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1. BEVEZETES

A kllénbdzd nitrogén vegylletek kozponti szerepet jatszanak az él6lények
testének felépitésében és alapvetd fontossagu életfolyamataikban egyarant. A Fold
légkorének 78%-at kitevd harmas kotésl nitrogén gézt azonban az éldlények
tiinyomd tobbsége nem képes hasznositani. Csak néhany prokaridta szervezet
rendelkezik azzal a képességgel, hogy ezt a szinte korlatlan nitrogénforrast sajat
maga és egyUttal a tobbi él6lény szamara is hozzéférhetdvé tegye, a légkori nitrogént
megkdsse. Ez a megko6tott, redukélt formaju nitrogén mar a legtdébb szervezet
szaméra felvehetd és hasznosithato.

A prokaridta szervezetek egy része szabadon élve képes a légkdri nitrogén
megkotésére (pl. Klebsiella, Azospirillum), szémos baktérium azonban kildénbdzé
ketszik(G novényekkel alakit ki nitrogénkotd szimbidzist (Allen és Allen 1981). A
Rhizobiaceae csaladba tartozd Rhizobium, Bradyrhizobium és Azorhizobium fajok
elssorban a Leguminosae csaladba tartozd nodvényekkel lépnek szimbiotikus
kapcsolatba. Egy adott baktérium csak szigorlan meghatarozott ndvényfajjal (vagy
fajokkal) képes szimbidzisra, azaz a folyamat gazdaspecifikus. Egyes Rhizobium
torzsek széles gazdaspecifitasiak, sok noévényt elfogadnak partnerként (pl.
Bradyrhizobium japonicum), mig masokra a sz(k gazdaspecifitdas jellemzé (pl.
Rhizobium meliloti, R. leguminosarum) (Keen 1988).

A nitrogén megkdtésére  képes  prokaridték  kdzll  kimagasléan a
leghatékonyabbak azok, amelyek gazdandvénnyel szimbidzisban élve redukaljgk a
nitrogént, ekkor ugyanis a folyamat nagy energiaigényét részben a névény fedezi.

Az ilyen tipusU szimbidzis megismerése egyrészt elméleti szempontbdl rejteget
szamos érdekességet (pl. a két, rendszertanilag igen tavol &ll6 szervezet kdzotti
kommunikécié molekularis mechanizmusanak feltéarasa), masrészt gyakorlati
szempontbdl is kiemelkedd jelentéségl lehet a levegd nitrogénjének bioldgiai Uton

tortend hatékony megkdtésének megismerése.
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A novény dltal a talajbdl felvett nitrogénsokat jelenleg vilagszerte elsGsorban
kémiai iton el6allitott nitrogéntartalmi mitragyakkal potoljak. Ez a mddszer azonban
draga és szennyezi a kornyezetet, hossz( tavon tonkreteszi a talaj szerkezetét,
mikroflorjat és -faunajat. Az egyeldre csak a természetes szimbidzisok esetén
meglévé "bioldgiai Ut" ezeket a belathatatlan kovetkezményekkel jard problémakat
megoldana.

A szimbidzist létesité  nitrogénkotd  baktériumok  képesek a  teljes
nitrogénsziikséglet folyamatos ellatasara, jelent6sen hozzéjarulva a novény
fejlddéséhez, novekedéséhez, terméshozamanak emeléséhez, sét, néha egyaltalan
az életben maradasahoz. Cserébe a baktérium szén- és energiaforrast, valamint
oxigént kap a névénytdl.

Ahhoz azonban, hogy a bioldgiai Uton torténd nitrogénellatast tetszés szerinti
széles kdrben megvaldsithassuk, a természetes folyamat pontos megismerése, azaz
részletes alapkutatas szikséges. Ez mintegy két évtizede folyik molekularis szinten a
vilag kllénboz6 laboratdriumaiban, koztilk a mi munkacsoportunkban is. Az altalunk
vizsgalt, modellként hasznalt rendszer a R. meliloti és a lucerna kodzt kialakuld

szimbidzis.

1.1. A szimbiodzis kialakulasanak folyamata

A szimbidzis kialakulasa igen osszetett folyamat, amely szamos bakteridlis és
novényi gén illetve géntermék idében és térben precizen ¢sszehangolt mikodése,
specifikus koélcsdnhatasa eredményeképp jon létre. A nitrogénkdtésre képes
szimbidzis létrejdtte a R. meliloti és a lucerna kozott kb. két hétig tart. A ndvény és
baktérium megfeleld kdzelségbe kerlilésétdl (egymas felismerésétdl) szamitva ennyi
idd telik el a szimbidzis specifikus szervének, gyokergimonek a teljes kifejlédéséig.

A Rhizobiumok szabadon élnek a talajpan, ha azonban specifikus
gazdanovényik, a lucerna gyokereinek a kodzelébe kerlinek, érzékelni képesek a

gyokerek altal kibocsatott specidlis anyagokat, melyek hatasara (j események



lancolata kezd&dik. A szimbidzis megindulasénak els§ lathatd jele a baktériumok

megtapadasa a lucerna gydkérszdrok felszinén. (1. dbra) (Mills és Bauer 1985).
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1. &bra. A R. meliloti-lucerna szimbidzis kialakulasanak folyamata. Az 4bra baloldali részén a baktérium
és novény kozott folyd jelcsere sémdja lathatd. A vastag nyilak jelzik a partnerek kdzoétti ismert és
feltételezett szignalvaltdsokat. Az &bra jobboldali részén a gydkér hossza mentén, mint idébeli skalan

tlntettiik fel a szimbidzis kialakuldsanak a jelcsere hatasara meginduld néhany fontosabb &llomasét.



A megtapadas valdszinlleg tobb, eltéré tipusi mechanizmus egyidejl
megvaldsuldsa Gtjan torténik. Ezek kozll a gazdaspecifikus jellegl novényi lektinek
és a bakteridlis sejtfelszini poliszacharidok kozotti  kolesdnhatast  irtak  le
legrészletesebben (Diaz és mtsai 1989).

