen valtozatos aminosav
Osszetétellel és izoelektromos ponttal (pl 3,2-11,25) jellemzhetd. A pl szerinti csoportositas
megkiilonboztet anionos (pl 6>), kationos (pl 8<) €s neutralis (pI 6-8) tipust peptideket. Az
azonositott NCR molekulak 40%-a savas (példaul az NCR214, NCR215, NCR167, NCR168),
36%-a bazikus jellegli (példaul az NCR335, NCR247) és a peptidek csupan 24%-a neutralis
(példaul NCR293) tulajdonsagt.

1.6. Az NCR molekulik feltételezett szerepe

Az NCR géncsalad tagjainak szdmos szerepe lehet a bakteroid differenciacio soran. A
csoport bizonyos tagjainak Osszehangolt feladata lIehet a bakteroid/giimé fejlédés kiilonbozo
allapotainal. A természetben altalaban csak egy vagy legfeljebb néhany fehérje feladata egy
bizonyos biokémiai funkcié ellatdsa. A nagy protein csaladok egyes tagjainak is egyedi
sajatossagai lehetnek, igy példaul a kiilonb6z6 receptor csaladokban, ahol a kozeli rokon
polipeptidek kiilonbséget tesznek az eltérd, specifikus jelek kozott. Elképzelhetd az is, hogy
az NCR csalad tagjai sem kothetdek csupan egyetlen funkcidohoz, sokkal valosziniibb, hogy az
egyes tagoknak kiilonboz6 feladataik lehetnek a bakteroid differenciacié soran. Ezt az
elképzelést alatamaszthatja a peptidek térben és idében eltéré/egyedi expresszios megjelenése
a giimo kiillonbozo fejlodési allapotainal. Egyesek a Il. zona masok a II-111. vagy a Ill. zéna
sejtjeiben termelddnek, vagy korai/kései expresszidt mutatnak a giimo fejlédése soran.

Az NCR molekuldk legjelentdsebb funkcidja taldn a bakterialis sejtosztodas gatlasa,
folyamatos DNS replikacié mellett. Ismert ugyanis, hogy a terminalisan differencialodott
bakteroid sejtek magas DNS tartalommal rendelkeznek. Az NCR-ek sejtciklushoz kapcsolodo
hatasat aramlési citometridval igazoltak. Az NCRO35 peptiddel kezelt sejtekben négyszeres
DNS tartalmat mértek (13. dbra). A peptid tehat mig a DNS szintézist nem gatolta, addig a

sejt természetes osztodasat negativan befolyasolta (Van de Velde és mtsai., 2010).
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Egyesek peptidek gatolhatjak az osztodasi sikban a Z-gytrh kialakitdsat eredményez6
monomerek kapcsolédasat. Mas peptidek feleldsek lehetnek a szimbioszomdban zajld
endoreduplikécios ciklus fenntartasaért mindaddig, mig a bakteroidok elérik végsé méretiiket.
A peptidek egy csoportja megvaltoztatja a bakteridlis membran szerkezetét, annak
permeabilitasat, ahogy azt a Galegoid klad novényeinek giimdibdl izolalt bakteroidokon
tapasztalhatjuk. Ezeknek jelentdsége lehet a névényi sejtek és a bakteroidok kozotti tapanyag
cserében, tovabba az NCR molekuldk intracelluléris célpontjainak elérésében. A III. zonaban
képz6dd NCR peptidek egyes elképzelések szerint szabalyozhatjak a glimobdl szarmazd

szénforras nitrogén-kotésre torténd szigoru felhasznalasat.

|
{c lkezelatlen
#

1iC 12,5 uM NCRO35
i
JATRE.
dp: L it

13. abra Az S. meliloti baktérium valtozo DNS tartalmanak alakulasa aramlasi citometriaval (flow cytometria).
Az NCRO35 peptidkezelést kovetéen mérhet6 az S. meliloti novekvé DNS tartalma (Van de Velde és mtsai.,
2010).
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2. CELKITUZESEK

Az elmult évek sordn hatalmas tudastar halmozéddott fel a ndvény-mikroba
szimbiotikus kapcsolat kutatasaibol, bar ezzel egy idoben rengeteg megvalaszolatlan, kérdés
is sziiletett. Csoportunk egy francia munkacsoporttal (CNRS, Institut des Sciences du
Végétal) egylittmikodve megallapitotta, hogy a ndvényi szimbiotikus partner altal a
Rhizobiumok jelenlétében termelt AMP-szer(i, giimd-specifikus cisztein-gazdag peptidek
(NCR) fontos szerepet jatszanak a giimében a baktériumok bakteroidda torténd atalakulasi
folyamataiban (Van de Velde és mtsai., 2010). A Rhizobiumokkal fert6zott giimdsejtekben
termel6d6 NCR-ek csokkentik a bakterialis membran sértetlenségét ¢és sejtosztodasi
képességét, ugyanakkor nem gatoljdk a DNS replikaciét. Az AMP tipusu molekuldkrol
tudjuk, hogy féleg a membranban fejtik ki rombolo hatasukat, de jelenleg nem tisztazott, hogy
vajon az NCR-ek is hasonldéan miikodnek-e. Bar kutatasaink soran az NCR peptidekkel
kapcsolatban igen sok mindenre fény deriilt, példaul a peptidek felépitésére, rendszertani
eléfordulasukra, behatarolhatdé idébeli megjelenésiikre a giimé fejlédése soran, valamint a
bakteroid atalakulashoz nélkiilozhetetlen szerepiikre, mégis rengeteg kérdés megvalaszolatlan
maradt.

A Kutatocsoportunkban folyd munkaknak két f6 iranya van:

1. Egyrészt célunk
e akét partner kozotti kommunikéacié molekularis szintli megismerése,
e aszimbidzisban résztvevo gének jellemzése €s funkcidjuk meghatarozasa,
e az NCR molekuldk pontos szerepének felderitése a szimbidzisban,
e megtalalni elsédleges kolcsonhaté partnereiket, illetve intracellularis
célpontjaikat a baktérium sejtekben.
2. Masrészt megprobaljuk kideriteni, hogy
e adefenzin-szerti NCR molekulak rendelkeznek-e antimikrobialis hatassal,
o felhasznalhatok-e a human- és allatgyogyaszatban, névényvédelemben, illetve

az élelmiszeriparban.
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Ezen éltalanos célok megvaldsitasa soran a dolgozatomban bemutatott munka céljai a

kovetkezdek voltak:

1. Tizennégy kiilonb6zd izoelektromos ponttal (pI) rendelkezé (anionos, neutralis és

kationos tipusi) NCR peptid hatasanak vizsgalata S. melilotil021 szabadon €16

baktérium kulturan.

2. A legrovidebb ¢és eddig a leginkabb tanulmanyozott NCR247, valamint a

legkationosabb NCR335 peptid részletesebb vizsgalata:

Az antimikrobidlis hatds tanulmanyozasa egyéb, nem Rhizobium
baktériumokon: Gram-negativ, Gram-pozitiv, emberi/allati és novényi
patogéneken.

A S. meliloti 1021 torzs teljes, expresszalt genom szintii vizsgalata a két NCR
peptid hatasara, 0j-generacios szekvenalasi technika (NGS) alkalmazasaval, s
ezzel az NCR-ek altal kivaltott génexpresszios valtozasok felderitése és annak

tisztazasa, hogy mik lehetnek a sejt korai valaszai az NCR kezelésekre.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Anyagok

3.1.1. Felhasznalt baktérium torzsek és in vitro novekedési koriilményeik

3.1.1.1. Az S. meliloti 1021 torzs in vitro novekedési koriilményei

A M. truncatula nitrogénkoté giimdiben termel6dé NCR molekuldk ex planta
hatasvizsgalatahoz a lucerna novény természetes koriilmények kozott eldforduld egyik
szimbiotikus partnerét, az S. meliloti 1021 torzset valasztottuk. A baktérium noévesztéséhez
modositott folyékony LSM (Low Salt Medium) tapot hasznaltunk. (Liang és mtsai, 2001,
modositott az 1A. figgelék szerint)

3.1.1.2. Patogén és nem patogén torzsek vizsgalata

Az alabbi Gram-negativ, Gram-pozitiv, patogén és nem patogén torzsek folyékony LB
tapoldatban, lettek felnovesztve: Listeria monocytoenes, Xhantomonas campestris,
Clavibacter michiganensis, Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas aeruginosa ¢és
Pseudomonas syringae 30 °C-on, mig az Enterococcus faecalis, Salmonella typhimurum,

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus megaterium és Bacillus cereus 37 °C-on.

3.1.2. Az NCR peptidek

Az S. meliloti 1021 térzs NCR molekulakkal torténé kezeléséhez nagy tisztasag (>
95%) NCR peptideket szintetizaltattunk (Proteogenics France).

NCR335 (64 aminosav), pl 11,22
RLNTTFRPLNFKMLRFWGQNRNIMKHRGQKVHFSLILSDCKTNKDCPKLRRANVRC
RKSYCVPI

NCR247 (24 aminosav), pl 10,15
RNGCIVDPRCPYQQCRRPLYCRRR
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NCR137 (35 aminosav), pl 9,7
MTLRPCLTDKDCPRMPPHNIKCRKGHCVPIGKPFK

NCR192 (33 aminosav), pl 9,54
MKNGCKHTGHCPRKMCGAKTTKCRNNKCQCVQL

NCRO035 (35 aminosav), pl 9,42
SFLGTFISSCKRDKDCPKLYGANFRCRKGTCVPPI

NCRO055 (43 aminosav), pl 9,21
VNDCIRIHCKDDFDCIENRLQVGCRLQREKPRCVNLVCRCLRR

NCRO057 (42 aminosav), pl 8, 43
RPVSCKDHYDCRRKVKIVGCIFPQEKPMCINSMCTCIREIVP

NCR084 (42 aminosav) pl 6,71
FATGMPCKTDKECPNTSTHKYKCINDDCFCFYIYWPLGNSLV

NCR229 (49 aminosav), pl 6,55
QKDLKVFTCQRDEDCKVACATYGGDPWCFRNVCFCKHYNEGGTLHAELH

NCR224 (34 aminosav), pl 4,65
KDLPFNICEKDEDCLEFCAHDKVAKCMLNICFCF

NCR235 (38 aminosav), pl 4,53
DTDPFAFCIKDSNCGQDLCTSPNEVPECRLLKCQCIKS

NCRO051 (41 aminosav), pl 4,14
EEDIGGHLECVEDEDCMEESCPIFSVHKCKNSGCECDEMFR

NCRQ095 (33 aminosav), pl 3,62
ELVCDTDDDCLKFFPDNPYPMECINSICLSLTD

NCR168 (41 aminosav), pl 3,61
YPFQECKVDADCPTVCTLPGCPDICSFPDVPTCIDNNCFCT
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3.2. Modszerek

3.2.1. NCR peptidek in vitro aktivitas vizsgalata

Az ODgpp=0,1-ig ndvesztett patogén ¢és nem patogén baktériumokat centrifugalést
kdvetden azonos mennyiségl, 10mM Kalium-foszfat (PH=7) pufferben vettiik vissza, majd
kezelések hatasat CFU tesztben hasonlitottuk dssze.

A transzkriptom vizsgalatok koriilményeinek beallitdisahoz LSM  folyékony
tapoldatban 30°C-on éjszakan at novesztett S. meliloti ,,starter” sejtkultirat ODgo=0,01-re
higitottuk. Az ODgp=0,1-ig novesztett baktériumokat kezeltiik NCR peptidekkel 10 pg/ml, 20
pg/ml és 50pg/ml végtérfogatra szamitott koncentracidban, 10 perc, 30 perc és 120 perces

id6tartamokig.

3.2.1.1. Koloniat formalo sejtek szamanak meghatarozasa, CFU teszt

A CFU (Colony Forming Units) teszt egy kitenyésztéses modszer, a koloniat formald
sejtek szamanak meghatarozasahoz. A kiilonb6zé (ODgpe=0,1) baktérium sejtekbdl az
NCR247 és NCR335 peptidekkel torténd kezelést kovetden higitasi sorokat készitettiink (107,
102, 10° és 10™), majd 0,1 ml baktérium kultarat szilird TA (Maniatis és mtsai, 1982,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual) lemezekre szélesztettiink. Két napos, 30°C-0s
inkubalast kovetéen szamoltuk a telepek szamat. A kisérlet soran harom bioldgiai parhuzamos
CFU eredményeit vettiik figyelembe, melyek kozott szordst szamitottunk, ezeket a megfeleld

grafikonokon feltlintettiink.

3.2.1.2. A propidium-jodid (PI) teszt

A PI egy DNS interkalald, fluoreszcens festék, mely csak a sériilt membranon at képes
a sejtbe bejutni. Az éjszakan at novesztett induld vagy ,starter” S. meliloti 1021 sejtkultarat
ODgo=0,01-re kihigitva novesztettiik LSM folyékony tapoldatban 30°C-on, ODggo=0,1-ig,
majd a logaritmikus novekedési fazisi baktériumot Spg/ml, 10pg/ml, 20pg/ml, és 50pg/ml
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végkoncentracioban kezeltiik NCR247, illetve NCR335 peptidekkel 10, 30 és 120 percen
keresztiil. A kezelt kulturdhoz Spg/ml propidium-jodid hozzdadasaval 530 nm exitacds €s
600nm emisszios hullamhossznal folyamatosan mértiik a fluoreszcencia intenzitas valtozast

ABI/FLUOstar OPTIMA tipusu fluorométeren.

3.2.2. Az RNS mintak készitése

A szekvenalashoz S. meliloti 1021 6nalld telepekbdl kiindulva harom bioldgiai
parhuzamost novesztettiink. Az LSM folyékony tapoldatban 30°C-on ndvesztett ,,starter”
kultarakat 40-40 ml végtérfogatra higitottuk. Nyolc 6ra inkubalast kovetéen a 40 ml log
fazist sejtkultirat ODgp=0,01-re higitottuk 400 ml végtérfogatban, majd ODgy=0,1-ig
novesztettik (Novekedési gorbe LSM tapoldatban 1B. fliggelék). A harom parhuzamos
novesztésbol 40-40 ml baktériumot kezeltiink 10 pg/ml végkoncentraciora szamitott NCR247,
illetve NCR335 peptidekkel. A kezeléseket kovetden, teljes RNS-t izolaltunk RiboPure
Bacteria Kit (Ambion) hasznalataval. A mintdnkban maradt DNS eltavolitasa RQ1 RNase-
Free DNase (PROMEGA) enzimmel tortént.

3.2.3. Az RNS mintiak mindségi és mennyiségi ellenorzése

Az RNS mintaink minéségének és mennyiségének korrekt meghatarozasahoz Agilent

2100 tipust Bioanalyzert hasznaltunk (14. figgelék).

3.2.4. Az RNS mintak elokészitése szekvenalashoz

A megfelel6 mindségli RNS mintak szekvenélashoz valo eldkészitése soran a szekvenald

késziiléket gyarto cég (ABI) altal javasolt protokoll szerint jartunk el.

e A kezelésenként hadrom biologiai parhuzamosbol tisztitott RNS mintdk egy részét
egyesitettiik, azaz ,,poolokat” készitettiink, masik felét megtartottuk az ellendrzési

kisérletekhez.
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e A totadl RNS mintak jelentds, akar 90%-at kitevé rRNS tartalom eltavolitasahoz Gram
negativ baktériumokra fejlesztett Kitet alkalmaztunk (Ribo-Zero™ rRNA Removal
Kit, Epicentre Illumina Company).

e Ezt kdvette a mintak fragmentalasa RNaz-II1 emésztéssel (37 °C, 10 perc).

e APl és P2 adaptor fragmentek ligalasa és a vonalkodolas (egy éjszakan at, 16 °C), (3.
tablazat).

e A cDNS konyvtar eldallitasa reverz transzkripcioval.

e A mintak méret szerinti szelektalasa (150-250 nukleotid) 6% TBE-Urea gélen, 1x
TBE pufferben

e A cDNS konyvtar felsokszorozasa (TagMan proba).

e Mintanként 8 pM DNS szekvenalasa.

A
Kezeletlen kontrol NCR247 10pg/ml NCR335 10 pg/ml
10 perces kezelés 1. minta 2. minta 3. minta
30 perces kezelés 4. minta 5. minta 6. minta
B

Adaptor és vonalk6d szekvenciak

5"-ATCACCGACTGCCCATAGAGAGGTT-3'

n'd
O P1 ; o
= 5' -CCTCTCTATGGGCA GTCGGTGAT-3'
< P2 5" -AGA GA A TGA GGA ACCCGGGGCA GTT-3'
< 5" -CTGCCCCGGGTTCCTCATTCTCT-3
. . 5" -CGCCTTGGCCGTACAGCAG-3'
BC001/1.minta o
5" -CTGCCCCGGGTTCCTCATTCTCTGTGTA A GA GGCTGCTGTA CGGCCA A GGCG-3!
. . 5'-CGCCTTGGCCGTACAGCAG-3'
BC004/2.minta
5" -CTGCCCCGGGTTCCTCA TTCTCTGGA TGCGGTCCTGCTGTA CGGCCA A GGCG-3'
a
L . . 5" -CGCCTTGGCCGTACAGCAG-3'
S BCO08/3.minta
= 5" -CTGCCCCGGGTTCCTCA TTCTCTGA GCGA GGA TCTGCTGT A CGGCCA A GGCG-3!
=
; . . 5" -CGCCTTGGCCGTACAGCAG-3'
g BC010/4.minta o
= 5" -CTGCCCCGGGTTCCTCATTCTCTGCGGTA A GCTCTGCTGT A CGGCCA A GGCG-3'

5"-CGCCTTGGCCGTACAGCAG-3'
5" -CTGCCCCGGGTTCCTCATTCTCTGTGCGA CA CGCTGCTGTA CGGCCA AGGCG-3'
5"-CGCCTTGGCCGTACAGCAG-3'
5" -CTGCCCCGGGTTCCTCATTCTCTGCGGTA A GGCCTGCTGTA CGGCCA AGGCG-3'

BC011/5.minta

BC013/6.minta

3. tablazat A kisérlet soran alkalmazott kezelések és az egyes mintdk kémiai megkiilonboztetése. A, A
kisérletben hasznalt kezeletlen és kezelt mintdk szdma, a kezelési id6k hosszanak feltiintetésével. Valamennyi
kezelésnél harom biologiai parhuzamost alkalmaztunk B, A tablazat a cDNS konyvtar készitéséhez és a
szekvenalashoz haszndlt adaptor szekvencidkat, valamint az RNS mintdk kémiai megkiilonboztetéséhez hasznalt
vonalkod szekvenciakat tartalmazza.
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3.2.5. Az RNS mintak szekvenalasa

A szekvendlashoz eldkészitett bakteridlis RNS mintaink végso feldolgozasa Solid4
(ABI Life Technologies) tipusu uj-generacios szekvenald késziiléken tortént (BAYGEN
Intézet), a gyartd cég altal javasolt protocoll szerint. A rendszer ,,color space”, azaz szinkddos
technologiat alkalmaz, amely nem egyedi nukleotidokat, hanem nukleotid parokat olvas le,
vagyis minden egyes szin két nukleotidnak felel meg, s minden nukleotidot kétszer, két
nukleotid parral vizsgal. Ezzel a modszerrel joval pontosabb szekvencia meghatarozasra van
lehetdségiink, mint a hagyomanyos eljarasokkal, mivel egyértelmiien elkiilonithetéek a

leolvasasbol szarmazo szekvenalasi hibak.