A megtapadt Rhizobiumok két, kb. egyidejd, jo! detektalhatd hatast fejtenek ki a
novényi szervezetre: [Egyrészt a gyokérszOrok meggorbulését, melynek
kdvetkeztében a gydkérszér szinte korlindvi, csapdaba ejti a ratapadt baktériumot,
masrészt - a tapadas helyétdl tavolabb - a gyokér kéregsejtieinek osztddasat valtjak
ki, azaz létrehozzak a gumdémerisztémat (1. abra) (Dudley és mtsai 1987). A
Rhizobiumok tapadasi helyétél ezutan megindul egy cs6szerd képzddmény, az
infekcids fonal kialakuldsa (Turgeon és Bauer 1982). Ez a képz6dmény a ndvenyi
sejtfalhoz hasonld felépitési, és a gyokérszér tove felé, majd azon tul, az
osztddasnak indult kérgi sejtek felé novekszik. A tobbszdrdsen elagazd infekcids
fonal lehet3séget biztosit a baktérium szamara, hogy a gydkér belsejében a novényi
citoplazmaval vald kdzvetlen érintkezés nélkul eljusson az id6kdzben mar gimdéve
novekedett osztédd gyokér kéregseijttdomeghez (Callaham és Torrey 1981). Itt a mar
korabban folyamatos osztédasokkal megsokszorozodott baktériumok
endocitézishoz hasonld folyamat Gtjan a novényi plazmamembran eredet(
periplazmatikus membranba "csomagolva' bejutnak a gumdsejtekbe. Tovabbi
osztddasuk leall, és szamos egyéb valtozas kovetkeztében bakteroidokka alakulnak.

Ezalatt a gimé&t képezd ndvényi sejtek is specializalddnak, strukturalt, tébbféle
tipusU sejtbdl allo szerv alakul ki bel6lik. Szamos Uj novényi fehérje expresszidja
kapcsolodik be, kozilik a leghemoglobin felelés a nitrogénkotés enzimének
mikodéséhez sziikséges alacsony oxigén tenzid biztositaséért (Powell és Gannon
1988). Az érett gimdkben a bakteroidok végzik a levegd nitrogénjének redukalasat a
nitrogenadz enzim segitségével. Az igy keletkez§6 ammodnia aminosavakba
(els6sorban glutaminba) épll be, majd eljut a ndvény legkuldnbdzdbb anyagcsere

Utjaiba (Schubert 1986).



1.2. A névény-baktérium kommunikacié a szimbiotikus kdlcsdnhatas folyaman

Az 1.1. fejezetben emlitettiik a mar feltart, a szimbidzis folyaman kulcsfontossagu
szerepet jatszd kommunikacids Iépéseket. A  kolcsOnds felismerés elsd
lépcséfokaként a ndvény gyodkerei altal kibocséatott flavonoid tipusi masodlagos
anyagcseretermékek specifikus hatast gyakorolnak a novény kozelébe kerdlt
baktériumokra (1. abra). A Rhizobiumokban a gimd&képzési (noduléciés) gének kozé
tartozé nodD génrdl folyamatosan atirédik egy szabélyozdé fehérje. A ndvényi eredet(
flavonoidok (a lucerna-R. meliloti szimbidzis esetén elsdsorban a luteolin) a NodD
fehérjével kolcsdnhatva koétddnek a tobbi, operonokba szervezddott nod gént
reguldldé DNS szakaszokhoz, az Un. nod-boxokhoz. Ennek kovetkeztében a
szabadon él6 baktériumban egyébként nem expresszalddd nod operonok
kifejez6dnek (Kondorosi és Kondorosi 1986).

A termel6d6 Nod fehérjék egy részének ismert a biokémiai funkcidja. Ezek egy
anyagcserelt tagjaiként szintetizélnak egy lipo-oligoszacharidot, az G4n. Nod faktort,
ami vélaszjelll szolgél a gazdandvény szémara (1. &bra). A R. meliloti elséként leirt
Nod faktora, a NodRm-1, kétszeresen telitetlen zsirsavval acilalt glikdzamin
tetraszacharid, mely tartalmaz egy szulfat és harom acetat csoportot is (2. abra)
(Lerouge és mtsai 1990).

A noévenyi flavonoid szignal hatésara tehat lipo-oligoszacharid tipust jelmolekulét
termel a baktérium, mely dnmagaban, Rhizobium sejt nélkill is képes eléidézni a
és Kondorosi 1989) és a ndvényi sejtosztddas meginditasat (Schmidt és mtsai 1988)
(1. abra). Kiderult, hogy a baktériumok tdbbféle jelmolekulat termelnek, melyek
alapvet6en hasonld tipustak ugyan, de kis szerkezeti eltéréseik - eddig még

tisztazatlan mdédon - befolyésoljak a gazdaspecifitast (Schultze és mtsai 1992).
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2. abra. A R. meliloti gim&képzési szignédlmolekuldjanak (NodRm-1 faktor) kémiai felépitése. A
négytagu glikdézamin oligoszacharid vaz szubsztituensei egy acil (16 tagu, kétszeresen telitetlen

zsirsav), harom acetil és egy szulfat csoport.

A Nod szignal hatasara megindult gimd&képzési folyamat azonban gyorsan leall, a
gumdfejlédés késbbbi lépéseinek lejatszdédasahoz valdszinlileg tovabbi kdlcsdnds
szignal valtasok szlkségesek. llyen gimdfejlédési szignal szerepet tdlthetnek be a
baktérium sejtfelszini poliszacharid tipust molekulai, melyekrdl az 1.5. fejezetben lesz
sz0.

Szamos olyan molekulat azonositottak mar noévényekbdl, melyeket a sejtek
specifikus jelként ismernek fel. A régéta ismert ndvényi hormonok &ltaldban
tébbiranyd (pleiotrop) hatést fejtenek ki. Leirtak néhany poli- és oligopeptid tipusu
jelmolekulat, valamint szamos olyan mikroba toxint, melyek kulonbdzé névényeken
altalanos vagy gazdaspecifikus jelleg(i szignal aktivitast fejtenek ki. Az utdbbi idében
fény derllt arra, hogy specifikus oligoszacharidok is lehetnek a novényi sejtek
szdmara szignal aktivitdsiak (Hahn és Cheong 1991). Ezeket az eredményeket
elssorban ndvények és patogén mikrobék kélcsénhatésanak vizsgalata soran érték

el.
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A szimbidzis soran specifikus szignalként szolgalé lipo-oligoszacharid tipust Nod
faktorok felfedezése és szerkezetlk feltdrésa Ujabb bizonyitéka annak, hogy az
oligoszacharidok fontos szerepet jatszanak a novényi sejtek kommunikacios
folyamataiban. A névények és mikrobak kdzotti jelcsere vizsgélata egyre jelentésebb
mértékben jarul hozza ahhoz, hogy a ndvényi sejtek jelzésmechanizmusainak

molekularis alapjait megismerjik.
1.3. A szimbidzis soran szerepet jatszd Rhizobium gének