3.2.6. Az adatok bioinformatikai feldolgozasa

3.2.6.1. A szekvenalasi adatok visszatérképezése referencia genomhoz

A szekvendlas soran kapott atlagosan 50 nukleotid hosszusagu leolvasasi egységeket
CLC Genomics Workbench 5.1 szoftver hasznalataval térképeztiik vissza az NCBI akkor

elérhet6 legfrissebb S. meliloti 1021 referencia szekvenciajahoz.

Az NCBI-bdl letoltott referencia szekvenciak a legutolso frissitések datumaval:
e NC 003037 publikalva (Barnett és mtsai., 2001)
utolso frissités datuma: 2012 januar 21.
torzs: Sinorhizobium meliloti 1021
cirkularis genomegység: pSymA plazmid (1-1354226 bp)
e NC 003047 publikalva (Capela és mtsai., 2001)
utolso frissités datuma: 2011 oktdber 28.
torzs: Sinorhizobium meliloti 1021
cirkularis genomegység: teljes genom (1-3654135 bp)
e NC 003078 publikalva (Finan és mtsai., 2001)
utolso frissités datuma: 2011 szeptember 15
torzs: Sinorhizobium meliloti 1021

cirkularis genomegység: pSymB plazmid (1-1683333 bp)
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A visszatérképezés soran alkalmazott beallitasok:
e Maximum number of mismatches (short reads) = 2
e Organism type = Prokaryote
e Unspecific match limit = 10
e Minimum length fraction (long reads) = 0.5 (minimum 25bp)
e Minimum similarity fraction (long reads) = 0.8 (minimum 80% egyezés)

e Expression value = Read Per Kilobase of exon Model value (RPKM)

3.2.6.2. A szekvenalasi adatok normalizalasa

A manapsag alkalmazott legjobb mindségli eldregyartott molekuldris eszkozok
hasznalata sem teszik lehetdvé a tokéletes rRNS kivonast a rendszerbdl. Ennek az a
kovetkezménye, hogy a leolvasott DNS fragmentek egy része szdmunkra értéktelen
informaciot hordoz. Ezek végleges eltavolitasara bioinformatikai uton van lehetdségiink. Az
rRNS szekvencidk mellett a tRNS-t és transzpozonokat kodold szekvencidkat is
elkiilonitettiik. Tovabba valamennyi kezelt mintara vonatkozodan eltavolitottuk azokat a
géneket, amelyek alacsony fragment szammal (10> ) voltak jelen a mintainkban. Az adatok
konnyebb feldolgozasat segitette, hogy a leolvasasokat 1:1 millié-ra vonatkoztattuk
(leolvasott egységek szama/l millid leolvasott egység szama), amit 1 kb-nyi génhosszra

vonatkoztattunk, hogy elkeriiljiik a gének hosszabol adodo kiilonbségeket (RPKM).

3.2.6.3. Az adatok kiértékeléséhez hasznalt programok

A szekvenalasbol kapott eredményeknél szignifikans kiilonbségnek a kontrollhoz
viszonyitott minimum kétszeres génexpresszids valtozast vettiik. Ezt a kétszeres, vagy azt
meghalado kiilonbséget elért géneket hasznaltuk a kiillonb6zd programok segitségével a

tovabbi analizisekben.

Az alabbi programokkal és internetes elérhetdségekkel végeztiik az adatfeldolgozast:
e http://genome.kazusa.or.jp/rhizobase (S. meliloti 1021 genom analizis)

e http://www.pangloss.com/seidel/Protocols/venn.cgi (venn diagram generator)
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e http://string-db.org/ (funkcionalis fehérje asszociacios haldzatok keresése)

e DAVID Bioinformatics Resources 6.7 2003-2013 (gén annotacios adatbazis)

e http://www.genome.jp/kegg/ (KEGG analizis)

e Transcript Analysis Ver2 (gén expresszios adatkezel program)

3.2.7. A szekvenalas megerdésitése RT-PCR reakcidval

A valds ideji Real-Time PCR-késziilékekben amplifikaciés gorbék segitségével

ciklusrol ciklusra kovethetd a végtermék felsokszorozodasa. Az ugynevezett attorési pont

(CT) értéke adja meg azt a ciklusszamot, ahol a minden egyes ciklusban detektalt fluoreszcens

jel exponencialisan ndvekedni kezd. Ebbdl az értékbdl szdmoljuk a génrdl atirddd6 mRNS

mennyis€gét a mintaban.

A reakciokban SYBR Green festéket hasznaltunk (Powe SYBR Green/ ABI), mely az

etidium-bromidhoz hasonldéan interkalalodd molekula és bekotddve a DNS- szilba adott

monokrom fénnyel indukdlva 530 nm hulldmhosszu fényt bocsat ki (emisszio). Az ebbdl

keletkez0 mérhetd fluoreszcens jel nagysiga a PCR folyamén szaporodd dsDNS

mennyiségével ardnyosan novekszik.

Gén neve

16S rRNS

rpsF SMc00568
rpsD  SMc0485
rplM  SMc01804
rpsA  SMc00335
rpoH1 SMc00646
ibpA SMc04040
pnp SMcl1324

Forward primer szekvencia
GATAAGCCGAGAGGAAGGTG
TTCTGCATCATCGCGGAC
AAAACCGTCGGAACGAACTTG
GCCGTCGCCAGATGAAGAACC
ATCGGCCAGCAGGTCAAGGTTCAG
GTGAGGAAGAGGTCGTCTCG
GACCTATCCGCCCTACAAC
AATCTCTTCGGCGGTATGGG

Reverse primer szekvencia
GTGTAGCCCAGCCCGTAAG
ATCAAGAAGAACCGCAAGGCT
CGGCCTGCTCGAATCG
GAGGACGGCCGGCTGCTGTGC
CGAGCGAGATGCGGTGGGTTTC
CGAAAGATCCTCCAGCGTTA
GATCGTCAGCGTGTTTTC
CGATGCGGTAAAGGCAAAGG

4. tablazat Az qRT-PCR reakciokban hasznalt primerek és azok szekvenciai.

A kisérletben hasznélt templatok a kiilonb6z6 NCR kezeléseket kovetden harom

biologiai parhuzamosbol tisztitott egyedi RNS mintékat tartalmaztdk. Els6 1€pésben az RNS

mintakbol cDNS-t irtunk reverz transzkripcioval (High Capaticy cDNA Reverse transcription

34


http://string-db.org/
http://www.genome.jp/kegg/

Anyagok és mddszerek

Kit/ABI), majd az egyedi mintakat két-két technikai parhuzamos készitésével mértiik. Ezek
mérési  atlagitt (C' Mean) hasznaltuk az adott génre vonatkozé mennyiségek
meghatdrozashoz. A szekvenalds ellendrzésére kivalasztott géneket, a reakciokban hasznalt
primerek szekvenciaival a 4. tdblazat tartalmazza. Az egyes gének mintanként mért
expressziojat a 16S rRNS szintekhez viszonyitottuk, ez volt a szamolasoknal hasznalt

ugynevezett belsé kontroll.
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4. EREDMENYEK

4.1. Az NCR peptidek in vitro hatasvizsgalata S. meliloti 1021 baktériumon

Az NCR peptidek szerkezete valamint az 6ket kodold gének struktiraja hasonlosagot
mutat a magasabbrendi élolények defenzin-szeri molekulaival. A defenzinek igen variabilis
géncsaladot alkotnak a kationos antimikrobialis peptidek (CAMP) csoportjan beliil,
megtalalhatoak a gerinces és gerinctelen allatokban, a ndvényekben és a gombakban egyarant.
Hatésaikat tekintve antibakterialis, anti-viralis és rovar6ld tulajdonsaguak lehetnek (Boman,
1995; Douglas, 2011; Mygind és mtsai., 2005). Legtobb novényi defezin molekulat
kiilonb6z6 magokbdl izolaltak és a patogének elleni védekezésben van kiemelkedd szerepiik
(Penninckx és mtsai., 1998; B. P. Thomma és mtsai., 2002; B. P. H. J. Thomma és Broekaert,
1998). A defenzinek ¢és a defenzin-szeri molekuldk konzervalt cisztein mintazattal és
szovetspecifikus expresszioval jellemezhetdek, ugymint a bakteroid fejlodésben szabalyozé
szerepet betoltd, altalunk vizsgalt NCR peptidek. Az NCR peptidek és a defenzinek tovabbi
hasonl6 tulajdonsaga, hogy kisméretii molekuladk melyeket két exon kodol. Annak
kideritésére, hogy az NCR-nek van-e antirhizobialis hatasa, kivalasztottunk 14 kiilonbdz6
izolelektromos ponttal (pl 3,61-11,22) rendelkez6 NCR molekulat a géncsaladbol, majd a
szabadon €16 S. meliloti 1021 baktérium kultarat kezeltiik 50-50 pg/ml koncentracidban
harom oran keresztiil (15. abra).

A peptidek egy része, igy az NCR335, NCR247, NCR137, NCR192, NCRO035 ¢és az
NCRO055, tehat a csoportbol a kationos tulajdonsaguak, elpusztitottdk a szabadonéld
baktériumot, igy az inkubalast kdvetden azokbol nem tudtunk telepeket nevelni. Az NCR057
peptid gyenge befolydssal volt a sejtek életképességére és a kontrolhoz viszonyitott
alacsonyabb telepszamot detektaltunk. Az NCR084, NCR229, NCR224, NCR235, NCRO51,
NCRO095 és az NCR168 kezelések nem csokkentetették a baktérium kultura telepszamat.
Osszegezve a CFU teszt eredményeit, levonhattuk azt a kovetkeztetést, hogy az altalunk
vizsgalt novényi peptidek koziil a kationos tulajdonsaguak (pl 8,43-11,22) sejtolé hatast

valtottak ki a szabadon €16 szimbiotikus partneren (ex planta).
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15.4bra Az NCR peptidek hatisa szabadon é16 S. meliloti baktériumra. (A) A kisérlet soran tesztelt kiilonb6z6
NCR molekuldk izoelektomos pont alapjan torténd abrazolasa. (B) A kiilonbozé NCR molekulak hatdsa CFU
tesztben. Pozitiv kontrollnak pufferrel, negativ kontrollnak hével eldlt és polymyxin-B-vel (50 pg/ml) kezelt
sejteket alkalmaztunk. Kationos tulajdonsagtak: NCR335, NCR247, NCR137, NCR192, NCR035, NCRO055 és
NCRS57 neutralis: NCR084 és NCR229, bazikus NCR-ek: NCR224, NCR235, NCR051, NCR095, NCR168. y
tengely: NCR peptidek csokkend pl sorrendben; x tengely: 10-10% db sejtszam (A grafikon egy reprezentativ
kisérletsor eredményeit abrazolja).

4.2. Az NCR peptidek antimikrobialis spektruma

Annak tanulmanyozasara, hogy az S. melilotin kiviil mas Gram-negativ és Gram-

pozitiv baktériumokra van-e antimikrobialis (defenzin szer(i) hatasa az NCR molekulaknak,
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kivalasztottunk két kationos tulajdonsagi peptidet a tovabbi vizsgalatokhoz. Az NCR247
jelenleg a legjobban jellemzett NCR peptidek egyike, az NCR335 pedig a legkationosabb
ismert peptid a hatalmas géncsaladban. Ezek hatasat teszteltik in vitro kiilonb6zé Gram-
negativ (E. coli, S. typhimurium, A. tumefaciens, P. aeruginosa, X. campestris) és Gram-
pozitiv (B. megaterium, B. cereus, C. michigensis, S. aureus, L. monocytogenes) human, allati
¢és novényi patogéneken. CFU tesztben vizsgaltuk ezen baktériumok telepformald képességét

harom o6ras, 50 pg/ml-es peptidkezeléseket kovetden.

NCR247 50ug/ml NCR335 50ug/ml
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16. abra Az NCR peptidek hatésa kiilonb6z6 Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumokon (CFU teszt). Az (A)
NCR247 és (B) NCR335 (50ug/ml) peptidek hatasa patogén és nem patogén baktériumokon harom éras kezelést
kovetden. A peptidek sejtolé hatasat a baktériumok telepformald képességének csokkenésével mértik. A
grafikonon 4brazolt eredmények harom biolégiai mérés atlagat szemléltetik, melyek 10° darab kezeletlen
baktériumsejtre vonatkoznak.

Mindkeét peptid kiilonb6z6 mértékben, de legalabb egy nagysagrenddel csokkentette az
¢l6 sejtek szamat az Osszes tesztelt baktérium esetében. A vizsgélt baktériumok tobbsége
valamelyik kezelés hatasara pedig teljesen elpusztult. A Xhanthomonas campestris és a
Clavibacter michiganensis, melyek névényi patogének, egyik kezelést kdvetden sem voltak
képesek telepformalasra, ezek tehat kiilondsen érzékenynek bizonyultak. Az Agrobecterium
tumefaciens és a Listeria monocytogenes a 0,01-5% tlél6 sejttel mérsékelten ellenalloknak

tekinthetdk a vizsgalt mikroorganizmusok ko6zott (16. abra).

38



Eredmények

A tanulmanyozott novényi peptidek tehat egyértelmii sejtold, antimikrobialis/
antirhizobidlis hatassal rendelkeztek kiilonb6zé human/allati és ndvény patogéneken és nem

patogén baktériumokon in vitro.

4.3. Az NCR peptidek dozis-hatas vizsgalata S. meliloti 1021 baktériumon

Az NCR-ek hatasmechanizmusanak ¢és esetleges célpontjainak felderitésére
transzkriptom analizist terveztiink S. meliloti baktériumon. Ez a megkdzelités betekintést
enged a baktérium génmiikodéseiben bekdvetkezd valtozasok felderitésébe a peptidkezelések
hatasara. A kisérleti koriilmények pontos meghatdrozdsdhoz teszteltik az egyes peptidek

hatasanak dozis- és idofiiggését.
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17. abra Az NCR peptidek ex planta baktericid hatasa. A S. meliloti 1021 torzset inkubaltunk NCR247 és
NCR335 peptidekkel 10pg/ml, 20pg/ml és 50pug/ml koncentraciokban, két oran keresztiil. A grafikon a CFU
teszt eredményeit dbrazolja logaritmikus skalan. 50pg/ml peptid koncentracioknal az S. meliloti sejtek 99%-a
elpusztult. 20pug/ml-nél 1-2%, 10ug/ml-nél 9-12% a tiléld sejtek szama. A grafikon egy reprezentativ kisérletsor
eredményét szemlélteti.

Az S. meliloti baktérium NCR-ekkel szemben mutatott érzékenységének

meghatarozasdhoz a szabadonéld sejteket 10pg/ml, 20pg/ml és 50ug/ml koncentraciokkal
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kezeltiilk 30°C-on, két oran keresztiil, erételjes razatas mellett, majd szilard TA taptalajra
szélesztettiik. A petricsészékben felndtt baktérium telepeket szdmolva megallapitottuk az 1
ml-re vonatkozd CFU egységet. A két oras peptid kezelés hatasara a talélo S. meliloti telepek
szama a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva 10pg/ml-nél 9-12%, 20ug/ml-nél 1-2 %, mig
50pg/ml esetén 1% alatt maradt mindkét peptid esetében (17. abra).
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18. abra Az NCR247 és NCR335 peptidek hatasanak id6fiiggése S meliloti 1021 t6rzs esetén. A 10 perces, 30
perces €s 120 perces, NCR247 és NCR335 10pg/ml koncentracioju kezeléseket kovetden mért A, CFU értékek
B, CFU értékek kontrollhoz viszonyitott %.-ban megadva. Az (A) grafikon a harom biologiai parhuzamosnal
mért értékeket abrazolja a szoras feltiintetésével. A (B) grafikon a harom bioldgiai mintdn mért adatok
atlagértékébol szamolt szazalékok.
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Az eredményeinkben legkisebb valtozast kivaltdé 10pg/ml koncentracional
megvizsgaltuk a két peptid antirhizobidlis hatdsanak id6fiiggését. CFU tesztben mértiik a 10
perces, 30 perces és 120 perces kezeléseket tuléld sejtek szamat. Az NCR247 peptid 10- és 30
perces kezeléseinél nem tapasztaltunk CFU tesztben valtozast, mig az NCR335 mar 10 és 30
percet kdvetden is antirhizobialis hatasinak bizonyult in vitro (57-66% telepszammal a
kontrollhoz képest). A 120 perces kezelések a korabbi kisérlettel egybehangzd drasztikus

telepszam csokkenést okoztak mindkét alkalmazas esetén (18. abra).
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19. abra A membran-permeabilitas valtozasanak detektalasa PI fluoreszcenciaval. Az S. meliloti 1021 baktérium
PI felvétele az NCR247, illetve NCR335 peptidekkel kezelt mintakban, 10 perces (A); 30 perces (B) és 120
perces (C) kezelést kovetden. Az A, B, C grafikonok egy kisérletsor eredményeit szemléltetik.
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Az antimikrobialis hatast peptidek gyakran a negativ toltésti bakterialis membranhoz
kotddve, megvaltoztatjak annak szerkezetét és ateresztoképességét, igy az nagyobb molekulak
szamara atjarhatova valik. Ezért megvizsgaltuk PI tesztben kiilonb6z6 NCR koncentracidknal
(5 pg/ml, 10 pg/ml, 20 ug/ml, 50 pg/ml ) és idétartamoknal (10 perc, 30 perc és 120 perc) a
membran permeabilitasanak valtozasat. A Pl fluoreszcens tesztben, a kezelési idével
parhuzamosan az emelkedd PI felvétel jelezte a sejtek megvaltozott membranszerkezetét, és
bizonyos szamban az adott sejtek pusztuldsat is. A 10 perces kezelésekben egyik peptidnél
sem volt mérhetd PI felvétel (19.A. abra).

Ahogy a CFU teszt is ramutatott, a két novényi peptid koziil a drasztikusabb hatast az
NCR335 wvaltotta ki. A 30 perces kezelésnél a 20ug/ml, illetve 50pg/ml-es
peptidkoncentracional az emelked6 PI felvétel jelezte a membranban bekovetkezd
szerkezetbeli valtozast. 120 percet kovetden mindkét peptidnél mérhetd a PI felvétel, amely
Osszhangban van a csokkend telepszamot mutaté CFU eredményekkel. A 20ug/ml és 50pg/ml
peptidkoncentraciéo az NCR247 esetén a 120 perces mintaban, az NCR335 peptid pedig mar a

30 perces mintaban is kivaltotta a PI intracellularis megjelenését (19.B,C abra).

4.4. Az S. meliloti 1021 transzkriptom altalanos elemzése

Azért, hogy megtudhassuk az S. meliloti 1021 baktériumok korai génexpresszios
véalaszat a peptidhatasra a 10 pg/ml dozist vélasztottuk és 10- és 30 perces kezeléseket
alkalmaztunk. A 10 percig és 30 percig tartdo kezelések alkalmasak arra, hogy
megfigyelhessiik a baktériumok korai valaszat a peptidhatasra, a sejtek jelentés pusztulasa
nélkdl.

Az egyedi vonalkodokkal ellatott mintdkban kiilonb6zé szamu megszekvenalt
fragment volt detektalhaté (Total gene read). Az Osszes leolvasott egység 98,2-98,5%-a
egyedi génekhez kothetdé (Unique gene reads). Az egyes mintakhoz tartozo Gsszes és egyedi
fragmentszdmokat Osszegzi az 5. tablazat.

Az indukalt és represszalt gének azonositasahoz az RPKM (Reads Per Kilobase of
gene model per Million mapped reads) értékeket hasonlitottuk Ossze. Ehhez az 1 kb-nyi

génhosszra normalizalt gének leolvasott fragmentszamat 1 millié-ra vonatkoztattuk. A
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normalizalast kovetden kapott adatokbdl csak a kétszeres, vagy az azt meghaladd expresszios

kiilonbséget elért géneket hasznaltuk a tovabbi analizisben.

Osszes szekvenalt fragment

Egyedi fragmentek

Mgtz (Total gene read) (Unique gene reads)
K 10' CDS 7363588 7231194
K 30' CDS 6295788 6184176
NCR247 10' CDS 8602654 8479798
NCR247 30" CDS 3700607 3648346
NCR335 10' CDS 4843112 4767863
NCR335 30" CDS 3446577 3396790

5. tablazat A szekvenalas soran leolvasott fragmentszamok eloszlasa az egyes mintdk kozott. Az egyes mintak

Osszes szekvenalt fragment szdma €és a genom egyetlen pontjaba térképezddd leolvasasi szakaszok szama. 10’:
10 percig tarto kezelés; 30°: 30 percig tartd kezelés.

Az S. meliloti gének 14%-a, azaz Osszesen 909 gén estén detektaltunk legalabb

kétszeres expresszids kiilonbséget a kontroll (kezeletlen) mintaban mért értékekhez

viszonyitva. Ebbdl 365 gén expresszios szintje csokkent és 543 ORF-¢é nott a kétszeres

hatarértéket meghaladé mértékben.

Peptid
neve

NCR247
NCR335
NCR247
NCR335
NCR247
NCR335
NCR247
NCR335

Kezelés . P
g Valtozas iranya
idétartama - i

{minimum kétszeres)
(perc)
10 tulmikodes
10 tulmikodes
10 alulmiikédés
10 alulmiikédés
30 tulmikodes
30 tulmikodes
30 alulmiikédés
30 alulmiikodés

Osszes
valtozo

génszama

166
360
126
286
178
335
105
216

Prediktalt,
valtozo gének
szama (KEGG)

50
107
72
186
29
94
72
152

6. tablazat A kisérletek soran a kétszeres hatarértéket meghaladod valtozast mutatd gének eloszlasa az egyes
mintdkban. Az NCR247 és NCR335 kezelések altal valtozd gének szama, a prediktalt gének szamanak
feltlintetésével. KEGG analizisben megvizsgalva az 0sszes valtozo gént, joval kesebb azok szama, amelyekhez

tarsithat6 valamilyen funkci6.
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szamban taladlhatok olyan gének, amelyek egyelére csak feltételezett hipotetikus gén
besorolast kaptak. Ez a magyardzata annak, hogy a hatarértéket jelentd expresszios
kiilonbséget elért nagyszamu gén csak kis részéhez tarsithaté funkcio a KEGG analizis
alapjan (6. tablazat).

A kiillonbozé6 NCR peptidekkel kezelt mintakban nagy szamban talalunk olyan
géneket, amelyek expresszids aktivitdsa mindkét peptid hatasara megvaltozott. A 10 perces
kezelésekben csokkent expressziot mutatd gének koziil 81 darab mindkét mintaban megjelent
mint kétszeres expressziods kiilonbséget meghaladd gén. A 30 perces kezelésekben 83 darab
gén represszalodott mindkét peptid hatasdra minimum kétszeres mértékben. A kétszeres
génexpresszios novekedést elért gének kozott a 10 perces kezelt mintdkban 90, a 30 perces
mintdkban 103 darab gén talalhatd, amelyek mind az NCR247 mind az NCR335 hatasara
azonos iranyban valtoztak (20. abra).

A mintak elemzése soran nem talaltunk egyetlen gént sem, mely a két peptid hatasasra
ellentétes iranyu expresszios valtozast mutatna.

Mintanként elemeztiik az mRNS szinten minimum kétszeres kiilonbséggel valtozo
gének lehetséges funkciojat KEGG analizisben. Nagyobb, funkcionalisan &sszetartozo
csoportokba soroltuk az egyes kezeléseknél talalt prediktalt géneket, melyeket a 21. abran
foglaltunk 6ssze.

Lathatjuk, hogy az NCR335 peptiddel tortént kezelések joval nagyobb szaml gén
miikodésében okoztak valtozast, mint az NCR247. A magasabb expressziot mutatd gének
csoportjai koziil a nagyobb szamu érintettség miatt kiemelhetjiik a membran transzport
folyamatokat, mig f6képp az NCR335-tel kezelt mintakban az aminosav-, a nukleotid-, a
lipid- és a szénhidrat anyagcseréhez tartozo géneket valamint az energia szolgaltatast végzo
rendszer elemeit is.

A kezelések hatasara csokkent mRNS szinttel reagald gének legnagyobb csoportja a
transzlacids rendszerhez kapcsolodik, joval kisebb mértékben a nukleotid anyagcseréhez és az
energia szolgéltatdshoz, bar az NCR335 peptidkezelések nagy szamban okoztak
génexpresszio csokkenést tovabbi a lipid-, energia-, szénhidrat-, aminosav anyagcserében a
lebonto ¢és jelatviteli folyamatokban egyarant. Lathatjuk, hogy mindkét peptid, de fdleg az
NCR335 hatasai komplex valtozast okoznak az S. meliloti 1021 kifejez6dé genomjaban,
melyek egylittes hatasa az in vitro kezelésekben a hosszabb kitettség (2 és 3 ora), illetve a

magasabb peptid koncentraciok esetén a sejthalal.
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NCR335/Downr./10p
NCR247/Downr./10p
K6z6s hatas/ Downr./10p

NCR335/Upr./10p
NCR247/Upr./10p
K6z6s hatas/ Upr./10p

360

NCR335/Downr./30p
NCR247/Downr./30p
K6z6s hatas/ Downr./30p

335

NCR335/Upr./30p
NCR247/Upr./30p
K6z6s hatas/ Upr./30p

78
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NCR335/Downr./10p
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Koz6s hatas/ Downr./10p

NCR335/Up/10p
NCR247/Up/10p
K6z8s hatas/ Upr./10p

NCR335/Downr./30p
NCR247/Downr./30p
K&z6s hatas/ Downr./30p

NCR335/Upr./30p
NCR247/Upr./30p
K6z6s hatas/ Upr./30p

NCR335/Downr./10p
NCR247/Downr./10p
K6z6s hatas/ Downr./10p

NCR335/Upr./10p
NCR247/Upr./10p
K6z8s hatas/ Upr./10p

NCR335/Downr./30p
NCR247/Downr./30p
Koz6s hatas/ Downr./30p

NCR335/Upr./30p
NCR247/Upr./30p
K6z6s hatas/ Upr./30p

20. abra Az NCR247 és NCR335 peptid kezelések hatasara (A) legalabb kétszeres, (B) legalabb 6tszoros, (C)
legalabb tizszeres miikodésbeli kiillonbséget mutatd gének szamanak valtozasa S. meliloti 1021-ben, a mindkét
peptidnél valtozo gének szamanak feltiintetésével. Upr.:talmiikodd gének; Downr.: represszalt gének.
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Szénhidrat anyagcsere
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Folding, lebontas
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Egyéb aminosavak anyagcseréje
Aminosav anyagcsere

Nukleotid anyagcsere

Lipid anyagcsere

Energia rendszer

Szénhidrat anyagcsere

21.abra A kétszeres hatarérték felett vagy alatt valtozo gének funkcionalis analizise (KEGG). A kék oszlopok a
10 perces kezelésekben, a piros oszlopok a 30 perces kezelésekben valtozo gének szamat szemlélteti. Az (A)
grafikon az NCR335 peptid hatasara magasabb expressziot mutatd gének eloszlasat, a (B) az NCR335 peptid
kezelésre alulmiikodo gének eloszlasat, a (C) az NCR247 peptidre tulmitkodé és a (D) az NCR247 peptid
kezelésre alulmiikodd gének szamszert, funkcionalis eloszlasat mutatja.

4.5. Az NCR peptidek altal okozott altalanos génexpresszio csokkenés

Az NCR247 és NCR335 peptidek altal eldidézett génmiikodésbeli valtozasok sok

esetben egymassal atfedtek a kiilonb6z6 mintakban (20. abra). Ezeket a k6zos halmazokat
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tekintélyes szamu gén alkotta, bar esetenként jelentGs aktivitasbeli kiilonbséggel az egyes
mintakban. A gén expresszid csokkenéssel jaro események legnagyobb csoportja a peptid
kezeléseket kdvetden a genetikai informécios folyamatok része. A transzkripciot érinté gének
koz¢é tartoznak az RNS-polimeraz alegységeket példaul az RpoABCZ, a transzkripcios
terminator Rho-t és az antiterminacidos NusG fehérjét kodold gének. A transzlacios
folyamatokat érinté faktorok, mint példaul a transzlacids iniciacios faktorok (IF1-infA, IF2-
infB, IF3-infC), az elongacios faktorok (fusAl, tuf, tsf), a riboszomahoz kapcsolodo Tig nevil
saperon fehérje, valamennyi riboszémalis alegységet és proteint kodold (Rps, Rpm, Rpl) és a
riboszoma biogenezisben szerepet kapd fehérjék (HfIX, EngD) mindkét peptidre vonatkozdan
a csoport részét képezik. Az RNS érésben és a fehérje konformécié valtozasban szerepet
jatsz6 ATP-fiiggé RNS helikazok az rhlE1, rhlE2, a ribonukledz-E, és a poliadenilaz pnp is
csOkkent expresszioval reagéaltak mindkét peptid kezelésre. A purin, tiamin bioszintézis
kezdeti 1épéseinél aktivalodd enzimek, valamint a nukleotid-difoszfat kinaz (Ndk) mely a
foszfat-csoportok cseréjét katalizalja kiilonboz6 nukleozid-difoszfatok kozott, ugyancsak
alulmiikodott. Tovabbi jelentds biokémiai funkciok érintettek, 0tgymint az oxidativ
foszforilacid és a zsirsav bioszintézis néhany de igen fontos eleme, példaul az FoF; ATP
szintetaz alegységek (atpF,E,B,AH,G,D,C), a citokrom bc; komplex (fbcFBC) és a zsirsav
bioszintézis néhany enzimét kodold gén is. Szdmos ABC transzporter miikodését befolyasolo
gén expresszids szintje csokkent, jelen felsorolasban a mindkét peptidet érinté kadmium (Cd)
exportot (Smc04128, Smc04167) és a spermidin/putrescin transzport rendszert érintd géneket
(Smc01652, Smc01179) emlitem.

4.6. Az NCR peptidek altal okozott altalanos génexpresszio novekedés

Az NCR247 ¢s NCR335 peptidek altal okozott génexpresszids novekedés szamos
esetben kapcsolhato valamilyen stressz folyamathoz. Itt emlitheté példaul a stressz fehérjék
koziil az IbpA, RpoH1 ¢és az MsrA. Az RpoH1 egy fontos szigma faktor, mely tovabbi tobb
tucat gén mukodését befolyasolja. A Hsp20 proteinek, a GroES, GroEL, DnaJ Smc01106
tovabbi indukal6dé hoésokk-proteinek. A degP3, msrA3, a clpB és a hslV ATP-fiiggd
proteazokat kodolo gének szintén tilmilkodéssel reagaltak a kezelésekre. A kezelések
kovetkezménye 15 transzkripcios regulatort (példaul SMc02888, actR, feuQ, fecl) kodolo gén

megndtt mRNS szintje, melyek feleldsek lehetnek tovabbi 35 kiilonféle membran-transzporter
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legtobb esetben nem ismert a membran transzporterek altal szallitott szubsztrat molekula, de
az bizonyos, hogy példaul a ZnuABC nagy hatékonysaggal kozvetiti a cink (Zn) felvételt a
Zur transzkripcios faktor szabalyozasa alatt. igy a FoxA-FhuP-HmuSTUV-16l is tudjuk, hogy
a vas transzportban jatszik kiemelkedd szerepet. Néhany redox fehérje (glutation transzferaz,
szén-monoxid dehidrogenaz alegyséket, tioredoxin és glutaredoxin) és zsirsav oxidacid par

enzime is indukalddott.

4.7. Peptid specifikus génexpresszio novekedés

A transzkriptoma targyalasanal fontos kiilon is elemezniink azokat a géneket, amelyek
miikodésbeli valtozasa az egyik NCR peptidhez kothetd. Ezek a specifikus hatasok.
Nagyszdmu gént talaltunk azonban az analizis sordn, amelyek véltozasa mindkét peptidnél
azonos iranyba mutatott, de a vizsgalt koriilménynél a kontrollhoz képest nem minden
mintaban érte el a minimalis kétszeres kiilonbséget. Ezek technikailag nem tekinthetok

szignifikansnak, mégis emlitésre érdemesek lehetnek.

4.7.1. Az NCR335 peptid specifikus génaktivalo hatasa

A 10 perces NCR335 kezelést kovetden specifikusan talmiikodé géneket a 3.
fiiggelékben mutatjuk. A viszonylag kisszdmu gén, amelyeknek funkcionalis szerepet
talalhatunk, példaul a metan anyagcserével hozhatok kapcsolatba (SMb20131, SMb21691,
SMa0005), katalaz enzimet kodol (katA), vagy a propanoat anyagcsere része (SMb20752,
SMb20756). Az SMc01820, SMc01821 a B-alanin anyagcserében, a SUCACD operon génjei a
citromsavciklusban szerepet jatszo fontos elemek.

A 30 perces kezelést kovetden kizardlag az NCR335 peptidnél upregulalt géneket a 4.
fliggelékben mutatjuk be. Tobbségiik hipotetikus funkcioval rendelkezik, mindéssze a ppe
(SMb20195), SMc02776 és a xylB (SMc03164) géneket tudjuk a pentdz- és gliikuronat
atalakulashoz kotni.

Az NCR335 peptid hatasara mindkét kezelési id6tartamnal a kontrollhoz viszonyitott

magasabb expressziot mutatd gének Osszességét a 2. fliggelék tartalmazza. A szamos
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upregulalédé gén kozott féleg a lipid anyagcesere folyamatokhoz tartozoakat talalunk KEGG
analizisben, mint példaul a pccB (SMb20755), SMa0151, cfa2 (SMc02645), SMc02636, tesA
(SMc03836) gének. A legnagyobb csoportot a transzkripciot szabalyozé gének (SMb20215,
SMb21115, SMb21706, SMa0402, SMa0961, SMal056, SMa5007, SMc00129, SMc00329,
SMc00458, SMc00653, SMc02584, SMc02876, SMc02888, SMc03169) és a membran
transzport elemek (SMc03807, SMb20506, SMb20117, SMb206333, SMb20345, SMb20346,
SMc00563, SMc00564, SMc03825) alkotjak.

4.7.2. Az NCR247 peptid specifikus génaktivalo hatasa

Az NCR247 novényi peptidre 10 perces kezelésben tilmiikddé gének sorat szemlélteti
a 9. fiiggelék. A csoport néhany tagja része a kétkomponensii rendszernek, mint példaul a
kdpABC, SMc01594, rhbB. Ezek az ion transzportban jatszanak szerepet. Egyéb transzport
folyamatokhoz tartozo gének az SMb20056, smoE, modA, bacA, pgsA, SMc00817, SMc00977
¢s az SMc04396.

A 30 perces NCR247 kezelésben kizarolag a peptidhez specifikusan kdothetd
megemelkedett expressziot mutatd gének Osszességét a 10. fliggelékben foglaltuk 6ssze. Ezek
kozott is talalunk géneket kiilonbozd transzport folyamatokbol, példaul az emrE, exbBD,
rhrA, SMc02589, SMc02156, SMc00784, SMb21432, SMc03119 valamint a protein
lokalizacioban és protein transzportban szerepld exbB, exbD és az SMc01515 géneket.

A kezelési idétartamtol fiiggetleniil (mind a 10 perces mind a 30 perces mintakban) az
NCR247 peptidkezeléseknél tulmiikodo gének a 8. fiiggelékben talalhatok. A csoport tagjai
kapcsolhatok membran-transzport folyamatokhoz, szerepet jatszanak kiilonféle bioszintetikus
és lebontd folyamatokban. Taldlunk koztiik ABC transzporter alegységeket, példaul fbpCl
(Fe** ion felvétel), SMb20156, SMb21431, benzoat degradacios elemet (SMc04314), tRNS
bioszintézis (thrS), aminosav anyagcsere (SMc01656) és a purin anyagcsere (cyaK) géneket.
A YedYZ szulfit oxidaz alegységek, az EXbBD proteineket kodold gének, melyek a TonB-vel
alkotott komplexben a vas felvétel fontos elemei, kizarolag az NCR247 peptid hatasara

mutattak markans expresszios novekedést mindkét kezelési idépontban.
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4.8. Peptid specifikus génexpresszio csokkenés

4.8.1. Az NCR335 peptid specifikus represszalo hatasa

48%-kal tobb volt azoknak a géneknek a szama, melyeknek a peptidkezelések
eredményeként csokkent az expresszioja. A 10 perces NCR335 kezelést kovetden
specifikusan alulmiikodé géncket a 6. fiiggelékben foglaltuk Gssze. Az ide tartozd gének
szerepet kapnak az aminosav anyagcserében ( aroQ, pyrBG, serB, SMb20821, dapA, lysA,
thrA), az organikus savak anyagcseréjében (fumC, gImS), ¢és a xenobiotikum
anyagcsereutvonalaban is (adhAl).