A szimbidzisban szerepet jatszd bakteridlis gének két nagy csoportba sorolhatdk.
A gimdoképzési (nodulécios, nod) gének a gimd kialakuldsénak korai szakaszahoz
szﬂkéégesek, hibajuk esetén vagy nem jon létre gimd, vagy késleltetve ill. cstkkent
mértékben alakulnak ki gimdék a gazdandvényen. A fixacidés (fix) gének a
gimdfejl6dés késdbbi stadiumaiban jatszanak szerepet, mutacidjuk esetén kialakul
ugyan gimd, de nitrogénkdtésre nem lesz képes. A fix gének egy csoportja (a
nitrogénfixacios, nif gének), a nitrogén megkdotéséhez szikséges fehérjéket kodolja.
E gének megfeleldi a szabadon él8 nitrogénkotd baktériumokon is megtalalhatdk (pl.
Klebsiella).

A nod és nif gének eléggé szorosan csoportositva a baktérium kromoszémajan
kivil, egy hatalmas, kb. 1.5 Mb méretli megaplazmidon (pRm41b, méas néven
pSymb) helyezkednek el (3. &bra) (Banfalvi és mtsai 1985). Egy hasonld méretl
megaplazmidon (pRm41c, azaz pSymc) az EPS termelésben szerepet jatszé exo
gének nagy része talalhatd (Finan és mtsai 1986). Mindkét megaplazmidon és a
kromoszéman is tébb helyen szétszérva lokalizaltak fix géneket (3. &bra). Egy
Kisebb, kb. 0.4 Mb-os megaplazmid jelenlétét is kimutattak R. melilotiban, melynek a

szimbidzisban jatszott szerepe ismeretlen.
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3. abra. A R. meliloti 41 genom szervezddése. A pRme41b megaplazmidra a pSymb, a pRme4ic

megaplazmidra a pSymc elnevezést is alkalmazzak.

1.3.1. A R. meliloti gimG&képzési (nod) génjei

A szimbidzisban szerepet jatsz6 géncsoportok kodzll a nod géneket ismerjlk

legalaposabban. Egy résziket a kllénbdz8 Rhizobium fajok kozott kicserélhetd,

azonos feladatot ellatd, erésen homoldg gének (k6zds nod gének) alkotjak

(Kondorosi és mtsai 1984). Méasik csoportjuk az egyes fajokban eltéré funkcidju és

felépitésl gazdaspecifikus nod gének (Horvath és mtsai 1986). Kllén csoportba kell

sorolnunk a nodD geneket, melyek a szabadon él6 Rhizobiumban is atirddnak.

)

Minden Rhizobiumban talalhaté ugyan nodD gén, mégsem tipikus kdzbs nod gén,
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rendelkezik szamos gazdaspecifikus tulajdonséggal is (Horvath és mtsai 1987). A
nodD gén terméke regulétor fehérje, mely alapvetd szerepet jatszik a tobbi nod gén
szabélyozaséban.

E fehérjén kivll a nod gének szabélyozdsahoz a gazdandvény gydkerei altal
kibocsatott specifikus flavonoidokra (R. meliloti esetén luteolinra), valamint a nod
operonok elétt talalhatd erésen konzervalddott cisz reguldtor DNS szakaszokra
(nod-box) van szikség (Rostas és mtsai 1986). A R. melilotiban 6 nod-box talélhatd,
a kllénbdz6 nod operonok transzkripcids startpontjai elétt 26-28 bp tavolsagra. A
NodD fehérje N-terminalis részének egy szakaszardl bebizonyosodott, hogy a nod-
boxhoz kotddik, és e rész a DNS-kotd fehériék jellegzetes aminosav mintazatat
mutatja (helix-turn-helix). A varidbilis C-terminalis rész feltehetéen a ndvényi faktorral
(pl. luteolinnal) 1ép kdlcsdnhatdsba (Burn és mtsai 1989).

A kilénbdzé NodD fehérjék, melyeknek elsésorban a C-terminélis része tér el
egymastdl, kilénbdz8 ndvényi inducereket ismernek fel. R. melilotiban harom
kllénb6z8 funkciondlis nodD képia is jelen van, melyek flavonoid felismerése
részben eltérd (Gyorgypal és mtsai 1988).

A kéz8s nod gének egy operonba szervezddtek (nodABC) (Tordk és mtsai 1984).
Ezek mutacidja esetén all le a legkorabbi stadiumban a szimbidzis, a gyokérszoér
gorbulés és a gyokér kortikélis sejtjeinek osztddasa nem indul meg, s természetesen
nem képz&dik gimd& (Nod™). A nodAB gének termékei a citoplazméban, a NodC
fehérje a baktérium kilsé membrénjaban lokalizélhatd (John és mtsai 1988).

A R. meliloti gazdaspecifitdsi gének (nodEFGHLMNOPQ) is operonokba
csoportosultak. Mutacidjuk hatédsara megvaltozik azon névények kore, melyekkel a
baktérium szimbiotikus kapcsolatba képes Iépni, ill. adott gazdantvényeken a
gumd&keépzes lelassulhat vagy a gimdk szama csdkkenhet (Horvéth és mtsai 1986).

A nod gének egy részérdl méar bebizonyosodott, mésokrdl feltételezik, hogy a
NodRm-1 faktor kialakitdsaban vesznek részt. Szamos tovabbi gimdéképzési gént

azonositottak, ezek funkcidja azonban még ismeretlen.
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1.3.1.1. A nod gének egy része kiilonb6z§ zsirsav szintaz génekkel homolég

Nagyon kevés gUimdéképzési gén pontos biokémiai funkcidja ismert. DNS
szekvencia analizis alapjan kider(lt, hogy legaldbb négy nod gén (nodFELG), melyek
a NodRm-1 szignal molekula zsirsav részének felépitésében jatszanak szerepet,
jelentds hasonldésagot mutat kllénbozd szervezetek zsirsav szintézisében résztvevd
génjeivel (Horvath és mtsai 1986, Shearman és mtsai 1986, Bibb és mtsai 1989,
Hopwood és Sherman 13890).