A 30 perces NCR335 peptid kezelés utan a jelentds szamban megjelend down-regulalt
gének kozott viszonylag kevés volt a specifikusan, csak ehhez a peptidhez koéthetéek szama.
Ezeket foglaltuk 0ssze a 7. fliggelékben. Kiemelhetjiik koziilik az IpsB, ppiB, SMc00146 és
az ureE a makromolekulak anyagcseréjéhez vagy az ilvl, SMal952, SMc00146 nitrogén
anyagcseré¢hez kapcsolhat6 géneket.

Specifikusan az NCR335 peptid hatasara down-regulalodd gének kozott talaltunk
olyanokat, melyek mind a 10 perces, mind a 30 perces kezelésekben el6fordultak. Ezeket a
géneket az 5. fiiggelékben gylijtottikk 6ssze. A csoport tagjai kozott kiemelkedd szdmban
jelentek meg a riboszomalis proteineket kodold gének, mint példaul az rpsM, rpsP, rplU,
romB, rpmE, rpmF, rpmG, rpmH vagy az rpmJ. Habar a csoportositas szerint ezek csak az
NCR335 peptid hatdsara valtoztak kétszeres hatarértéket meghaladd mértékben, a
specifikussag tekintetében érdemes ezt megfontoltan figyelembe venni, hiszen tudjuk, hogy
igen nagy azoknak a riboszomalis proteineket kodolo géneknek a szama, amelyeket mindkét
kezelésben csokkent expressziot mutattak. Az RNS degradacioban jelentds rhlE2, rne, rho és
az oxidativ foszforilacio néhany elemét kodold gén, mint az atpF, atpH, fbcB, fbcF, ppa,
nuoK1, a mucR transzkripcios faktor és néhany RNS-saperon-fehérje (hideg-sokk fehérje)
(Cspl, Csp4, CspA2, CspA8) és az RNazP szintén ebbe a csopotba sorolhatoak.

4.8.2. Az NCR247 peptid specifikus represszalo hatasa

Alig tobb mint 20 gén sorolhaté az NCR247-el 10 perces peptid kezelést kdvetden
alulmiikod6é gének csoportjaba. A rovid, de teljes lista a 12. fiiggelék tartalma. Itt talaljuk a

50



Eredmények

nitrogén anyagcsere (norE), a glutamat anyagcsere (gabD5), a leucin és izoleucin szintézis
(ileS), a membran komponens bioszintézis (IpxC) és a protein szekrécio (ffh) egy-egy elemét.
A 30 perces kezelésben az NCR247 peptidre specifikusan downregulalodo gének
szintén kis csoportot képviselnek a valtozé gének nagy halmazaban. Ezek a 13. fiiggelékben
talalhatok. Koziiliik csupan a hisH (hisztidin anyagcsere), fdh (zsirsav anyagcsere) és a CoxP
(oxidativ foszforilacid) génekrdl tudjuk, hogy mely Gtvonalakban jatszanak szerepet.
Kizardlag az NCR247 giimd specifikus peptid hatasara, mindkét kezelési idépontban
csokkent expresszios aktivitast csak kis csoport képvisel a hatarértéket meghaladd valtozast
elért gének kozott. Ezeket a géneket listaztuk a 11. fiiggelékben. A csoport tagjaihoz, az

adatok jelenlegi feldolgozottsaga mellett, nem talaltunk semmilyen kdthetd funkciot.

4.9. A valtozasok attekintése funkcionalis kategoriak szerint

4.9.1. Membranalkoté elemek és membrankapcsolt folyamatok valtozasa

A baktérium sejteket hatarold6 membran egy tobbrétegii, bonyolult struktara, amely
elsédleges tamadasi feliilete a kornyezetbél jovo hatasoknak. A Rhizobiumok sejtfelszini
struktiirajat alkot6 poliszaharidok az exopoliszaharidok (EPS), a kapszularis poliszaharidok
(CPS) és a lipopoliszaharidok (LPS), amelyek a védelmi funkcio mellett a szimbidzis kezdeti
Iépéseinél is igen fontos szerepet jatszanak (Niehaus és Becker, 1998). A baktériumokat
hatarolo LPS réteg a kiils6 membran egyik f6 komponense, amely csaknem az §sszes Gram
negativ baktériumban megtalalhatd, nélkiilozhetetlen szerepe van a membran épségének ¢és
stabilitasdinak megdérzésében. A membran szabalyozott ateresztoképessége hatékony védelmet
nyujt a kiils6, kdrnyezeti stresszhatasok ellen, igy fontos a baktériumok életben maradasahoz
¢s alkalmazkodéasahoz a valtozo kornyezetben. Az S. meliloti kétféle, savas tipusu
exopoliszaharidot képes termelni, a szukcinoglukdnt (EPS1) amely a szimbiozis
kialakulasahoz is igen fontos ¢s a galaktoglukant (EPS2) amely képes az el6z6t helyettesiteni
az infekcid soran (Glazebrook és Walker, 1989).

Az NCR peptidek hatasara csokkent expressziot mutaté acpXL, acpP, IpxC és néhany
fab gén megvaltozott mennyiségli lipidA termelddését eredményezheti, amely a membran
LPS 6sszetételét modosithatja.

NCR335 peptid kezelést kovetéen mindkét idopontnal (10 perc és 30 perces kezelés) a

mucR gén alulmiikdése tapasztalhat6. A mucR egy cink-ujj protein, mely erésen konzervalt a
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Rhizobiales nemzetségen beliil. Génterméke negativan szabalyozza az EPS2 szintézisét,
ugyanakkor pozitiv regulatora az EPS1-nek (Bahlawane és mtsai., 2008). A moddosult
bakterialis felszin képes megvaltoztatni a sejt kornyezeti stresszel szemben mutatott
ellenallasat. A mucR altal szabalyozott transzkripcios egységek, vagyis az EPS1 termel6désért
felelos exo és az EPS2 termelésért felelés wga, wgc, wgd, wge gének expresszioban

bekovetkezo valtozasa a 10 és 30 perces mintakban azonban nem mérhetd.

? —— bach SM_b20999
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22. abra A bacA (Smb20999) gén expresszids szintjének valtozasa az analizis soran. Az S. meliloti
baktériumban tobb mint kétszeresére emelkedett a bacA gén expresszidja a 10 perces NCR247 kezelés hatasara.

A BacA membran protein miikddése sziikséges a normalis bakteroid fejlddéshez a
giimOben. A BacA preciz in vivo rendeltetése jelenleg még nem tisztazott, de szamos kisérlet
bizonyitja, hogy jelenléte csokkenti a bakteridlis membran érzékenységét, tobbek kozott
éppen az NCR-ekkel szemben (Haag és mtsai., 2011). Az NCR247 peptid hatasara a 10
perces kezelésben a gén 2,5-szeres tulmiikodése figyelhetd meg (22. abra). A gén terméke
feltehetéen megakadalyozza az NCR molekuldk transzportjat, ezaltal a jelentds mértéki

membran permeabilizaciot és intracellularis hatast (Oldroyd és mtsai., 2011).
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23. abra A cink (Zn) transzportban szerepet jatszo proteinek szintéziséért felelds gének (znuABC) és a
szabalyozast végz0 zur represszor expressziods szintjének valtozasa lathaté az egyes NCR peptidek hatasara, a
kiilonbo6z6 kezelési idétartamok feltiintetésével.

A baktérium Zn?" felvételéért egy energiafliggd ABC transzporter felelds. A znuABC
operon egy harom fehérjébdl allo komplex szintéziséért felelés. A znuA a periplazmatikus
protein, a znuB a membran-integralt egység és a znuC az ATPaz komponens. Az NCR247 ¢és
NCR335 giimd specifikus peptidek hatdsara mind a 10 perces, mind a 30 perces kezeléseknél
magasan expresszalt a znuABC operon (23. abra). A Proteobaktériumokban az operon
szabalyozasaért a mintainkban szintén upregulalodd Zur represszor felelds, amely a Fur
protein csalad tagja. Szamos protein (példaul riboszomalis proteinek) €s bakteridlis enzim
tartalmaz az aktiv centrumaban, vagy a strukturdlis felszinen cinket (példaul DNS
polimerazok, proteazok, metalloenzimek), de fontos szerepet kapnak a bakterialis membran
stabilizalasaban is (Hantke, 2001).

A vas nélkiilozhetetlen elem szamos anyagcsere folyamatban, példaul a
nitrogénfixalas, a 1égzési folyamatok és DNS szintézis soran is. Az NCR kezelések hatasara
kiugréan magas expressziot mutaté hmuSTUV operon fontos a ferroxi-amin transzport soran a
Rhizobiumokban (Cuiv és mtsai., 2008) (24. abra).
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A szintén emelkedett expressziot mutatd exoBD — a TonB-vel alkotott komplexben -
sziikséges a vas felvételéért. A vas homeosztazist szabalyozo6 irr gén, mely egy altalanos
regulator, csak az NCR335 30 perces kezelésben éri el a kétszeres hatarértéknél magasabb

transzkripcids szintet.

—— exbD SMc02084
— exbB SMc02085
— hmuT SMc01512
— hmuS SMc01513

hmulJ SMc01511
— hmuV SMc01510
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24. abra A hmuVUTS és az azt szabalyozd exbBD operonok expresszids valtozasa az NCR peptidek hatasara a
kontrollokhoz viszonyitva, a kezelési idok feltiintetésével.

Mind azt NCR247 mind az NCR335 30 perces peptidkezelés megnovelte a fecl gén
mRNS szintjét a mintakban. A fecl gén mint szigma fator kozvetiti az RNS polimeraz DNS-
hez torténd kapcsolasat. A fecl aktivalasahoz sziikséges a FecR vas transzport regulator
proteinnel torténd interakcid. A fecR gén aktivitdsa azonban koriilményeinknél nem valtozott.

A zsirsav anyagcsere koztes és végtermékei szolgaltatjdk a lipopoliszaharidok
szintéziséhez és a rhizobialis membran felépitéséhez felhasznalhato komponenseket, valamint
a szignal transzdukcioban résztvevd koenzimeket. A fadAB és fadD gének, valamint szamos
zsirsav anyagcseréhez kapcsolhatd hipotetikus funkcidéja gén, mint példaul az SMc00976,
SMc00262, SMb20752 upregulacidja figyelheté meg az NCR molekulak hatasara. A fadAB és

fadD gének expresszios szintll valtozasait szemlélteti a 25. abra.
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25. abra A zsirsav anyagcsere néhany génjének valtozasa az NCR247 és NCR335 kezelések hatasara. Az S.
meliloti fadAB ¢és fadD génjeinek expresszios valtozasa a 10 perces NCR247 és NCR335 kezeléseket kovetden
hirtelen megemelkedett.

4.9.2. Az energiaszolgaltatas

A citrat (TCA) ciklus a fehérjék, a szénhidratok és a lipid anyagcsere kozos allomasa,
amely a sejt NADH és ATP szintjének utdnpoétlasat végzi. Az NCR247 ¢és NCR335
peptidkezelések kovetkeztében a TCA ciklus soran szerepet jatszo gének egy részének
csokken az expresszidja, mint példaul az. icd, fumC, fdh, sucB, adhC1, SMc04270 és adhAl,
mig masoknal jelentds emelkedést figyelhettiink meg, igy a sucA, sucC, sucD és SMb20857
esetében.

A redox folyamatok altal 1étrehozott elektokémiai potencial gradiens kapcsolt az ATP
szintézis folyamatahoz. Aerob baktérium kulturaban a Rhizobiumok az oxidativ foszforilacio
altal termelik az ATP-t. Ezzel szemben a szimbiodzis soran atalakult bakteroidban az ATP
szintézisért felelds gének represszalt allapotban vannak (Becker és mtsai., 2004).

Az ATP szintézishez kapcsolt gének (atpHAGDC, atpFF2EB) erds downregulaciojat
figyelhettilk meg az NCR247 é¢s NCR335 peptidekkel tortént kezelések hatasara is (26. dbra).
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— atpB SMc00871
atpE SMc00870
— atpF2 SMc00869
= atpF SMc00268
atpD SMc02501
— atpG SMc02500
atpA SMc024599
— atpH SMc02438

— atpB SMc00871
atpE SMc00870
— atpF2 SMc00865
— atpF SMc00868
atpC SMc02502
— atpD SMc02501
atpG SMc02500
— atpA SMc02435
—— atpH SMc02458

26. abra Az NCR247 és NCR335 peptidekkel kezelt S. meliloti transzkriptomaban, az ATP szintézisért felelés
gének expresszidja jelentdsen lecsokkent. Az (A) panel a 10 perces peptidkezelések hatasara, a (B) panel a 30
perces NCR kezelések hatasara, az ATPase gének expresszidjaban bekovetkezd valtozas mértékét mutatja.
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Az NCR335 peptiddel végzett kezeléseket kdvetden a mintdkban lecsokkent egyes
NADH dehidrogenaz komponensek expresszioja is (NUONK;HL).

Az tbcFBC operon harom redox alegységet kodol. Az fbcF az Fe-S proteint, az fbcB a
citokrom-b-t, végiil az fbcC a citokrom-cl-et. Valamennyi kezelésben ezek a gének is

represszalt allapotban vannak a kontroll értékekhez képest.

4.9.3. Genetikai informacids folyamatokat érinté valtozasok

A nukleotid bioszintézist érinti a purin- (PUrABCNMLU3) és pirimidin (pyrBGH)
szintézisért felelds gének csokkent atirdsa (27. 4bra).

A transzkripciot érintéen csokkent az RNS-polimeraz alegységek (rpoABCZ), a
transzkripcids terminator (rho) és az antiterminator proteint kodoldo gének (nusG) mRNS
szintje a mintakban.

A riboszoma biogenezisben szerepet jatszo ATP-fliggé RNS-helikazok (rhlEL, rhlE2),
az RNS molekuldk processzalasban szerepet jatszo gének (rne, rnr, rnpA, pnp) RNS szintii
megnyilvanuldsa csokkent (28. dbra). Tovabba 53 db riboszomalis protein gén expresszidja
gatlodott jelentds mértékben (29. és 30. abra). A riboszomalis proteinek ilyen mértékii
represszidja a gimdébdl izolalt bakteroidokban is hasonldan megfigyelhetd.

A transzlaciot érintéen csokkent tobb transzlacios iniciacios faktort (IF1-infA, 1F2-
infB, IF3-infC), elongacios faktorokat (tufl, tuf2, fusAl, tsf ) és riboszoma-asszocialt saperon
fehérjéket (tig) kodo gén aktivitasa. Csokkent a génaktivitasa néhany ATP-fiiggd RNS
helikaznak (rhlE1, rhlE2), polinukleotid-foszforilaznak (pnp) (28. abra), nukleozid difoszfat
kinaznak (ndk). A protein szintézis gatolt mikkodése mas kapcsolodd folyamatokra is hattassal
van. Megfigyelhetd példaul a kezelt mintdkban az aminosav bioszintézis represszidja a serB,

lysA, thrA, leuB, pdh, aroQF, pheAa, aatA, dapA gének alulmiikbdése altal..
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— pyrH SMc(2059
pyrG SMc01025
— pyrB SMc01260
— purA SMc00643
purh SMc00614
— purM SMc00615
purB SMc00508
= purC SMc00435
= purL SMc00438

— purh SMc00614
purM SMc00&15
—— purB SMc00508
— purC SMc00455
purlL SMc00488

27. abra A purin és pirimidin bioszintézisért felelds gének expresszidjanak csokkenése (A) 10 perccel az

NCR247 és NCR335 peptidek hatasara, valamint (B) 30 perces peptidkezeléseket kovetden.
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—— rhlE2 SM_b20880
rhlET1 SMc00522
— me SMc01336
— rmph SMc01720
pnp SMc00324
— infB SMc02514
fusAl SMc01312
— tsf SMc02100
= pth SMc{2653
— priB SMc01333

— rhlE2 SM_b20880
rhlE1 SMc00522
— me SMc01336
— rnp& SMc01720
pnp SMc00324
— infB SMc02514
fusA1 SMc01312
— tsf SMc02100

28. abra A riboszéma Osszeszerel6désében szerepet jatsz6 ATP fligg6 helikazok (rhlE1, rhlE2), az RNS
molekuldk processzalasaban (rne, rnr, rnpA pnp) és a transzlacios folyamatokhoz (infB, fusAl, tsf, pth prfB)
kapcsolodo gének csokkent expresszios mitkodése detektalhatdo az NCR247 és NCR335 peptidek hatasara.
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— rpmé SMc03772
rplY SMc02692
—— rpsD SMcD0425
— rpsB SMc02101
rpsK SMc01286
= rpl0 SMc01290
rpmD SMc01291
— rpskE SMc01252
— rplR SMc01253
— rplF SMc01294
rpsH SMc01235
— rpsN SMcD1296
rplE SMc01297
= rplX SMc01298
= rplN SMc0125%
—— 1psQ@ SMeD1300
rpmC SMc01301
— rplP SMc01302
— rpsC SMc01302
rplV SMc01304
— 1psS SMeD1205
rplE SMc01306
— rpl\w/ SMc01307
— rplD SMc01308
— rplC SMc01309
rpsd SMc01310
— 1psG SMc01313

rpsL SMcD1314
— rplL SMc01318
— rplJ SMc01319
— rplA SMc01320
rplK SMc01321
— rplM SMcD1804
— rps| SMc018032
rpsF SMc00568
— rpsR SMc00567
rpll SMc00565
— psT SMc01152
— rpml| SMcD0363
— rpsA SMc00335
rps0 SMc00323
— rpmF SMc03881
rplS SMc03863
— rpsP SMc03853
— rpllJ SMc03770
= rpmJ SMc04003
rpmE SMc035%0
= rpmB SMc00704
— rplQ SMcD1283
rpsM SMc01287
— rpmG SMc01365
rpmH SMc04434
= rplT SMc00364

29. abra A riboszomalis proteinek expresszids valtozasa a kezeléseket koveté 10. percben. Az NCR247 és
NCR335 peptidek hatasara csokkent a riboszomalis proteinek expresszidja mar 10 perccel a kezelések utan.
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—— rpmA SMc03772
rplY SMc02652
— rpsD SMc00485
— rpsB SMc02101
rpsK SMc01286
= rplO SMc01250
rpmD SMc01291
— rpsE SMc01232
— rplR S5Mc01252
— rplF SMc012594
rpsH SMc01295
— rpsh SMcD1296
rplE SMc01257
— rplX SMc01258
— rplN SMc01239
— rpsQ SMc01300
rpmC SMc01301
— rplP SMc01302
— rpsC SMc01303
rplV SMc01304
— rpsS SMc01305
rplB SMc01306
— rpl\/ SMc01307
—— rplD SMc01308
= rplC SMc01309
rpsd SMc01310
— rpsG SMc01313

rpsL SMcD1314
rplL SMc013128
rpld SMc01319
rpld SMc01320
rplK SMc01321
rplM SMcD1804
rps| SMc01803
rpsF SMcD0568
— rpsR SMc00567
rpll SMc00565
rpsT SMc01152
rpml SMc00363
rpsA SMc00335
rpsO SMc00323
— rpmF SMc03881
rplS SMc03863
rpsP SMc03858
rpll) SMc03770
rpmJ SMc04003
rpmE SMc03530
rpmB SMc00704
rplQ SMcD1283
rpsM SMc01287
— rpmG SMc0136%
rpmH SMc04434
— rplT SMc00364

30. abra A riboszomalis proteinek expresszios valtozasa a kezeléseket kovetd 30. percben. Az NCR247 és
NCR335 peptidek hatasara csokkent a riboszomalis proteinek expresszidja. Az abra a 30 perces kezelések utan

abrazolja az egyes gének expresszios valtozasat a kontrollhoz képest.
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4.9.4. A stresszvalaszhoz kotheto génexpresszios valtozasok

A kornyezeti stresszre adott valaszreakcid és adaptacid tobb tucat gén expresszids
valtozasat eredményezi. Az S. meliloti genomban 14 alternativ szigmafaktor szabalyozza a
kiilonbozo gének miikodését és atirasat. Ezek az RpoN, RpoH1, RpoH2, RpoE1-RpoE10 és a
Fecl (Finan és mtsai., 2001; Galibert és mtsai., 2001).