Az' esszenciélis zsirsavak szintézise az egész éldvildgban hasonld séma alapjan,
hasonld enzimatikus alapfunkcidk megfelelé sorrendben torténd ismétlésével zajlik
(4. &bra). Ennek megfeleléen hasonld gének kédoljak a résztvevd enzimeket.
Eukariotak kozll élesztébdl, patkanybdl és csirkébdl kdzoltek teljes zsirsav szintaz
cDNS szekvencidkat az utébbi években (Schweizer és mtsai 1986, Chirala és mtsai
1887, Mohamed és mtsai 1988, Amy és mtsai 1989, Holzer és mtsai 1983, Schweizer
és mtsai 1989). E szervezetekben a zsirsav szintéz rendszer un. |. tipusy, azaz oriasi,
multifunkciondlis  enzimek végzik az alapvetd zsirsavak szintézisét. A
baktériumokban ugyanezen funkcidkat, amelyeket az |. tipusl zsirsav szintaz esetén
az enzim kulénb6z6 domainjei tdltenek be, kllonalld gének &ltal kodolt klonalld
enzimek vegzik (Hopwood és Sherman 1990). Ezek szekvencidja azonban még
koréantsem olyan jol ismert, mint a magasabbrendleké. Escherichia colibdl egyetlen
olyan gén szekvencigjat kozolték, amely a patkany multifunkciondlis zsirsav szintaz
enzim egyik domainjével azonos funkcioju, és fehérje szinten is jelentés homoldgia

mutathato ki (fabB) (Kauppinen és mtsai 1988).
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4. abra. A zsirsav szintézis és poliketid szintézis sémaja. Az dbra szélein a nyilak mentén a zsirsav
szintézis 1épéseit tlintettiik fel. A szaggatott nyilakkal (k, h, e, a) jelzett ledgazasok azt mutatjak, hogy a
zsirsav szintézis mely |épéseinél keletkezhet poliketid azéltal, hogy megszakad és elolrdl kezdédik a
ciklus. A fehér kor a zsirsav szintaz (fatty acid synthase = FAS) enzimet, a fekete kor a poliketid szint4z
(PKS) enzimet reprezentélja. Az egyes lépésekben szerepld enzimek roviditett jelzése: AT = acil
transzferaz, MT = malonil transzferaz, KS = p-ketoacil szintdz, KR = ketoreduktdz, DH = dehidrataz,
ER = enoil reduktaz, TE = tioészteraz.

A zsirsavak szintézisével azonos |épések eltéré sorrendben és szamban torténé
ismétlésével szintetizalédnak a poliketidek (4. dbra) (Hopwood és Sherman 1990).
Nem meglepé tehat, hogy az egyes lépéseket a zsirsav szintdzokhoz nagyon
hasonlé enzimek végzik. A legutdbbi években szamos poliketid tipusl vegydulet,

els@sorban antibiotikum szintézisét végzd, Un. poliketid szintdz gén vagy géncsoport
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szekvencia analizisébdl kiderUlt, hogy ezek a gének jelentés hasonldségot mutatnak
az eldbbiekben ismertetett esszencidlis zsirsav szintdz génekhez (Beck és mtsai
1990, Bibb és mtsai 1989, Cortes és mtsai 1990, Donadio és mtsai 1991, Sherman és
mtsai 1983). A homoldgia klléndsen szembet(ind fehérje szinten is az illetd enzimek,
ill. domainek aktiv centruméban és annak kdrnyezetében. Ezeknek a specidlis
funkcidt végzd zsirsav szintéaz jellegl géneknek az inaktivalasa azonban nem vezet a
szervezet pusztulasahoz, a létfontossagu zsirsavak termelésének hibdjahoz, mivel e
feladatot a parhuzamosan mikédé esszencidlis zsirsav szintéz gének elvégzik.

Hasonld a helyzet a nodFELG génekben mutans Rhizobiumoknal is, ahol a
létfontosségl zsirsavak zavartalan szintézise mellett csupan a szimbidzisban
szerepet jatszo, gazdandvényre specifikus jelmolekula termelése all le, azaz csak a
specifikus funkcid sérdl.

Poliketid szintédz szekvenciat tobb szervezetbdl is kdzoltek az utdbbi néhany
évben. Ez esetben is a zsirsav szintdzokhoz hasonldéan két alaptipus megléte
jellemzd: egyetlen multifunkcionélis, vagy szamos monofunkcionalis enzim végzi a
szintézist (Hopwood és Sherman 1990).

A zsirsav szintaz gének fejlédésérdl napvildgot latott egy elmélet, mely szerint a
magasabbrendlek multifunkcionélis enzimét kddold driasgének az evollcid
folyaman genfuzidos események Utjan jottek létre a megfeleld &si bakteridlis
monofunkcios génekbdl (McCarthy és Hardie 1984, Hardie és McCarthy 1986). A
feltevés egyelére nem tdmaszkodik elegendd prokaridta szekvencia adatra, sok
ponton hipotetikus jellegd, azonban logikussaga vitathatatlan. Az elméletet erdsiti a
zsirsav szintaz jellegli nod gének monofunkcids volta is. Az E. coli zsirsav szintéaz
gének  koézeljov8ben vérhatd szekvenciaanalizise valdszinlleg meghozza az

elméletet megerdsitd bizonyitékokat.
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1.3.2. A R. meliloti giiméfejlédésben (fix) és nitrogénkdtésben (nif) résztvevd

génjei

Szamos gUméfejlédésben hibas fix mutanst izolaltak az utdbbi években a
kllénbdzd Rhizobium fajokbdl. Részletesebb szerkezeti és funkciondlis analizis
eredményei elsésorban olyan fix géneknél alinak rendelkezésre, amelyek killdnbdzé
bakteriélis poliszacharidok kialakitasaban vesznek részt.