Az altalunk vizsgalt NCR peptidek a transzkriptoma adatai szerint mindossze két
szigma faktor miikodésében eredményeztek valtozast a kezeletlen kontrollhoz képest. Az
rpoH1 gén, amely egy szigma faktor altalaban a pH valtozasra adott stresszvalasz soran
aktivalodik. Emellett szerepe van a hdsokk proteinek aktivalasaban, valamint a szimbi6zisban
¢s a nitrogénfixalds soran. Az rpoH1 magas expresszidja kimutathatdé M. sativa és M.
truncatula giimében €16 bakteroidokban is. Az NCR247 és az NCR335 kezelések mar 10
percet kovetben is aktivaltak az rpoH1 miikodését S. meliloti baktériumban (37A. abra), ami
késobb a 30 perces kezelésben mérsékelten fokozodott (31. abra) Némely rpoH1 altal
szabalyozott gén miikodésében is megfigyelhetd a fokozott aktivitas, példaul a dnaJ, dnak,
clpB, groES, htpG, htpX, hslU, hslV, hslO, SMb21295, SMc01106, trxA, grxC, és msrA3

esetében.

5

—— rpoH1 SMcODB46

Expresszios szint

K0 K30 NCR247 10" NCR247 30' NCR335 10 NCR335 30"

31. abra Az rpoH1 gén mRNS szintjének valtozasa a kiilonbozoé kezelések hatasara. Az NCR247 és az NCR335
peptid is megemeli az rpoH1 szigma faktor expresszids szintjét mind a 10 perces mind a 30 perces kezelésekben.
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A hideg-sokk fehérjéknek még nincs azonositott szigma faktora prokaridtakban
(Yamanaka, 1999). Néhany a csoportba tartozo gén, példaul a cspl, cspA2, csp4 és a cSpA8
expresszidja jelentésen lecsokkent az NCR335 kezelés hatasara mind a 10 perces, mind a 30

perces mintaban (32. abra).

— cspiB SMal126
cspA2 SMc01428

— capl SMc04318

1 — cspd SMc04234

0.6

0.4

Expresszios szint

0.2

K10 K30 NCR335 10" NCR335 30'

32. abra Hideg-sokk fehérjék expresszios valtozasa az NCR335 peptidkezelés utan. A csp2, cspA8, cspl és csps
hidek-sokk fehérjék mRNS szintje jelentés csokkenést mutatott az NCR335 peptid hatasara.

Az S. meliloti 1021 baktérium az oxidativ stressz ellen szuperoxid-diszmutazokat és
katalazokat termel (Santos és mtsai., 1999). A katA gén normal korilmények kozott az
exponencialis novekedési fazisban termelddik. Az NCR335 hatdsara azonban mind a 10
perces, mind a 30 perces kezelt mintakban jelentésen megnd a réla atirodé6 RNS mennyisége a

kontrollhoz képest. A katA gén magas expresszidja a bakteroidban is megfigyelhetd és

crer

2004).
A 30 perces NCR335 peptiddel kezelt S. meliloti 1021 mintaban a sodC gén mRNS
szintjének emelkedése detektalhatd. A természetben ez a gén az infekcios folyamatok soran

aktivalodik. A génrdl atirodo fehérje kiemelt feladata a természetben a bakteridlis sejtfal

védelme a szuperoxid-ionokkal szemben.

62



Eredmények

4.10. A szekvenalasi adatok megerdsitése

Az RNS szekvenalas eredményeinek ellenérzése (validalasa) valos idejii kvantitativ
polimeraz lancreakcioval (QRT-PCR) tortént.

Az ellenérzéshez riboszomalis proteineket (rpsF, rpsD, rplM), egy alternativ szigma
faktort (rpoH1), egy hdésokk proteint (ibpA), egy ABC transzportert (ndvA) és egy
poliadenilaz enzimet (pnp) kodold gént valasztottunk. Belsé kontrollnak a 16S RNS-re

terveztlink primereket.
A B

9,00 - HSEQ 4,50 A‘ HSEQ
8,00 - W qRT-PCR 4,00 B qRT-PCR
7,00 - 3,50 +

6,00 - % 3,00 -

kT

2 500 - 82,50 -

ki 22,00

H 4,00 - 22,00 -

Z3,00 Z150
2,00 - 1,00
1,00 - 0,50 -
0,00 ,*h_,_—ﬁ_i__ . " ii 0,00 _4._f ; . hjL_‘

rpsF rpsD rplM rpoH1 ibpA ndvA pnp rpsA rpsF rpsD rplM rpoH1 ibpA ndvA pnp rpsA
C D
9,00 4 mSEQ 7,00 WSEQ
] RT-PCR mgRT-PCR

8,00 mq 6,00 | o
7,00 -

X x 5,00 -

E 6,00 - .5

8 500 1 8 L

2 P

8 4,00 - § 3,00

23,00 - g

i w 2,00 -
2,00 -
1,00 - .00 7
0,00 H_h_‘_r . s : ijj 0,00 AIL‘L.L* o . W

rpsF rpsD rplM rpoH1 ibpA ndvA pnp rpsA rpsF rpsD rplM rpoH1 ibpA ndvA pnp rpsA

33. abra A szekvenalasi eredmények megerdsitése qRT-PCR reakcioval. Az (A) grafikon az emlitett bakterialis
gének szekvenalasban és qRT-PCR-ben mért expresszids szintjét abrazolja NCR247 peptiddel torténd 10 perces
kezelést kdvetden, (B) NCR335 peptiddel torténd 10 perces kezelést kdvetden, (C) NCR247 peptiddel torténd 30
perces kezelést kovetden és (D) NCR335 peptiddel torténd 30 perces kezelést kovetden. A grafikonokon
feltlintetett qRT-PCR adatok harom biologiai és azok két technikai parhuzamosainak mérési eredménye, a szoras
feltlintetésével.

A (gRT-PCR reakciokhoz hasznalt cDNS templatokat a mintdnként (6 kiilonb6zo
minta) harom bioldgiai parhuzamosbdl tisztitott RNS-ekbdl irtuk (18 kiilonbdzé ¢cDNS). Az
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ellendrzo kisérlethez kivalasztott géneknek (7 darab) az expressziojat valamennyi mintaban
leellendriztiik reakcionként 2-2 technikai parhuzamost alkalmazva. A qRT-PCR-ben kapott
CT értékekbél génexpressziot szamoltunk. Ezeket a szamolt értékeket foglaltuk dssze a 15.
fliggelékben.

A (RT-PCR-ben az egyes génckre kapott expresszios értékeket (a bioldgiai
parhuzamosok kozott mért szorasokkal) hasonlitottuk Ossze a szekvenalasbol szarmazo

adatokkal melyeket grafikonon (33. abran) abrazoltuk.

Az ellenérzéshez hasznalt gének gRT-PCR-ben mért expresszios értékei alatamasztjak

¢s megerdsitik a szekvenalas soran kapott valtozasokat.
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5. EREDMENYEK MEGVITATASA

A Galegoid klad tagjainak a Rhizobiumokkal kialakitott szimbiotikus kapcsolata soran
kitiintetett szerepe van az NCR peptideknek a giimdében €16 baktériumok terminalis
differencidlodasaban. Megnéztiikk az izoelektromos pontjuk alapjan a peptidcsalad széles
skalajat jellemez6 (PI 3,61-11,22), 14 kiilonb6z6 NCR molekula hatasat CFU tesztben
szabadonél6 S. meliloti 1021 baktériumon (ex planta). Az eredményeket 6sszegezve levontuk
azt a kovetkeztetés, hogy az NCR peptidek egy jol jellemezhetd csoportja, a kationos
tulajdonsagt  NCR molekulak, esetiinkben az NCR335, NCR247, NCR137, NCR192,
NCRO35 és az NCROS55 antimikrobialis hatassal rendelkeznek in vitro. Az antimikrobialis
hatas bizonyitasahoz kivalasztottunk a vizsgalt peptidekbdl kett6t a tovabbi kisérletekhez.

Az NCR247 ¢és NCR335 peptidek (50ug/ml/36ra) a Gram-pozitiv (Bacillus
megaterium, Bacillus cereus, Clavibacter michiganensis, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes) és Gram-negativ baktériumok (Sinorhizobium meliloti, Escherichia coli,
Salmonella  typhimurium, Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas aeruginosa,
Xanthomonas campestris) széles skalajat pusztitottak el rovid id6 alatt, vagyis sejtolo,
antimikrobialis hatast fejtettek ki in vitro. A vizsgalt baktériumok tobbsége valamely kezelés
hatasara teljesen elpusztult. A Xanthomonas campestris és a Clavibacter michiganensis
bizonyultak a legérzékenyebbnek, hiszen ezek a ndvényi patogének egyik kezelést kovetden
sem voltak képesek telepformalasra. Mivel a dolgozatomban bemutatott két cisztein-gazdag
giimd-specifikus peptid hatékonyan semmisitett meg szdmos human/allati €s névényi patogén
baktériumot, igy ezek lehetséges jeloltek lehetnek a jovoben a gyogyaszatban, vagy akar az
¢lelmiszer iparban a korokozok elleni védelemben. Figyelembe véve, hogy a peptidcsaladot
alkotd kozel 600 NCR molekula kozel fele kationos tulajdonsagti, a Medicago giimé a
potencialis antibiotikum jeloltek valdésagos “kincstara™ lehet. A legfontosabb kérdés ezzel
kapcsolatban, hogy vajon hogyan fejtik ki hatasukat?

Propidium-jodid (PI) teszttel igazoltuk az 5 pg/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml, 50 pg/ml
novekvo peptid koncentraciok altal id6fiiggéen indukalt (10 perc, 30 perc, 120 perc)
membranateresztd képesség novekedést, ami Osszhangban van a kordbbi kisérletekben

tapasztalt sejtolo hatassal.
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Az NCR247 ¢és NCR335 peptidek altal indukalt génexpresszidos valtozasok
vizsgalataihoz és az esetleges intracellularis célpontok felderitéséhez transzkriptom analizist
terveztiink (SOLiD4 Life Technologies rendszert alkalmazva) a peptideket termelé M.
truncatula természetes koriilmények kozott kolesonhatd szimbiotikus partnerén (S. meliloti
1021), olyan alacsony peptidkoncentraciot (10 pg/ml) és kezelési id6tartamot valasztva (10
perc, 30 perc), melyeknél megfigyelhettiik a baktérium sejtek korai valaszat, azok jelentds
pusztulasa nélkiil.

Az elemzés soran megvizsgaltuk a S. meliloti 1021 kozel 6700 fehérjét kodolo
génjének expresszios profiljat. A tobb szdz valtozé miikddést mutatd gén kozott a
génexpreszio csokkenésével jellemezhetd gének legnagyobb csoportja a genetikai informacios
folyamatok része. A transzkripcidt érinti példaul az RNS-polimeraz alegységeket kodolod
rpoABCZ, a transzkripcios terminator rho és az antiterminacios NnusG gén fehérjeterméke. A
transzlacios iniciatorokat IF1-infA, IF2-infB, IF3-infC, elongacids faktorokat tufl, tuf2, fusAl,
tsf és majdnem az Osszes riboszoma asszocialt fehérjét kodold gén (53 darab) és alegység
(rps, rpm és rpl), valamint a riboszéma biogenezishez kapcsolodd hflX, engD expresszidja
csOkkent a kezelések hatdsara. A konformacid modositast €s az RNS molekulak érését végzo
proteinek (ATP-fiiggé RNS helikazok rhlE1, rhlE2; ribonukleaz E, P; polinukleotid
foszforilaz/poliadenilaz pnp) expresszidja szintén csokkent. A purin és tiamin bioszintézis
enzimeit kodolé gének expresszidja szintén csokkent a rovid ideig tartd kezelésekben. A
foszfat-csoportok cseréjét katalizalo nukleotid-difoszfat kinaz génje (ndk), szintén csokkent
aktivitast mutatott az NCR peptidekkel kezelt mintdkban. A masik nagy csoport, melyben
nagy szami gén milkddése negativan érintett, az oxidativ foszforilacido és a zsirsav
bioszintézis. Ide tartoznak az ATP-szintetdz elemei, a citokrom bc; komplex és tovabbi hat
gén, melyek a zsirsav bioszintézis enzimeit kodoljak. Nagyszamt ABC transzporter, koztiik a
kadmium, spermidin/putrescin export elemek szintén gatlas al keriiltek a kezelések hatasara.

A magasabb mRNS szintet mutaté gének kozott azonositottuk az ibpA, rpoH1 stressz-
véalaszhoz kapcsolhatd géneket, melyek kiilonb6z6 stressz fehérjéket kddolnak. Az ATP-
fiiggd proteazokat kodoldo msrA, clpB és hslV gének szintén indukalodtak. A transzkripcios
regulatorok csoportjaban mintegy 24 gén, a membran transzport folyamatokhoz kapcsolodoan
pedig 42 gén mRNS szintje nétt meg a vizsgalt NCR peptidkezelések hatasara. Jelenleg
sajnos nem ismerjiik a legtobb membrantranszporter szubsztrat molekulajat. Ez alol kivétel a
Zur represszor altal regulalt znuABC, mely felelés a cink szabalyozott felvételéért, de a vas

felhasznalas soran sziikséges FOXA-FhuFP-HmMuSTUYV proteineket kodold gének expreszidja
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is nott. Az altalunk vizsgalt két kationos NCR molekula elsddleges célpontja a negativ toltésii
bakteridlis membran. A membran Osszetételét atalakitd lipid komponenseket kodold gének
véaltozasa a koriilményekhez wvalé alkalmazkodast célozza. Nagy szamban valtozott,
tobbségében megndtt a membran transzport folyamatokhoz kothetd gének expresszioja,
melyek a sziikséges tapanyagok, ionok felvételét, valamint a toxikus komponensek sejtbol
torténd kipumpalasat végzik. Az NCR247 és NCR335 peptidek legjelentdsebb intracelluraris
célpontjai a transzlacios rendszer részei. Az érett és funkcionalis riboszoma felépitésében
jelentds szerepet betolté proteineket-, valamint a riboszéma Osszeszerelését végzoé peptideket
kodold gének represszidja altalanos mindkét vizsgalt NCR peptid esetén. Mindezek a
valtozasok csokkent transzlacios aktivitast, alulmiikddo fehérje szintézist eredményeznek.

A kétszeres hatarértéket meghaladd génexpresszios valtozasok egy jelentds csoportja
csak az egyik peptidkezelést kovetden volt mérhetd a transzkriptomaban. Ezek kozott
kereshetjiik az egyes peptidek valddi specifikus célpontjat, vagy kozvetlen kolcsonhato
partnerét, illetve partnereit. Ezeknek a molekuldknak a pontos meghatarozasa azonban
tovabbi vizsgalatokat kivan a jovoben.

Az analizisben alkalmazott koriilményeknél azonban elmondhatjuk, hogy az NCR335
peptid specifikus indukélé hatdsa érvényesiil a lipid anyagcseréhez kapcsolodd pccB,
SMa0151, cfa2, SMc02636, tesA gének valtozasaban, a citromsavciklus egyes tagjainal
(SUCACD) és tobb hoésokk fehérjét kodold génnél, példaul a hsp20, groES, groEL, dnald,
SMc01106 és a DegP3 proteaz esetében. Kozvetve, vagy kozvetleniil represszalja az RNS
degradaciohoz kapcsolodo rhlE2, rne, rho géneket és az oxidativ foszforilacié néhany elemét
(atpF, atpH, fbcB, fbcF, ppa, nuoK1). Csokken az expresszidja egyes aminosav anyagcsere
komponenseket (aroQ, pyrBG, serB, SMb20821, dapA, lysA, thrA) és hideg-sokk fehérjéket
kodolo géneknek (cspl, csp4, cspA2, cspA8).

Az NCR247 peptid specifikus upregulaldé hatasa érvényesiil példaul a membran-
transzport folyamatokban, koztiik tobb ABC transzporter alegység atirodasat befolyasolva,
igy az fbpCl (Fe** ion felvétel), SMb20156, SMb21431, SMc03119, emrE, exbBD, rhrA,
SMc02589, SMc02156, SMc00784, SMb21432 génekét, valamint a protein lokalizacioban és
protein transzportban szereplé exbB, exbD és az SMc01515 génekét. Génaktivitas csokkenést
eredményez ugyanakkor az IpxC membran komponens bioszintézisében, a hisztidin
anyagcseréhez kotheté hisH mitkdésében vagy a protein szekrécio ffh elemében.