R. melilotiban az Agrobacterium virulencigjdban szerepet jatszd chv génekkel
homolég DNS szakaszokat talaltak. Kiderllt, hogy az ndv mutansok nem képesek
bejutni a gimdsejtekbe (Miller és mtsai 1986). Az izolalt és megszekvenalt két gén
(ndvA és ndvB) nukleotid sorrendje és funkcidja is nagyon hasonlit az Agrobacterium
chvA és chvB génjeihez, egymas szerepét helyettesiteni képesek (Dylan és mtsai
1986). A chv és ndv gének a ciklikus p-glikan szintéziséért felelések, ami
valdszindleg a baktérium ozmotikus alkalmazkoddképességét szolgélja.

R. meliloti SU47-ben a savas EPS termelését végzd exo génekrdl is
bebizonyosodott, hogy egyben fix géneknek is tekinthetdk (Leigh és mtsai 1985).
Vizsgalatuk részleteirdl az 1.5.2. fejezetben szamolunk be.

R. leguminosarumbdl szamos olyan mutéanst izoléltak, melyek a R. meliloti exo
muténsokhoz hasonlé fenotipust mutatnak a szimbidzis folyamén, azaz nem
képesek infekcids fonal Iétrehozésara és nem jutnak be a gimdsejtekbe. Ezekben a
R.leguminosarum mutansokban a sejtfelszini LPS molekulak is megvéltoznak (Noel
és mtsai 1986). Tobb ilyen LPS kialakuldsban résztvevé fix géncsoportot
azonositottak, ezek tovabbi analizise jelenleg folyik (Cava és mtsai 1989, Priefer
1989).

Amennyiben az dsszes gimdképzési (nod) és gumdfejlédési (fix) gén mikodik, a
baktériumok bejutnak a kifejlédétt, differencialédd gimdébe. A nitrogénkodtéshez
azonban szlkség van a nif génekre is. Ezek nem a szimbidzisos allapotra vagy
folyamatra specializalédott gének, hiszen a szabadon éI6 nitrogénkétd

prokariétékban is megtalédlhatok. SzerepUk elsdsorban a Iégkdri nitrogén redukcidjat
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végz4 nitrogendz enzimkomplex kialakitasa. Ennek polipeptidjeit a nifHDK gének
kodoljak, a Fe-Mo kofaktor szintéziséhez a nifB gén szikséges, melyek mellett
egyéb (pl. szabdlyozé szerepl) nif gének ismeretesek (Orme-Johson 1985). A
szabadon éI6 (pl. Klebsiella) és a szimbidzisban él6 (pl. Rhizobium) baktériumok nif
rendszerének f6 kilonbsége szabalyozasukban rejlik. Mig a Klebsiella tobbi nif gent
szabalyozd nifA génje a baktérium ntr (nitrogén regulaciés) rendszerén keresztil
regulalodik, a Rhizobium nif génjeit a mikroaerob kordlmények kialakulasa kapcsolja

be (Ditta és mtsai 1987, Szeto és mtsai 1987).
1.4. Szimbidzis specifikus ndvényi gének

A Rhizobium-ndvény szimbidzis soran a novényi partnerben Uj, gimdspecifikus
fehérjék (nodulinok) jelennek meg. Toébb mint 20 féle nodulin kifejezOdését
gumdspecifikus antiszérum segitségével (Bisseling és mtsai 1983).

KiderUlt, hogy nem egyidében indul meg a szimbidzis specifikus ndvényi fehérjék
termelése. A korai nodulinok (ENOD2, ENOD12) a Rhizobium fertézés utan néhany
napon belll kimutathatok (Scheres és mtsai 1990, van de Wiel és mtsai 1990), sét,
az ENOD?2 baktérium jelenléte nélkil, az auxin transzport inhibitor kezelés hatasara
keletkezd Un. pszeudogiimokben is megjelenik (Hirsch és mtsai 1989). E két korai
nodulin magas hidroxiprolin tartalma arra utal, hogy a novényi sejtfal felépitésében
vesznek részt (Scheres és mtsai 1990, van de Wiel és mtsai 1990).

KésGi nodulinokat csak a baktériumokkal elarasztott, fejlédd vagy érett gimokben
mutattak  ki. Kiemelked6 a leghemoglobin jelentésége, amely a lokalis
oxigénkoncentraciot alacsony szinten tartja, lehetévé téve ezzel az oxigén érzékeny
nitrogenaz enzim mikodését (Appleby 1984). Ennek a csak pillangds viraguakban
elé6forduld oxigénszallitd molekulanak a globin részét névényi gének kodoljak, mig

hem részének szintézisét baktérium gén hatarozza meg (Powell és Gannon 1988).
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Néhany tovabbi késdi nodulin gén funkcidjat mar leirtak (pl. urikaz Il) (Bergman és

mtsai 1983), nagy részik szerepe azonban még ismeretlen.

1.5. A baktériumok poliszacharid tipusu sejtfelszini molekuléi és szerepik a

novény-baktérium szimbidzis soran

A rendkivll véltozatos struktUrdju poliszacharidok a molekuléris és celluléris
kélcsdnhatasok fontos informécids molekulatipusat képezik. A névényi differenciacid
soran, a ndvény-parazita mikroba, valamint a ndvény-szimbionta baktérium
kdlcsGnhatas folyamén is szerepet jatszanak oligoszacharid szignalok.
Feltételezhetd, hogy a Nod szignédlok hatasénél késdbbi stadium(ok)ban is
kommunikacios szerepet toltenek be klldnbdzd oligoszacharidok a Rhizobium-

néveny kolcsdnhatés soran.
1.5.1. A Gram™ baktériumok sejtfelszine, poliszacharid tartalmi komponensei

A Gram™ baktériumok sejtburkat egy kllsd és egy belsé membran valamint a
kdzottlk talalhatd sejtfal réteg (peptidoglikéan) alkotjia (5. abra) (Lugtenberg és
vanAlphen 1983).

A belsé membran szimmetrikus foszfolipid kettés réteg. Fehérjéi speciélis enzimek
és transzport molekuldk, legfébb funkcidjuk az elektrontranszport, oxidativ
foszforilacio, specifikus ion- és tépanyagtranszport, fehérje szekrécio,
szignaltranszdukcid, komplex lipidek szintézise és sejtfal komponensek, tébbek

kdzo6tt poliszacharidok szintézise (Lugtenberg és vanAlphen 1983).
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5. abra. A Gram™ baktériumok sejtburkanak sematikus metszete. Az dbra fels6 része felé irdnyul a

baktérium kls6 felszine. (A kapszuléris és exopoliszacharidot nem tlntettik fel.)

A peptidoglikan egyetlen ¢riasi, aminocukrokbdl allé  polimer, melyet rovid
peptidek keresztkOtésekkel erdsitenek. A sejt merev, ozmotikus nyomasnak ellenallé
vazat alkotja.

A bels§ és kilsé membran rétege kozti helyet periplazmatikus térnek nevezik,
mely elsGsorban kllénb&zd fehérjéket és oligoszacharidokat tartalmaz.

A sejt kulsé membranja nem szimmetrikus felépités(. Belsé felszine, hasonléan a
bels6 membran mindkét felszinéhez, foszfolipidekbdl all. A kilsé felszint azonban
nagyrészt LPS molekulak épitik fel (5. abra). Az LPS molekula lipid-A, oligoszacharid
mag es O-antigén poliszacharid részre oszthatd (Rietschel 1985). A lipid-A az a

hidroféb lipid rész, amely az egész molekulat a kilsé membranhoz kéti azéltal, hogy



21

beleagyazddik a kettds réteg kilsé felszinébe. A lipid-A jellegzetes zsirsav alkotdi a g-
hidroxi zsirsavak. A rovid oligoszacharid mag kovalens kapcsolatban éll a lipid-A-val
és az O-antigén poliszacharid résszel is. Jellegzetessége, hogy legalabb egy keto-
deoxi-oktulonsav molekulat (KDO) mindig tartalmaz és altaldban specifikus heptdz,
ill. néhany mas cukormolekula épiti még fel (pl. galakturonsav, galaktéz, manndz). A
felszinbdl kinydld O-antigén poliszacharid rész a térzsre jellemzd, véltozatos
felépitésd, altalaban ismétlédd oligoszacharid egységekbdl épll fel. Laza, nem
kovalens kapcsolatban all a sejtet kdrllvevd EPS molekulékkal (Rietschel 1985).

A bakterialis exopoliszacharidok (EPS) egyik f& tipusa ismétlédd oligoszacharid
egységekbdl alld, nagy molekulasllyy, altaldban elagazod savas poliszacharid, melyet
a baktérium a sejt felszinére és a kornyezetébe juttat (Sutherland 1985). Szémos
Rhizobium EPS pontos szerkezeti analizisét elvégezve kiderUlt, hogy hasonldak a
mar ismert (pl. E. coli, Salmonella) bakteridlis EPS-ekhez. Ezért az EPS
jellegzetességeit a Rhizobium sejtfelszini poliszacharidjai cim{ fejezetben (1.5.2.)
targyaljuk.

Els6sorban E. coli tdrzsek esetében ismert egy igen véltozatos kapszuléris
poliszacharid molekulacsoport, mely antigén tulajdonsaga alapjan a K-antigén nevet
kapta. Tébb mint szaz tipusét irtak le E. coliban, melyek egy részérdl bizonyitotték,
hogy lipid résszel a sejt kilsé membranjahoz kétédik (Boulnois és Jann 1989, Jann
és Jann 1990).

A K-antigének fontos szerepet jatszanak a baktérium és kornyezete
kdlcsGnhatasaban, széamos patogén mikroba virulencigjanak kialakitasaban.
Szerkezetlk, szintézislk, genetikdjuk megismerése gydgyaszati és tudomanyos
szempontbdl is lényeges. A kutatadsok jelenleg legintenzivebben az E. coli nev(
baktériummal folynak.

A K-antigének nagy része két csoportba sorolhatd. Az I. csoport jellegzetessége,
hogy 20 OC alatt is expresszélnak a szintézisében résztvevd gének, néha lipid-A-hoz
kapcsolédva agyazddnak a kilsd membranba, és ez a lipid rész savas pH-n és 100

OC-on nem vélik le kénnyen. A Il. csoportba tartozd K-antigének KDO-t tartalmaznak,
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a struktlrat meghatérozé gének 20 ©C alatt nem fejez6dnek ki, a poliszacharid rész
foszfatidsavhoz kapcsolddva kotddik a kilsé membranba, valamint savas pH-n és
100 ©C-on a lipid rész kdnnyen eltavolithatd (Jann és Jann 1990).

Genetikai szempontbdl ez utdbbi csoportot jobban ismerik. A poliszacharid
szintézisét a kps gének iranyitjak, melyeknek harom eltéré funkcidju csoportjat

azonositottak (6. 4&bra) (Roberts és mtsai 1988). Az 1. géncsoport
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6. dbra. Az E. coli |l. tipusu K-antigéneket meghatérozd géncsoport felépitése. Az 1. régi6, mely folott
a kodolt fehérjetermékek térképe kinagyftva szerepel, valamint a 3. régié minden feltiintetett K-
antigénben konzervalédott. A poliszacharid rész felépitéséért felelés kdzépsd régié mérete és

funkcioja antigénenként kilonb6z6.

valoszinlleg a lipidhez kotott poliszacharid exportjaval kapcsolatos funkciokeért

felelés, a 2. géncsoport hatarozza meg a poliszacharid szintézisét, a 3. pedig a
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poliszacharid polimerizacidja utan szikséges, még nem teljesen tisztazott funkcidkat
tolt be. A 2. géncsoport minden térzsben, szerotipusban eltéré, az illeté K-antigénre
jellemzd. Az 1. és 3. géncsoport viszont az Gsszes Il. tipusl K-antigén esetén
konzervalddott, ezek a klldnbdzé szerotipusok kozott kicserélheték a funkcid
sérllése nélkll (6. &bra) (Boulnois és Roberts 1990). A gének szekvenciaja még nem
ismeretes. A K-antigén tipusu sejtfelszini poliszacharidok alkalmasak informécios
molekuldk szerepének a betdltésére, eddig azonban jelenlétiket Rhizobiumokban

nem irték le.

1.5.2. A Rhizobium sejtfelszini poliszacharidjai

A Rhizobium sejtek legfébb poliszacharid tipusai a neutralis p-glikanok, a savas
EPS, valamint a klils6 membran integrans részét képezé LPS.