A transzkripcids elemzéshez kivalasztott NCR peptidek bakterialis partneren indukalt

hatésai sok tekintetben hasonlitanak egymashoz. Ugyanakkor az NCR335 peptid egy erdsebb
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hatast és hevesebb valaszreakciot valtott ki, amit a kezeléseket koveto CFU teszt és a
propidium-jodid préba is alatdmasztott.

A Rhizobium baktériumok és a pillangésvirag novények szimbiotikus kapcsolata
jelentds szamu gén megvaltozott miikodését eredményezi, melyek a zavartalan egyiittélést és
hatékony nitrogénkotést teszik lehetévé. A giimében a baktériumok bakteroidda torténd
atalakuldsdban meghatarozd szerepet toltenek be az NCR géncsalad tagjai. Talan nem
véletlen, hogy a vizsgalatainkhoz valasztott NCR247 és NCR335 peptidek a szabadon ¢16 S.
meliloti 1021 baktériumban hasonlé iranyu valtozasokat is indukaltak, mint amit a gimébél
izolalt bakteroidokban mértek. Példaként emlithetjiik az energiaszolgaltatas utvonalaihoz
tartoz6 gap, nouL, nuoN, fbcF, ctak, atpH, atpA, atpG, atpC, atpl, atpB, atpE, atpF2, atpF
gének represszigjat, mely gének tobbek kozott az ATP és NADH szintézis soran toltenek be
alapvetO szerepet. A bakteroidban és az NCR kezelt S. melilotiban is represszaltak a prsA,
purC, guaB, adk, ndk, dnaA, rpoA, rpoB, rpoZ, greA, nusG, infA, infB, infC, efp, tufA, tufB,
fusAl, prfB, alaS, aspS, SMa0677, SMc00762, SMc01950, IpxA, acpX, feuQ, feuP, ndvA,
ndvB, tpsO, nex18 gének. Az NCR247 ¢és NCR335 peptidekkel kezelt Sm1021
transzkriptomban és a nitrogénfixald giimobél izolalt bakteroidokban is upregulaltak az
SMa0677, SMa0835, nodL, és SMb21295 gének. Az upregulalodo katA katalaz a bakteroidban
a hidrogén-peroxid ellen véd, a transzkriptomban magas expressziot mutat a peptidek
hatasara, ugymint a sodC, amely normalisan az infekcios folyamatok soran aktivalodik és
feladata elsGsorban a sejtfal védelme.

Az rpoH1 szigma faktornak a kiillonb6z6 sokk hatasokra adott valaszok mellett, a
szimbidzis soran is nagy szerepe van. A kisérletben talmiikod6 rpoH1 gén a glimdsejtekbol
izolalt bakteroidokban is erésen expresszal.

A giimd oxigén-limitalt koriilményei kozott magas expresszids aktivitdst mutatd és
foleg a nitrogénkotés soran aktiv nir, nor, nap gének, fixJ, nifA, fixk valamint a nif és a fix
regulon, a normal oxintenzid mellett alacsony expresszios aktivitast produkal (Soupene és
mtsai., 1995).

Az ATP szintetaz gének (atpH, atpA, atpG, atpC, atpl, atpB, atpE, atpF2, atpF)
alacsony expreszidja €s a nagyszamu (53 db) riboszomalis proteint kodold gén represszidja
szintén a gdmdobdl izolalt bakteroidok jellemzd sajatja, ugyanakkor az altalunk vizsgalt NCR-
ek altal is kivaltott folyamat (Becker és mtsai., 2004).

A 7. tablazat 6sszefoglal néhany S. meliloti gént a transzkriptom adatokbol, melyek

expresszios valtozasa a glimobdl izlalt bakteroidokét tiikkrozi.
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Az in vitro kisérletekben megfigyelhetd, drasztikus valtozasok az NCR molekulak
hatasara, joval arnyaltabban zajlanak a M. truncatula giimé altal biztositott védett,
természetes kozegben. A névényi sejtekbe bejutd Rhizobium baktériumok kiildetése az aktiv
anyagcserét igényld nitrogén-fixalds. Ezzel gyakran ellent mond a szabadon €16, peptiddel
kezelt sejtek csokkent 1égzési aktivitasa és esetenként csokkent életképessége, esetleg
pusztuldsa. A mérheté kiilonbségek ¢és ellentmondasok felold4dsdra szdmos magyarazat

talalhato, melyek egy része még bizonyitasra var.

Represszilt gén a Indukalt gén a
Funkcié bakteroidban/transzkriptomban bakte roidban/transzkriptomban
(WTA) (WTA)

prsA, purC, guaB, adk, ndk,
dnaA, rpoA, rpoB, rpoZ, greA,
Haztartasi gének nusG, infA, infB, infC, efp, tufA, priA, nex18 (NCR247-10")
tufB, fusAl, prfB, alaS, aspS, 53
db riboszomalis proteint kodold gén

Adaptalodas phoE katA, SMb21295, sodC

gap, nuoK, nouL, nuoN, fbcF,
Energetikai folyamatok ctaE, atpH, atpA, atpG, atpC,
atpl, atpB, atpE, atpF2, atpF

7. tablazat A peptidkezelések soran a bakterialis genomban bekodvetkezd génvaltozasok Osszehasonlitasa a
bakteroidban tapasztaltakkal. Az NCR247 és NCR335 peptidek altal kivaltott génexpresszios valtozasok tobb
esetben hasonlitanak a glimébol izolalt S meliloti bakteroidban tapasztaltakkal. A valtozas iranyat a szabadon é16
baktérium génaktivitasdhoz viszonyitottuk.

Az in vitro vizsgalatok soran alkalmazott peptid koncentraciok példaul tobbszorésen
meghaladjdk a giimdben termel6dé mennyiségiiket, mindamellett talan nem véletlen a tobb
szdz (ma mar kozel 600 azonositott) kiilonbozé tulajdonsagt NCR peptid jelenléte a
megfeleld helyen és megfelel6 idében a giimd fejlodése soran, hiszen ezek Osszehangolt

mukodése egyiittesen valtja ki az atalakult, mégis életképes baktériumok jelenlétét. Az
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glimékben uralkodo alacsony oxigén szint (~2%) szintén szamos magyarazat kiindulépontja
lehet.

Az altalunk vizsgalt novényi eredetli, in vitro antimikrobidlis NCR peptidek
sz¢leskorti hatismechanizmusa tobb napjainkban hasznalatos antibiotikum hatasat egyesitik.
Befolyasoljak a peptidogliikan szintézisét, ahogy a penicillin, bacitracin, vankomicin, gatoljak
a fehérjeszintézist hasonldan a tetraciklinekhez, sztreptomicinhez, eritromicinhez, hatnak a
sejtmembranra (poliének, ciklopeptidek), a DNS fiiggd RNS polimerdzra (rifampicin) és a
DNS replikaciora is ahogy a kiilonféle citosztatikumok.

Kevés irodalmi adat all rendelkezésiinkre az AMP tipusu molekuldk transzkriptom
szintli hatasainak tanulmanyozasara. Az altalunk tapasztalt transzkripcios valtozasokat
Osszehasonlitottuk kiilonb6zo publikaciokban talalt antibakteridlis peptid és hatdanyag
mikroorganizmusokon kivaltott hatasaival. A daptomicin példaul mely egy savas, ciklikus
lipopeptid csokkentette a transzkripcids-transzlacios rendszer mitkddését a Gram-pozitiv S.
aureus sejtekben, tovabba gatolta a spermidin/putrescin transzportereket kddold gének
mikodését, ugyanakkor nem volt hatassal az ATP szintetaz alegységekre (Tally és mtsai.,
1999).

A membran depolarizaciot okozo karbonil-cianid m-klorofenilhidrazon (CCCP)
hatéanyag csokkentette az S. aureus baktérium transzkripcios-transzlacios aktivitasat,
valamint az ATP szintetaz gének miikodését, hasonloan ahogy mi tapasztaltuk az S. meliloti
1021 transzkriptomban az NCR peptides kezeléseket kovetden.

Bar a Lactococcus altal termelt bacteriocin nisin (Breukink és de Kruijff, 1999) a
peptidogliilkan bioszintézist tamadja (Breukink és mtsai.,, 1999) és porusokat képez a
bakterialis membran felszinén (Hasper és mtsai., 2006), a daptomycinre és CCCP-re jellemzd
génexpresszio valtozasok S. aureusban nem kovetkeztek be, illetve joval mérsékeltebbek
voltak.

A cathelicidin LL-37 peptid (Sorensen és mtsai., 2001) csokkenti az RNS polimeraz és
helikdz gének, a riboszomalis alegységek, a transzlacid iniciacids és elongacids faktorokat
kodolod gének kifejezodését S. pneumoniaeban (Majchrzykiewicz és mtsai., 2010), hasonléan
ahhoz amit az S. melilotiban tapasztaltuk az analizis soran az NCR peptidek hatasaként. Ezek
az expresszios gatlasok azonban nem csak kizarélag az AMP és AMP-szerti peptidek hatasai
lehetnek, hiszen hasonldakat irtak le rovid ideig tartd- és elnyuld hidrogén-peroxid kezelések
hatasara is B. japonicumban (Jeon és mtsai., 2011). A kiilonboz6 stressz hatasokra indukalodo

saperonokat, protedzokat, metionin-szulfoxid reduktdzokat és szigma faktorokat kodolé gének
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magasabb mRNS szintjét, vagy az oxidativ stressz altal indukalt tioredoxint, glutaredoxint és
a glutation S-transzferazokat ugyancsak megfigyelhetjiik ezekben a folyamatokban. A stressz
koriilményeihez valo alkalmazkodéas érdekében a sejtek szamos transzkripcids faktort és
membran-transzportert kodold gén expresszidjat is megnovelték. Az NCR kezelések esetében
szamos emelkedett szintli expressziot mutatod transzkripcios regulatort kodold gén kapcsolt
volt membran-transzportereket kodold génekhez, operonokhoz, ami kozds regulaciora utal.
Osszevetve az AMP tipusu, antimikrobialis hatasu peptidekrdl taldlt irodalmat a mi
transzkriptom eredményeinkkel, azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy igen hasonlo
génexpresszids valtozdsokat valtanak ki, melyek végiil a baktériumsejt sériiléséhez vagy
halalahoz vezethet. Nagy kiilonbségeket talalhatunk azonban az egyes kivaltott hatasok
erdsségében, a cél-szervezetek spektrumaban valamint a célgének szamaban.

Megfigyeléseinkre alapozva, Ugy tlinik, hogy a defenzin-szeri NCR peptidek, melyek a
novényben (in planta) feleldsek a baktériumok differencialodasaért antimikrobialis hatastak
in vitro, zavarva a bakterialis sejtmembrant példaul porusokat formalva és azzal, hogy
megvaltoztatjdk a membranpotenciadlt. A membranintegritas valtozasat aldtdmasztja, hogy a
peptidekkel tortént kezeléseket kovetden, detektalhatd a membran-inpermeabilis PI felvétele.
A membranintegritds és a membranpotencidl elvesztése vezethet a sejt részérdl a kiilonbozo
stressz valaszokhoz, amely a sejt anyagcseréjének lassuldsat, valamint a sejtosztédas gatlasat
eredményezi. A magasabb koncentracio és/vagy a peptidekkel szembeni hosszabb kitettség a
sejt halalahoz is vezethet.

Az NCR peptidek hatdsmechanizmusanak felderitése tehat nem csak tudomanyos és
okologiai szempontbdl érdekes €és fontos, hanem atfogd, élettani folyamatokat érintd hatasai
révén, mint potencialis Uj hatdsu antibiotikumok, megnyithatnak egy gyakorlati hasznositas

iranyaba vezetd utat is a jovében.
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MAGYAR NYELVU OSSZEFOGLALO

A pillangosviraguak (Fabaceae/Leguminosae) csalad tagjainak kiilonleges sajatossaga,
hogy endoszimbionta  Rhizobium  baktériumokkal  (Rhizobium,  Mesorhizobium,
Sinorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium) képesek nitrogénkotd szimbidzist kialakitani,
melynek sordn egy 0j novényi szerv, a gyokérgiimd jon létre. A giimében €16 bakteroidok
valojaban atalakult Rhizobium baktériumok, melyek megvaltozott anyagcsere aktivitasa
képessé teszi Oket a 1égkori nitrogén hatékony megkdtésére, ammoniava torténd atalakitasara,
mely a partnerndvény szamadra felvehetd és hasznosithatd tapanyagforras.

Morfolégiai és fejlédéstani szempontbol kétféle f6 glimo tipust kiillonboztetiink meg.
Ezek a determinalt és indeterminalt glim6k, melyek kozott a legszembet{indbb kiilonbség a
folyamatosan miikodé merisztéma hianya, vagy annak megléte. Mig a determinalt,
nitrogénkotd glimok homogén szerkezetiiek, addig az indeterminalt tipusu, érett giimod
felépitése zonakra tagolhato. Ezek a merisztematikus (I.) zéna, az infekcios (II.) zona, az
atmeneti (II-111.) zéna, a nitrogénkotd (I11.) zéna és az 6regedd vagy szeneszcens (IV.) zona.
A Galegoid klad tagjaiban, mint a lucerna, a borsé és a lohere, az endoszimbionta
baktériumok egy termindlis differencialddason mennek keresztiil, megtartva aktiv
anyagcseréjiiket és a képességet a DNS szintézisére, ugyanakkor az egymast kovetd
sejtosztodasok elmaradasa a DNS tartalom megndvekedését, 24 vagy annal is tobb kopia
genomot eredményez (poliploidia). A megndvekedett sejttartalom mellett az alakjuk is
jelentdsen megvaltozik, kialakitva a hosszukés, néha Y alakban elagazé sejtformat. Atlagosan
5-10 pm hosszuak, vagyis 6tszor-tizszer hosszabbak az atalakult baktériumok a szabadon €16
tarsaikndl. A folyamat sordn a bakteroid membranjanak ateresztd képessége jelentdsen
megnd, melynek kdvetkeztében tobb és tobbféle molekula szamara valik atjarhatova. Azok a
novényi faktorok, amelyek felelosek a baktériumok bakteroidda torténd atalakulasaért jelen
vannak a Galegoid klad (Cicer, Medicago, Pisum, Vicia, Glycyrhiza) tagjaiban, ugyanakkor
hianyoznak a nem Galegoid klad novényeibdl (Lotus japonicus).

Csoportunk a francia iker-intézettel (CNRS, Institut des Sciences du Végétal)
egylittmikodve megallapitotta, hogy a giimé-specifikus cisztein gazdag peptidek (NCR),
melyek a glimd transzkriptoma koriilbeliil 5%-at alkotjak, azok a faktorok, melyek feleldsek a

bakteroid atalakulasért a Galegoid klad tagjainal.
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A defenzinekkel mutatott hasonldsagok miatt megvizsgaltuk 14 kiilonb6z6 NCR
molekula ex planta hatasat CFU tesztben szabadonélé S. meliloti 1021 baktériumon, melyek
izoelektromos pontjuk alapjan a peptidcsalad széles skalajat reprezentaltak (pl 3,61-11,22).
Kisérleteink megerdsitették azt a feltételezést, hogy az NCR peptidek egy jol koriilirhatd
csoportja, a kationos tulajdonsagii NCR molekulak antimikrobialis hatassal rendelkeznek in
vitro.

Az antimikrobidlis hatas bizonyitasahoz kivalasztottunk a csoportbol kett6t, melyeket
tovabbi vizsgalatoknak vetettiink ala. Az NCR247 ¢és NCR335, két erésen kationos NCR
peptid hatasat CFU tesztben vizsgaltuk kiilonboz6 Gram-pozitiv (Bacillus megaterium,
Bacillus cereus, Clavibacter michiganensis, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes)
¢s Gram-negativ (Sinorhizobium meliloti, Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Agrobacterium  tumefaciens, Pseudomonas aeruginosa, Xanthomonas campestris)
baktériumokon. A vizsgalt baktériumok tobbsége valamelyik kezelés hatdsira teljesen
elpusztult. A CFU teszt alapjan tehat mindkét alkalmazott peptid antimikrobialis (AMP)
hatastinak bizonyult in vitro.

Mig az AMP tipust molekuldkrdl tudjuk, hogy féleg a membranon ¢és a transzlacios
apparatuson keresztiil fejtik ki rombolé hatasukat, addig az NCR peptidek
hatasmechanizmusa ezidaig tisztdzatlan maradt. A tovabbi kisérletekhez a szimbiotikus
Rhizobialis partnert, az S. meliloti 1021 baktériumot valasztottuk, hogy tanulmanyozzuk az
NCR peptidek antimikrobialis hatasara bekovetkez6 génexpresszidos valtozasokat. Az
optimalis kisérleti koriilmények kivalasztasahoz megvizsgaltuk mindkét NCR molekula
dozis-hatas fiiggeését €s sejtold aktivitasat CFU tesztben két oras kezelésben 10 pug/ml, 20
ug/ml, 50 pg/ml peptid alakalmazasa mellett. Propidium-jodid (Pl) tesztben igazoltuk a
novekvo peptid koncentraciok altal az 5 pg/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml, 50 pg/ml-nél idéfiiggden
bekovetkez6 (10 perc, 30 perc, 120 perc) membranateresztd képesség novekedést. Az
NCR247 és NCR335 peptidek 20 pg/ml és 50 pg/ml koncentracioknél kimagasldan sejtold
hatastinak bizonyultak. Ezekben a mintdkban a két oras kezelést kovetden magas PI felvételt
mértiink fluorométerrel, ami a sériilt membran ateresztoképességének novekedését és a
nagyaranyu sejtpusztuldst jelezte. Még a 10 pg/ml-es peptid végkoncentracid is 90%-0S
sejtpusztulast eredményezett két oras kezelésben, azonban a kezelési id6 csokkentése 10-,
illetve 30 percre, jelentésen mérsékelte a peptidek antimikrobialis (AMP) hatasat.

Az NCR247 ¢és NCR335 peptidek altal indukalt génexpresszidos valtozdsok

vizsgalataihoz RNS szekvenalast terveztink (SOLiD4 Life Technologies rendszert
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alkalmazva) a peptideket termelé M. truncatula természetes koriilmények kozott kélesonhatod
szimbiotikus partnerén, S. meliloti 1021 sejteken, olyan alacsony peptidkoncentraciét (10
pg/ml) és kezelési id6tartamot valasztva (10 perc, 30 perc), melyeknél megfigyelhettiik a
baktérium sejtek korai valaszat, a sejtek jelent6s pusztulasa nélkiil.