A neutralis g-glikanok g-1,2 kotésl glikdz molekulakbdl allé, 17-24 tagu ciklikus
homopolimerek. Nagy részik extracellularis, lazan a baktérium felszinére tapadt, kis
részlk a periplazmatikus térben is megtalélhatd. A neutrélis p-glikéanok a szimbidzis
folyaman valdszinlileg a kornyezethez toérténd ozmotikus alkalmazkodasban
jatszanak szerepet (Miller és mtsai 1986). Ez a passziv szerep azonosnak tlnik a
Rhizobium-pillangds szimbidzis és az Agrobacterium-gazdandvény kapcsolat
esetében is. Az azonos poliszacharid struktlrat meghatarozd gének (ndv, chv) a
kUldnbdz8 Rhizobium és Agrobacterium fajok kozt kicserélheték (Dylan és mtsai
1986).

A savas EPS nagy molekulasulyu heteropoliszacharid, melyet 7-9 cukortagbdl 4llo,
ismétl6édé egységek (oligoszacharidok) épitenek fel. Ezek az ismétlédd
oligoszacharid egységek kilonbdzé o és g kotésl, egyenes vagy elagazd lancl
cukormolekulakbdl élinak, gyakran nem szénhidrat szubsztituenseket is tartalmaznak
(pl. szukcinét, piruvét, acetat). A poliszacharidok savas természetét az uronsavak és

az emlitett szubsztituensek okozzak.
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A R. meliloti f6 savas EPS-e, a szukcinoglikan oktaszacharid ismétlédé
egységekbdl all, melyek 7 glikdz és 1 galaktdz molekulat tartalmaznak kilénbdzd g
kotésekben, valamint 1-1 piruvéat, acetat és szukcinat csoportot. A 8 cukorbdl 4 a
fGvazat, 4 pedig oldalagat alkot (Aman és mtsai 1981).

A szukcinoglikant a baktérium mindkét membranjan keresztul kijuttatja. A hosszu,
elagazd lancu poliszacharid molekuldk egy része lazan a baktérium felszinéhez
tapad, masik része a kérnyezé kdzegbe jut.

A R. meliloti savas EPS bioszintéziséhez nukleozid difoszfat monoszacharid
prekurzorok (UDP glikdz és UDP galaktdz), acetiiCoA, foszfoenolpiruvat, lipid carrier
és a megfeleld citoplazmatikus és membrankotott enzimek szikségesek. Az
ismétlbdé oligoszacharid egység felépulése soran a megfelel6 cukoregységek az
UDP cukrokrél meghatarozott sorrendben a membranhoz kétott lipid hordozora
tevGdnek &t (Sutherland 1985). Az EPS lipidhez kotott intermedier formait R.
melilotiban és sok mas baktériumban is kimutattéak a sejtmembran frakcidoban. A
kész oligoszacharidra épllnek ra a megfelel6 modositasok (piruvat, szukcinat,
acetil). Az oligoszacharidok egymashoz kapcsolédasanak és a molekula kilsé
felszinre jutasanak (exportjanak) mechanizmusa még nem ismeretes.

A savas EPS termelés genetikdjat részletesebben R. melilotiban irtak le. A
megismert csaknem 20 exo gén nagyobb része a 2. megaplazmidon (pSymc)
helyezkedik el szorosan csoportosulva, kisebb része a kromoszéman talalhatéd (Long
és mtsai 1988, Gray és Rolfe 1990, Reuber és mtsai 1991). A gének nagy részének
szekvenciaja és termékiik pontos biokémiai funkcitja ismeretien.

R. melilotiban kimutattak egy masik savas EPS tipust (EPSII), ami csak bizonyos
kortimények kozott fejezddik ki, és - legalabbis egy gazdandvényen - helyettesiteni
képes az EPSI szerepét (7. abra) (Glazebrook és Walker 1989). Az EPSII
szintéziséhez az exoB és exoC gének mellett legalabb hat olyan gén kell, amelyek az
EPSI szintézisében nem vesznek részt. E gének mind a pSymc megaplazmidon

taldlhatdk és egy kromoszomalis 16kusz (exoR) szabalyozasa alatt allnak.
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7. dbra. A R. meliloti kétféle savas exopoliszacharidja. A baktérium szimbiotikus kapcsolatainak egy
részében egymas szerepét helyettesiteni képes molekuldk ismétlédd oligoszacharid egységeinek

szerkezete. Glc = gliikoz, Gal = galaktéz.

Az EPS termelés szabélyozasardl kevés informacié gyllt 6ssze. Néhany olyan R.
meliloti gén ismeretes (exoS, exoR, exoF, exoX), melyek klldénbdzd hatéssal vannak
az EPS szintézis és a gimdfejlédés lefolyasara (Doherty és mtsai 1988).

TnphoA transzpozicids fuzidk segitségével megallapitottak, hogy az exo gének
valészinlleg elsésorban a korai szimbiotikus és az invaziés zonaban expresszalnak a
gumdfejlédés soran. Ez a megfigyelés Osszhangban van az exo mutansok
szimbiotikus fenotipusaval, ami azt mutatja, hogy a gimdéfejlédés a baktériuminvazié
szakaszaban all le.

A harmadik f6 sejtfelszini poliszacharid tipus az LPS, amely szorosan kapcsolédik,
lipid részével beépull a kilsé membranba. A molekula poliszacharid része kisebb az

EPS-nél, nagyon vaéltozatos felépitésl, R. meliloti esetében valdszinlleg nem
ismétl6dd egységekbdl all, hanem Osszetett szerkezet(i (Carlson és mtsai 1987).

Jellegzetes alkotdi a metilalt cukrok és aminocukrok, a KDO és kuldnbozé heptdzok.
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Egy-egy torzs valészinlleg csak egyféle, az illetd baktériumra nézve specifikus O-
antigén poliszacharidot szintetizal, s ennek szerepe lehet a szimbiotikus kapcsolat
gazdaspecificitasaban. Pontos Rhizobium LPS szerkezetet még nem kozoltek, a
bioszintézisért felelés gének feltarasa is kezdeti stadiumban van. Legtébb informécid
a R. leguminosarummal folytatott vizsgélatokbdl gydlt 6ssze, melybdl szamos LPS
mutéanst izolaltak, térképeztek és segitségikkel Ips géneket tartalmazd DNS
szakaszokat azonositottak (Cava és mtsai 1989). E gének szekvencidja és pontos

funkcidja azonban még ismeretlen.