A peptid kezeléseket kovetéen az S. meliloti 1021 genom mintegy 14%-a mutatott
génexpresszios szinten a kétszeres hatarértéket meghaladod valtozast. Az NCR335 peptid
hatasara tobb gén expresszidja valtozott jelentés mértékben (319 gén expresszidja csokkent €s
418 gén expresszidja nétt) mint az NCR247 esetén (153 gén expresszidja csokkent és 242 gén
expresszidja nétt). Az analizis rAmutatott arra, hogy az NCR peptidek is hatnak a bakterialis
membran alkotéelemeire, megvaltoztatva nagyszami gén expresszidjat. A  lipid-
komponenseket kodold gének expresszios szintjének modosulasa jelzi a baktérium atalakulo
membranszerkezetét. Nagy szamban valtozott a membran transzport folyamatokhoz kdthetd
gének miikddése, melyek a sziikséges tapanyagok és ionok felvételét, valamint a toxikus
komponensek sejtbdl torténd kipumpalasat végzik. A membranban talalhaté ABC
transzportereket érintd valtozasok tobb esetben kapcsoltan jelentkeztek az dket szabalyozo
vagy azokkal mitkodési egységet alkotok valtozasaval. Ezt figyelhettiik meg példaul a cink és
a vas felhasznalds soran emlitett gének esetén. A valtozasok érintik a riboszéma biogenezist
¢és a transzkripciods, transzlacios folyamatokat is. A nagyszamu riboszomalis proteint kodolo
gén (53) downregulalt allapota a legmarkansabb valtozas az analizis soran. Ugyanez a
csOkkent miikodés figyelhetd meg a szimbiotikus giimdébdl izolalt bakteroidokban, sét a
legtobb AMP tipusu molekula altal kivaltott hatas is hasonlé folyamatokon alapul.

Ha a két peptid altalanos up- és downreguldld hatdsait vizsgaljuk akkor az aldbbi
megallapitasokat tehetjiik. A csokkent expreszioval jellemezheté gének legnagyobb csoportja
a genetikai informacios folyamatok része. A transzkripcios folyamatokat érinti példaul az
RNS-polimerdz alegységeket kodold, a transzkripcids termindtor és az antiterminécios
fehérjéket kodolo gének csokkent mitkodése. A transzlacio iniciacios faktorok (IF-1,2,3), az
elongacios faktorok (EF-G, EF-P, EF-Tul, EF-Ts) és majdnem az Gsszes riboszoma asszocialt
fehérjét kodold gén és alegység, valamint a riboszoma biogenezishez kapcsolodo egyes gének
expresszidja szintén csokkent a kezelések hatdsara. Az RNS konformdacié modositast és az
RNS molekulak érését végz6 proteinek, vagyis egyes ATP-fiiggé RNS helikazok,
ribonukleazok, polinukleotid foszforilazok expresszidja ugyancsak csokkent. A foszfat-
csoportok cseréjét katalizald nukleotid-difoszfat kinaz, szintén csokkent génaktivitast mutatott

az NCR peptidekkel kezelt mintdkban. A masik nagy csoport, melyben nagy szamu gén
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mukodése negativan érintett, az oxidativ foszforilacié €és a zsirsav bioszintézis. Ide tartoznak
az ATP-szintetdz elemei, a citokrém bc; komplex és tovabbi hat gén, melyek a zsirsav
bioszintézis enzimeit kodoljak. Nagyszamu ABC transzporter, koztik a kadmium,
spermidin/putrescin export elemek szintézise szintén gatlas ala keriiltek a kezelések hatasara.

A magasabb mRNS szintet mutatd gének koziil tobb a stressz-valaszhoz kapcsolhato,
igy példaul markans expresszids novekedés figyelheté meg a kiilonbozé hésokk fehérjéket
kodold gének kozott. A kiilonbozé ATP-fiiggd protedzokat kodold gének szintén
indukalodtak. A transzkripcidés regulatorok csoportjaban mintegy 24 gén, a membran
transzport folyamatokhoz kapcsoloddan pedig 42 gén mRNS szintje nétt meg a vizsgalt NCR
peptidkezlések hatasara.

Az éltalanos hatasok mellett bizonyos gének megvaltozott miikodése csak az
egyik peptid hatdsidra kovetkezett be, ezek a vizsgalati koriilményeket figyelembe véve
specifikusnak tekinthetok. Az NCR247 kezelés génaktivitas csokkenést eredményez az IpxC
membran komponens bioszintézisében, a hisztidin anyagcseréhez kotheté hisH mitkkodésében
¢s a protein szekrécio ffh elemében. Specifikusan csokkenti az SMc04329 konzervalt
ferredoxin-szerti hipotetikus fehérjét kodolo gén mRNS szintjét, ugyanakkor tovabbi 11
hipotetikus fehérjét tovabba a YedYZ szulfit-oxidaz alegységeket kodold gének expressziojat
serkenti, Az NCR247 upreguldlja a membran-transzport folyamatokat, példaul tobb ABC
transzportert, igy az fbpCl, SMb20156, SMb21431, SMc03119, emrE, exbBD, rhrA,
SMc02589, SMc02156, SMc00784, SMb21432, valamint a protein lokalizacioban és protein
transzportban szereplé exbB, exbD és az SMc01515 géneket.

Az NCR335 peptid specifikus upregulal6 hatasa érvényesiil a lipid anyagcseréhez kapcsolodo
pceB, SMa0151, cfa2, SMc02636, tesA elemeknél, valamint a citromsavciklus egyes tagjainal,
igy példaul a SUCACD géneknél. Represszalja az RNS degradaciohoz kapcsolodo rhlE2, rne,
rho géneket és az oxidativ foszforilaciéo néhany elemét (atpF, atpH, fbcB, fbcF, ppa, nuoK1),
egyes aminosav anyagcsere komponenseket (aroQ, pyrBG, serB, SMb20821, dapA), koztiik a
lizin bioszintézis néhany tagjat (lysA, dapA, thrA). A nagyobb aktivitast mutato6 NCR335
peptid specifikusan csokkentette néhany hideg-sokk fehérjét kodold gén miikodését (cspl,
csp4, cspA2, cspA8).

A novényi eredeti NCR peptidek, melyek a bakteroidok terminalis differencialodasat
szabalyozzak a szimbiotikus sejtekben, antimikrobialis in vitro aktivitasa szamos
hasonldsagot mutat az AMP tipust molekulak altal kivaltott hatasokhoz. Befolyassal vannak a

sejtmembran Osszetételére €s szerkezetére, gatolnak bizonyos transzkripcids elemeket és a
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fehérje szintézist. A Dbakteridlis sejtmembranon porusokat képezve novelik annak
atjarhatosagat, toltésiikbél adodoan pedig felborithatjadk a membran nyugalmi potencialjat. A
szabadon €16 S. melilotiban az NCR kezelések hatasara megfigyelt gén expresszios valtozasok
tobb esetben a glim6bdl izolalt bakteroidokban is tapasztalhatok. Ezek a valtozasok érintik a
jelatviteli eseményeket, a membranban zajl6 folyamatokat, az energia ellatast biztositd
rendszert, a transzkripcios és transzlacios apparatust egyarant. Az in vitro és in planta hatasok
kozott megfigyelt nagy szamu kiilonbség oka pedig, minden bizonnyal magyarazhato a
kiilonb6zé NCR koncentraciokkal és/vagy a kiilonbozé peptid készletek jelenlétével a
novényi sejtekben, és/vagy éppen a kiilonb6z6 koérnyezeti/fizioldgias viszonyokkal.

Az S. meliloti 1021 transzkriptom analizist és a kisérleti eredményeket Osszegezve
elmondhatjuk, hogy az NCR peptidek fébb hatasmechanizmusa a bakterialis membran fizikai,
kémiai ¢és szerkezeti Osszetételének megvaltoztatdsa, membranpotencidl megzavarésa,
ugyakkor intracellularis célpontjai is lehetnek, melyek blokkoljak a transzkripcids és
transzlacios folyamatokat, és in vivo a baktériumok sejtosztodasat a névényi sejtekben. Ezek

korrekt bizonyitasa azonban tovabbi vizsgalatokat igényel a jovoben.
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ENGLISH SUMMARY

A special feature of Fabaceae/Leguminosae, commonly known as the legume plant
family, is that they are able to form a nitrogen-fixing symbiotic relationship with
endosymbiotic  Rhizobium  bacteria  (Rhizobium,  Mesorhizobium,  Sinorhizobium,
Bradyrhizobium, Azorhizobium), producing a new organ, the root nodule. Bacteroids that live
inside the nodule are actually formed from Rhizobia, and their altered metabolic activity
enables them to fix atmospheric nitrogen effectively and convert it into ammonia which is an
absorbable and utilizable nutrient for the host plant.

Two main types of root nodules are described based on their morphology and
development. These are determinate and indeterminate nodules, and the most obvious
difference between them is the existence or absence of functional meristem. While the
determinate, nitrogen-fixing nodules have a homogeneous structure, indeterminate mature
nodules can be divided into zones. These are the meristematic zone (zone 1), the infection
zone (zone II), the interzone (lI-111), the nitrogen-fixing zone (zone II1) and finally the
senescent zone (zone 1V).

In members of the Galegoid clade, such as lucerne, pea and clover, endosymbionts go
through a terminal differentiation, retaining active metabolism and the ability to amplify their
genome, but at the same time the absence of consecutive cell divisions results in an increased
DNA content, polyploidy, and 24 or more DNA copies. Beside increased cellular content, cell
shape also changes significantly, creating an elongated cell form, sometimes branching in the
Y shape. Their average length is 5-10um, which means that differentiated bacteria are five-ten
times longer than free-living ones. Throughout this process, the membrane permeability of the
bacteria increases and consequently more molecules are able to transit throught the
membrane. The plant factors which are responsible for the differentiation of bacteria into
bacteroids are present in members of the Galegoid clade (Cicer, Medicago, Pisum, Vicia,
Glycyrhiza), but they are absent in non-Galegoid clade, such as Lotus japonicus from the
Robinioid clade.

Our research group, in cooperation with the French research team (CNRS, Institut des

Sciences du Végétal) found that Nodule-specific Cysteine-Rich peptides (NCR) that
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constitute about 5% of the nodule transcriptome are the factors responsible for the bacteroid
formation in members of the Galegoid clade.

We examined the free living S. meliloti bacteria in CFU assay with 14 different NCR
molecules (ex planta), which represented a wide range of the NCR peptide family based on
their isoelectric point (pl 3.61 to 11.22). Summarising the results, the conclusion is clear that
the well characterized group of the cationic NCR peptides have antimicrobial activity in vitro.

We selected two molecules from the group (NCR247 and NCR335) which were
subjected to further analysis. The effect of the NCR molecules was tested on various
pathogenic and non-pathogenic, Gram-positive (Bacillus megaterium, Bacillus cereus,
Clavibacter michiganensis, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes) and Gram-
negative (Sinorhizobium meliloti, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Agrobacterium
tumefaciens, Pseudomonas aeruginosa, Xanthomonas campestris) bacteria and it was
observed that a specific group of NCRs has antimicrobial properties.

It has already been established that AMP-type molecules mostly damage the
membranes, but it has been yet unclear whether NCRs block similar processes as AMP or
they acts in a different ways. For further studies we chose the Rhizobial symbiotic partner of
M. truncatula to detect the mode of action and antimicrobial effects of NCR in the level in
free living bacteria induced by the NCR peptides. For optimalization of the conditions, we
investigated the effect of each peptide dose-dependence and cell-killing activity on Sm1021 in
CFU assay after two-hour treatment by different peptide concentration (10 mg/ml, 20 ug/ml
50 ug/ml of peptide/2 hours of treatment). Propidium-iodide (PI) assays with increasing
peptide concentrations (5ug/ml, 10ug/ml, 20ug/ml, 50ug/ml peptides) showed time-
dependent induction of membrane permeability (10 min, 30 min, 120 min),. The NCR335 and
NCR247 peptides proved to be highly citotoxic effect et 20 ug/ml and 50 ug/ml
concentrations. In these samples high Pl uptake was measured with a fluorometer after the
two-hour treatment, which indicated some changes or damages in membrane permeability, or
the cell death. NCRs, which resemble of antimicrobial peptides (AMPS) both in structure and
in activity, displayed a significantly reduced Kkilling effect when the treatment time was
reduced (in 10- and 30-minute treatments).

To get an insight into the NCR provoked changes, global gene expression was studied
by the RNA-Seq approach (SOLiD4 Life Technologies) in S. meliloti bacterial (natural
partner of M. truncatula) cultures treated with sub-lethal amount of NCR247 or NCR335

peptides. In order to observe changes in gene expression, a peptide concentration of 10ug/ml
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was chosen, and it was applied in two treatments so short (10 and 30 minutes) that the early
response of the bacterial cell to the peptide's effect could be shown without significant cell
death.

In total, differentially expressed genes at a twofold cut-off representing 14% of the
predicted protein coding sequences in the S. meliloti 1021 genome could be observed.
NCR335 affected higher number of genes than NCR247 causing down- and up-regulation of
319 and 418 genes, respectively. In the case of NCR247 treatment, 153 genes were down- and
242 genes were up-regulated.

Many of the down-regulated genes functioning in genetic information processing: the
expression of genes coding for proteins involved in transcription, such as the RNA-
polymerase subunits (RpoABCZ), the transcription termination (Rho) and antitermination
(NusG) proteins, as well as in translation, like translation initiation (IF-1,2,3) and elongation
factors (efG, efP, efTul, efTu2, efTs) and the ribosome-associated chaperone trigger factor
(Tig), with genes coding for all the ribosomal subunits (Rps, Rpm and Rpl) and proteins
predicted to be required for ribosome biogenesis (HfIX, EngD) were down-regulated after
peptide treatment. In addition, genes coding for proteins participating in conformational
modification, metabolism or maturation of RNA molecules (ATP-dependent RNA helicases
RhIEL, 2; ribonucleases E, P; polynucleotide phosphorylase/polyadenylase Pnp) also had
decreased expression. Interestingly, genes coding for the RNA chaperone cold shock proteins
Cspl, Csp4, CspA2, CspA8 are specifically down-regulated in the cells treated with the more
active NCR335 peptide. The expression of genes coding for enzymes participating in the
early, common steps of purine and thiamin biosynthesis also decreased. The transcription of
the ndk gene encoding the nucleoside-diphosphate kinase catalyzing the exchange of
phosphate groups between different nucleoside diphosphates was also inhibited in the peptide-
treated samples. The other major biochemical functions that are down-regulated by the
peptides are oxidative phosphorylation and fatty acid biosynthesis: all genes coding for the
elements of the FoF; ATP synthase and cytochrome bcy complex, as well as six genes coding
for fatty acid biosynthetic enzymes showed decreased expression caused by the peptides.
Certain ABC-transporter encoding genes including the ones implicated in heavy metal
(cadmium) and spermidine/putrescine export were also inhibited.

Among the up-regulated genes we identified sequences coding for stress-related functions.
The highest induction could be observed in the case of the ibpA, rpoH1 and msrAl genes

coding for a heat shock protein, an RNA polymerase sigma factor and a methionine sulfoxide
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reductase A, respectively. The other two msrA, as well as the clpB and hslV genes encoding
ATP-dependent proteases were also induced. The up-regulation of other heat shock protein
(Hsp20s, GroES, GroEL, DnalJ, SMc01106) and protease (DegP3) encoding genes were less
pronounced, their expression value crossed the threshold in the case of the treatment with the
more effective NCR335 peptide. The largest groups of the induced genes encod proteins
belonging to the functional categories of transcriptional regulation (24 genes) and membrane
transport (42 genes). Interestingly, eight genes coding for transcriptional regulators were
linked to peptide-induced operons/genes determining the production of (ABC-type)
membrane transporters. Probably, these transcription factors directly regulate the expression
of these genes. We do not know the substrate for most of the up-regulated membrane
transporters; however, the ZnuABC high-affinity zinc uptake (regulated by the induced Zur
transcription factor) and part of the iron acquisition (FOXA-FhuFP-HmMuSTUV proteins
involved in ferroxiamine transport) systems are the exemptions.

Summarizing our results, we can say that the NCR peptides, similarly to other AMP-
type molecules, primarily change the bacterial membrane. Consequently, the pores and
transmembrane components become more permeable, and at the same time changes in the
gene expression level of lipid membrane components leads to an altered structure on the
bacterial surface. NCRs affected transcription, translation inhibition. The most obvious
evidence for this is the down-regulated state of a large number of genes that code for
ribosomal proteins. However, this effect is very similar not only to the cellular response
induced by some AMP molecules, but also to changes shown in bacteroids isolated from
symbiotic nodules.

In addition to the general effects, there were some genes with altered expression,
caused by one of the peptides only, which can be considered as a unique response to one of
the NCRs. The NCR247 peptide specifically down-regulated the expression of the IpxC
(membrane component), hisH (histidine metabolic pathways), ffh (protein secretion),
SMc04329 gene coding for a conserved ferredoxin-like hypothetical protein. 11 genes
upregulated coding for example the sulfite oxidase subunits YedYZ, the substrate-binding
protein precursor of an iron uptake ABC transporter, as well as the ExbBD proteins that — in
complex with TonB - transduce energy to TonB-dependent transporters facilitating mainly
the uptake of iron complexes.

The NCR335 had peptide-specific effect related to the lipid metabolism (pccB,
SMa0151, cfa2, SMc02636, tesA), as well as to the TCA cycle (sucACD). It repressed the
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RNA degradation (rhlE2, RNE, rho) genes, some elements of the oxidative phosphorylation
(atpF, atpH, fbcB, fbcF, ppa, nuoK1), components of the amino acid metabolic process
(aroQ, pyrBG, SMb20821), including some members of the lysine biosynthetic pathway (lysA
plysC, thrA). NCR335 specifically down-regulated the expression of seven ORFs coding for
hypothetical proteins, a gene coding for a fatty acid desaturase, the mucR gene and five genes
coding for proteins involved in RNA metabolism such as the RNA chaperons Cspl, Csp4,
CspA2, CspA8 and RNaseP.

Based on these observations, it seems that the AMP-like NCR peptides, that in planta
govern the differentiation of bacteria, exert their antimicrobial activity in vitro by affecting
bacterial cell membranes, probably via forming pores and destroying the membrane potential.

The gene expression changes observed in the free-living S. meliloti bacteria are most
cases similar to the observation by the isolated bacteroids from the nodules. These changes
affect the signaling events, the membrane processes and the energy system, as well as the
transcriptional and translational apparatus.

On the basis of all these, the effects of peptides are less dramatic in the nodules than in
our investigations. The observed differences between the in vitro and in planta effects might
be the consequences of different concentrations of NCRs, and/or the presence of various sets
of peptides in the plant cells, and/or the different environmental/physiological conditions.
Based on our experimental result and transcriptome analysis of the S. meliloti 1021 we can
conclude that NCR peptides act via change in the bacterial membrane’s physical, chemical
and structural composition, and disrupt the membrane potential. The possibility can not be
excluded that the might have intracellular targets blocking the transcription and translation
processes, and also the bacterial cell division in plant nodules in vivo, but it needs further

investigations.
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FUGGELEKEK

Osszetevok Osszetevok

neve mennyisége
K, HPO, (5 mV),
MgSO, (100 uM),
FeCI3 (10 uM),
CoCl, (0.2 uM),
CuSO, (0.2 uM),
Na, MoO, (4 uM),
Hz BO3 (1 uM),
Kl (0.2 uM),
ZnS0, (1 uM),
MnSO, (0.2 uM),
glucose (20 g/,
myo-inositol (4 mg/),
biotin (0.4 mg/l),
thiamine-HCI (2 mg/l),
pyridoxine-HCI (0.4 mg/l).
NH4(SOy4), 7mM
yeast extract 0.01%

1A. fiiggelék. A Sinorhizobium meliloti 1021 novesztéséhez hasznalt tapoldat Gsszetétele. Modositott Low-Salt
Medium (LSM) (Liang és mtsai, 2001)
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1B.fiiggelék Az Sinorhizobium meliloti 1021 torzs névekedési gorbéje LSM folyékony tapoldatban.
A grafikon Y tengelye az optikai denzitast jeloli, az X tengely a mérési iddpontokat.

SMb20029
SMb20037
SMb20117
SMb20122
SMb20215
SMb20303
SMb20331
SMDb20344
SMb20345
SMDb20346
SMb20471
SMDb20472
SMb20495
SMDb20506
SMb20593

SMb20597
SMDb20633
SMb20708
SMDb20755
SMb20836
SMDb20906
SMb20907
SMDb20951
SMb20952
SMDb20989
SMb21026
SMb21127
SMb21212
SMDb21379
SMb21456

SMb21509 SMal957
SMb21661 SMal990
SMb21669 SMa2253

SMa0007
SMa0151
SMa0172
SMa0214
SMa0402
SMa0471
SMal500
SMal677
SMal711
SMal783
SMal894
SMal1896

SMa2273

SMa2275

SMa5007

SMc00048
SMc00117
SMc00118
SMc00144
SMc00301
SMc00302
SMc00329
SMc00397
SMc00414

SMc00562
SMc00563
SMc00653
SMc00709
SMc00823
SMc00854
SMc00876
SMc00949
SMc01006
SMc01008
SMc01021
SMc01280
SMc01522
SMc01589
SMc01600

SMc02883
SMc02886
SMc01758
SMc01759
SMc01961
SMc01983
SMc01986
SMc02047
SMc02048
SMc02049
SMc02075
SMc02122
SMc02177
SMc02278
SMc02313

SMc02351
SMc02382
SMc02386
SMc02435
SMc02521
SMc02584
SMc02591
SMc02645
SMc02646
SMc02729
SMc02731
SMc02735
SMc02775
SMc02854
SMc02858

SMc03102
SMc03137
SMc03167
SMc03169
SMc03238
SMc03260
SMc03744
SMc03769
SMc03791
SMc03795
SMc03800
SMc03807
SMc03824
SMc03825
SMc03836

SMc03949
SMc04041
SMc04164
SMc04202
SMc04406

2. fiiggelék A tablazatban szereplé S. meliloti 1021 gének a 10 és 30 perces NCR335 kezelésekben up-
regulalodtak (specifikus NCR335 hatas).

SMDb20021 SMb20586 SMh21424
SMb20030 SMb20660 SMb21579
SMDb20035 SMb20679 SMb21676
SMb20063 SMb20684 SMb21691

SMc00864 SMc00934 SMc00956 SMc01821 SMc02857
SMc00913 SMc00938 SMc00958 SMc01884 SMc03058
SMa0890 SMa2365 SMc01007 SMc01981 SMc03136
SMa0981 SMc00049 SMc01102 SMc02178 SMc03166
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SMb20089
SMb20131
SMb20161
SMb20164
SMb20255
SMb20284
SMb20347
SMb20357
SMb20359
SMb20412
SMb20443

SMb20701
SMb20752
SMb20756
SMb20766
SMb20865
SMb20963
SMb21006
SMb21267
SMb21288
SMb21329
SMb21353

SMb22003
SMa0005
SMa0050
SMa0190
SMa0310
SMa0520
SMa0535
SMa0545
SMa0622
SMa0683
SMa0742

SMal052
SMal057
SMal525
SMal533
SMal641
SMal765
SMal840
SMa2014
SMa2065
SMa2251
SMa2317

SMc00070
SMc00094
SMc00115
SMc00164
SMc00274
SMc00300
SMc00421
SMc00506
SMc00600
SMc00673
SMc00819

SMc01136
SMc01140
SMc01160
SMc01175
SMc01240
SMc01267
SMc01417
SMc01498
SMc01628
SMc01819
SMc01820

SMc02179
SMc02180
SMc02189
SMc02277
SMc02324
SMc02347
SMc02480
SMc02481
SMc02482
SMc02823
SMc02833
SMc04400

SMc03170
SMc03258
SMc03262
SMc03788
SMc03802
SMc03813
SMc03835
SMc04150
SMc04153
SMc04201
SMc04259
SMc04395

3. fiiggelék A tablazatban szereplé S. meliloti 1021 gének a 10 perces NCR335 peptidkezelést kovetben up-
regulalodtak (specifikus NCR335 hatas).

SMb20061
SMb20078
SMb20084
SMb20153
SMb20157
SMDb20163
SMb20167
SMDb20195
SMb20209
SMb20212
SMb20236
SMb20277
SMb20320
SMDb20397
SMb20406

SMb20422
SMb20531
SMb20647
SMDb20695
SMb20696
SMDb20699
SMb20702
SMb20707
SMb20753
SMb20819
SMb20868
SMb21027
SMb21032
SMDb21054
SMb21068

SMb21114
SMb21183
SMb21247
SMb21338
SMb21411
SMb21413
SMb21471
SMb21474
SMb21653
SMb21680
SMb22005
SMb22024
SMa0041

SMa0189

SMa0308

SMa0424
SMa0453
SMa0476
SMa0510
SMa0537
SMa0552
SMa0633
SMa0670
SMa0687
SMa0707
SMa0728
SMa0787
SMal1017
SMal233
SMal1245

SMal1303
SMal456
SMal1526
SMal568
SMal619
SMal644
SMal757
SMal820
SMal1893
SMa2000
SMa2027
SMa2151
SMa2187
SMa2311
SMa2337

SMc02776
SMc03164
SMa5012

SMa5015

SMa5017

SMa5027

SMc00103
SMc00116
SMc00178
SMc00257
SMc00258
SMc00317
SMc00478
SMc00530
SMc00596

SMc03282
SMc03293
SMc00677
SMc00857
SMc01107
SMc01143
SMc01191
SMc01460
SMc01465
SMc01553
SMc01637
SMc01649
SMc01702
SMc01765
SMc01836

SMc01856
SMc01903
SMc01943
SMc01995
SMc02033
SMc02036
SMc02242
SMc02345
SMc02346
SMc02430
SMc02440
SMc02494
SMc02650
SMc02694
SMc02734

SMc03754
SMc03889
SMc04021
SMc04039
SMc04091
SMc04137
SMc04173
SMc04241
SMc04271
SMc05011

4. fiiggelék A tablazatban szereplé S. meliloti 1021 gének a 30 perces NCR335 peptidkezelés hatasara up-
regulalodtak (specifikus NCR335 hatas).

SMb20724
SMDb20725
SMb20824
SMDb20825
SMb20880
SMb20903
SMb21171
SMDb21186
SMa0126

SMc00058
SMc00187
SMc00188
SMc00193
SMc00294
SMc00357
SMc00362
SMc00475
SMc00488

SMc00574
SMc00615
SMc00704
SMc00868
SMc00950
SMc01049
SMc01270
SMc01287
SMc01288

SMc01468
SMc01569
SMc01700
SMc01781
SMc01784
SMc01924
SMc02058
SMc02310
SMc02408

SMc02796
SMc02897
SMc02914
SMc03070
SMc03239
SMc03253
SMc03770
SMc03826
SMc03858

SMc04094
SMc04185
SMc04234
SMc04262
SMc04278
SMc04317
SMc04318
SMc04319
SMc04320
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SMa0128
SMa0130
SMa0132
SMal243
SMal623
SMc00005

SMc00495
SMc00508
SMc00522
SMc00526
SMc00528
SMc00573

SMc01322
SMc01327
SMc01336
SMc01344
SMc01369
SMc01428

SMc02432
SMc02451
SMc02495
SMc02498
SMc02695
SMc02788

SMc03859
SMc03881
SMc03986
SMc03990
SMc03994
SMc04003

SMc04405
SMc04409
SMc04434
SMc04454

5. fiiggelék A tablazatban szerepl6 S. meliloti 1021 gének mindkét kezelési id6t kovetéen downregulalodtak az
NCR335 peptid hatasara ( specifikus NCR335 hatas).

SMb20821
SMb20876
SMb20919
SMDb20996
SMb21170
SMDb21175
SMb21335
SMDb21416
SMa0636
SMa0667
SMa0748
SMa0765
SMa0766
SMa0767
SMal082

SMal1087
SMalll8
SMal126
SMal128
SMal131
SMal132
SMal136
SMal147
SMal149
SMal153
SMal154
SMall56
SMal158
SMall66
SMal169

SMall76
SMall79
SMal192
SMal201
SMal1210
SMal211
SMal214
SMal216
SMal1220
SMal266
SMal1296
SMc00020
SMc00131
SMc00149
SMc00151

SMc00152
SMc00155
SMc00192
SMc00227
SMc00231
SMc00284
SMc00293
SMc00320
SMc00534
SMc00555
SMc00570
SMc00608
SMc00643
SMc00648
SMc00657

6. fiiggelék A tablazatban szereplé S. meliloti
downregulalodtak (specifikus NCR335 hatas).

SMb20904
SMb21640
SMa0123
SMa0124
SMal657

SMal952

SMc00146
SMc00153
SMc00255
SMc00365

SMc00787
SMc00788
SMc00791
SMc00811
SMc00812

SMc00850
SMc01167
SMc01208
SMc01218
SMc01219

SMc00723
SMc00724
SMc00924
SMc00945
SMc01001
SMc01024
SMc01025
SMc01048
SMc01144
SMc01206
SMc01207
SMc01209
SMc01275
SMc01333
SMc01343

SMc01360
SMc01364
SMc01494
SMc01573
SMc01581
SMc01731
SMc01782
SMc01994
SMc02053
SMc02094
SMc02112
SMc02311
SMc02404
SMc02405
SMc02434

SMc02653
SMc02685
SMc02686
SMc02693
SMc03829
SMc03860
SMc03934
SMc04261
SMc04270
SMc04314
SMc04352
SMc05006

1021 gének a 10 perces NCR335 peptidkezelés hatasara

SMc01338
SMc01348
SMc01427
SMc01431
SMc01771

SMc01832
SMc01906
SMc01929
SMc03228
SMc03249

SMc03792

7. fiiggelék A tablazatban szerepld S. meliloti 1021 gének a 30 perces, NCR335 peptid kezelés hatasara down-
regulalodtak (specifikus NCR335 hatas).

SMb20039
SMb20047
SMb20124
SMDb20156
SMb20363
SMDb20402

SMb21431
SMb21664
SMa0118
SMa0369
SMa0657
SMa0961

SMal623
SMal945
SMa2071
SMa2281
SMa5021

SMc01238
SMc01530
SMc01612
SMc01656
SMc01658

SMc00248 SMc01724

SMc02616
SMc02699
SMc02726
SMc02732
SMc02839
SMc03002

SMc03837
SMc03982
SMc04224
SMc04314
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SMb20704
SMb20776
SMb21086
SMb21335

SMal050
SMal056
SMall41
SMal394

SMc00692 SMc01869 SMc03119
SMc00814 SMc02238 SMc03133
SMc00849 SMc02399 SMc03288
SMc01010 SMc02577 SMc03787

8. fiiggelék A tablazatban szerepld S. meliloti 1021 gének az NCR247 peptid hatdsara tilmiikddtek mind a 10 és
30 perces kezelési idotartamokban egyarant (specifikus NCR247 hatas).

SMb20025
SMb20056
SMb20296
SMb20399
SMb20462
SMb20716
SMb20728
SMb20862
SMDb20914
SMb20999

SMb21171 SMa2329
SMb21702 SMa2331

SMa0150 SMa2333
SMal077  SMa2393
SMal078 SMa2402
SMal079  SMc00041
SMal081 SMc00045
SMal927  SMc00264
SMa2117  SMc00539
SMa2235 SMc00601

SMc00817 SMc03154
SMc00977 SMc03196
SMc01000 SMc03880
SMc01496 SMc04023
SMc01594 SMc04396
SMc01722
SMc02150
SMc02259
SMc02366
SMc02367

9. fiiggelék A tablazatban szerepld S. meliloti 1021 gének az NCR247 peptid specifikus hatasara up-regulalodtak
a 10 perces kezelési idétartamokhoz kotheten.

SMb20103
SMDb20458
SMb21432
SMDb21516
SMall71

SMa2412 SMc00784
SMc00195 SMc01281
SMc00400 SMc01282
SMc00402 SMc01514
SMc00611 SMc01515

SMc01516 SMc02156 SMc03845
SMc01517 SMc02187 SMc05008

SMc01523 SMc02202
SMc02084 SMc02365
SMc02085 SMc02589

10. fiiggelék A tablazatban szerepld S. meliloti 1021 gének a 30 perces NCR247 kezelésre upregulalodtak (NCR
247 specifikus hatas)

SMb20019 SMb20020 SMb20940 SMDb21517 SMDb21518 SMc03746 SMc04329

11. fiiggelék A tablazatban szerepld S. meliloti 1021 gének az NCR247 peptidre alulmiikodtek 10 és 30 perces
kezelési idotartamokhoz kothetéen (NCR247specifikus hatas).

SMb20090
SMDb20415
SMb21173
SMDb21671
SMa0380

SMa0657
SMal279
SMal610
SMal612
SMal637

SMal848
SMal951
SMa2019
SMa5008
SMa5009

SMa5019 SMc01054
SMc00029 SMc01194
SMc00521 SMc01325
SMc00703 SMc01842
SMc00908 SMc01875

SMc02123
SMc02124
SMc02399
SMc02564
SMc02839

SMc03857
SMc04016
SMc05014

12. fiiggelék Az altalunk alkalmazott koriilményeknél, a tablazatban szerepl6 S. meliloti 1021 gének az NCR247
peptidre alulmiikddtek a 10 perces kezelési id6tartamokhoz kéthetéen (NCR247specifikus hatas).
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SMb20170 SMb21285 SMal636  SMc02572
SMb20340 SMb21711 SMc00661 SMc02845
SMb21083 SMa0461  SMc00953 SMc03026
SMb21248 SMa0922  SMc01985 SMc04038

13. fiiggelék A tablazatban szereplé néhany S. meliloti 1021 gén az NCR247 peptid hatasara downregulalodott a
30 perces kezelési idétartamokhoz kotheten (NCR247specifikus hatas).

Ladder
1.1 10y
1.2 Iy
3

2.1 10y
? 1y

L LU
3.1 10y
3x

3.3 1y
4.1 10y
4.2 Iy
1.3 10
5.1 S0x
5.2 30x
5.3 30x
30

6.2 20x
My

6.3 ]

14. fiiggelék. A transzkriptom szekvenalashoz tisztitott RNS mintak minéségi meghatarozasa és mennyiségi
mérése (Agilent 2100 Bioanalyzer)
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Gén rpsF rpsD rplM ibpA ndvA pnp rpsA
NCR247/1_10" 0,29 0,30 0,57 2,66 7,50 0,74 0,57
NCR247/2_10'" 0,22 0,25 0,48 2,45 7,34 0,62 0,17
NCR247/3_10'" 0,20 0,26 0,21 2,94 8,26 0,73 0,23
gRT-PCR atlag 0,21 0,27 0,42 2,68 7,70 0,70 0,32
Szoras 0,05 0,03 0,19 0,25 0,49 0,07 0,22
Szekv. adat 0,37 0,35 0,46 2,06 3,08 0,51 0,43
Gén rpsF rpsD rplM ibpA ndvA pnp rpsA
NCR335/1_10" 0,03 0,07 0,11 2,40 1,37 0,19 0,11
NCR335/2_10' 0,03 0,04 0,09 4,07 2,20 0,17 0,07
NCR335/3_10'" 0,03 0,05 1,39 2,36 2,04 0,12 0,10
gRT-PCR atlag 0,03 0,05 0,53 2,94 2,12 0,16 0,09
Szbras 0,00 0,02 0,74 0,98 0,11 0,04 0,02
Szekv. adat 0,21 0,16 0,41 3,88 2,69 0,28 0,26
Gén rpsF rpsD rplM ibpA ndvA pnp rpsA
NCR247/1_30'" 0,33 0,35 0,58 4,53 7,73 0,61 0,59
NCR247/2_30' 0,20 0,18 0,23 5,46 5,62 0,29 0,12
NCR247/3_30'" 0,13 0,16 0,21 5,21 3,97 0,22 0,13
gRT-PCR atlag 0,22 0,23 0,34 5,07 5,77 0,37 0,28
Szoras 0,10 0,10 0,21 0,48 1,88 0,21 0,27
Szekv. adat 0,41 0,45 0,46 3,45 2,54 0,35 0,33
Gén rpsF rpsD rplM ibpA ndvA pnp rpsA
NCR335/1_30' 0,04 0,03 0,09 5,13 1,16 0,07 0,05
NCR335/2_30' 0,03 0,03 0,06 4,17 1,39 0,04 0,03
NCR335/3_30' 0,04 0,04 0,10 5,70 1,88 0,07 0,05
gRT-PCR &tlag 0,04 0,03 0,08 5,00 1,48 0,06 0,04
Széras 0,01 0,01 0,02 0,77 0,37 0,02 0,01
Szekv. adat 0,29 0,22 0,34 5,46 2,20 0,24 0,23

15. fiiggelék A qRT-PCR alapjan szamolt expressszios értékek. A tablazat tartalmazza az egyes bioldgiai mintak
gRT-PCR alapjan szamolt expresszids adatait, a harom bioldgiai parhuzamos atlagat a szords mértékével,
valamint 6sszehasonlitasként a szekvenalas adott génre vonatkoz6 adatait.
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