1.5.3. N6vény-baktérium kapcsolatban résztvevd szénhidrat szignalok

Novenyi, gomba és baktérium eredetll oligaszacharidokrél szémos esetben
kimutatték, hogy képesek kémiai szignalként hatni és specifikus névényi gének (pl.
védekez& mechanizmusban vagy differenciacidoban résztvevd gének) expresszidjat
aktivalni. Ezek az oligiszacharid szignalok ©6nmagukban, fehérjékkel torténd
asszociacié nélkdl hatnak, nem Ugy, mint az allati vagy éleszté glikoprotein felismerd
rendszerek (Hahn és Cheong 1991, Ryan 1987).

Gomba sejtfalbdl kiszabaduld oligoszacharidok fitoalexin felhalmozddéast véltanak
ki a ndvényi sejtekben. Ez a védekezési alapreakcid a résztvevé enzimek de novo
szintézise kdvetkeztében vélik lehetdvé. llyen tipusl oligoszacharid a Phytophtoraban
taldlhatd hepta-g-glikozid, ami 300 hasonlé felépitési molekula kozul az egyeddli
aktiv. A jelenség igen specifikus receptor létére enged kovetkeztetni (Darvill és
Albersheim 1984).

Hasonld, vedekezési mechanizmust beinditd hatésa van a névény sajét sejtfalabodl
kilsé behatasra (enzim, sav) felszabaduld oligoszacharidoknak is (pl. o-1,4
oligogalakturonsav). Néhany esetben az oligoszacharidok novényi sejtek kozotti,
hormonokhoz hasonld jellegli szignél szerepét is kimutattak, melynek mechanizmusa

ismeretlen (Hahn és Cheong 1991).
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Nemrég derult fény arra, hogy névény-baktérium szimbidzis esetén is mikddik
oligoszacharidokra alapuld kommunikacié. A R. meliloti baktériumok altal eldallitott
NodRm-1 nev( acilalt glukézamin tetraszacharid specifikusan képes kivaltani a
gazdandvényen gyokérszdr deformaciot, ill. a gyokér kéregsejtjeinek az osztddasat
(Lerouge és mtsai 1990).

A R. meliloti exoB mutansa is képes e szignalmolekula szintézisére, ugyanakkor
egyik savas EPS-t sem szintetizalja, és az LPS-e is eltér a vad tipusu baktériumétol.
Ez arra utal, hogy a NodRm-1 bioszintézisének Utja koran elvalik az EPS és LPS
bioszintézis utaktol.

A szimbiotikus giimé fejlédése soran a NodRm-1-nél késdbbi szakaszokban hatd
tovabbi baktérium szignalok szikségesek a novény szamara. llyen szerepet

tolthetnek be a baktérium sejtfelszini poliszacharidjai.

1.5.4. A bakterialis poliszacharidok szerepe a giméfejlédésben

A savas EPS-rél szamos kutatdlaboratérium kimutatta, hogy a R. meliloti - lucerna,
a R. leguminosarum biovar viciae - borso és a R. leguminosarum biovar trifolii - here
szimbidzis esetében nélklldozhetetlen ahhoz, hogy a gimdfejlddés telies egészében
megtorténjen. Ezzel ellentétben a R. fredii - szdja, ill. a R. leguminosarum biovar
phaseoli - bab szimbidzis esetén az EPS™ mutansok teljesen effektiv, Fix ™ giimd&ket
képesek létrehozni (Gray és Rolfe 1990).

A ket csoport kozt szembet(ind kilonbség, hogy az eldbbiek indeterminélt
gumdket, az utdbbiak determinalt tipust gimdket hoznak Iétre gazdandvényikon.
Nem ismeretes, hogy ez milyen befolyassal van az EPS szimbidzis soran betoltott
szerepére. Azt azonban, hogy valamilyen kapcsolat van a gimétipus és a Rhizobium
sejtfelszini poliszacharidok gumdfejlddésre gyakorolt hatasa kozott az is jelzi, hogy
eddigi ismereteink szerint az LPS a determinalt tipusi gimét kialakitd
szimbidzisokban szikséges a gumdfejlédés soran. A R. leguminosarum biovar

phaseoli LPS™ mutansai nem képesek Fixt giimdket képezni a bab gyokerein, az
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infekcids fonalak fejlédése és a merisztématikus aktivitas nagyon koran leall (Gray és
Rolfe 1990).

Az Exo” R. meliloti mutansokat kétféle modon sikerllt komplementalni névényi
tesztben. Az egyik eljaras sordn Nodt Exo™ és Nod™ Exot baktériumokkal egyutt
fertézték a gazdanovényt (koinokulacid), a masikban a Nod* Exo™ térzshoz a vad
tipusy baktériumbdl (Exo ™) tisztitott EPS-t (vagy annak oligoszacharid fragmentjeit)
keverve végezték a fertézést. Mindkét esetben bizonyos szazalékban Fixt glimdk
jelentek meg a gazdandvények gyokerén, jelezve azt, hogy a gimdéfejlddés tovabbi
szakaszainak lejatszédasahoz vad tipust EPS szukséges, legalabbis az indeterminalt
tipust gumdk esetében (Glazebrook és mtsai 1990).

Nemcsak az EPS jelenléte fontos, hanem annak az adott szimbidzisra jellemzé
pontos szerkezete is. A R. meliloti képes bizonyos korUimények kozott a
szukcinoglikantdl eltérd szerkezet( savas EPS (EPSII) termelésére is (7. abra). Ez az
EPS képes a szukcinoglikant helyettesiteni, de csak a lucernaval kialakuld
szimbidzis soran, a R. meliloti tobbi természetes gazdandvényén (Melilotus,
Trigonella) csak az EPSI funkciondl, az EPSII nem (Glazebrook és Walker 1989).

Az exoH mutans R. meliloti altal termelt savas EPS-rél csak a szukcinat modositas
hianyzik (Leigh és mtsai 1987), egy masik R. meliloti mutans (101.45) EPS-érdl a
piruvat médositas (Miller és mtsai 1988), mégis mindkét torzs elveszti képességét a
nitrogént koté gima kialakitaséara, azaz a gazdandvény nem ismeri fel a megvaltozott
EPS-t. Ezek az adatok valdszinisitik egy specifikus oligoszacharid-receptor
felismerési szisztéma létezését, ami a kilonb6z6 gazda-szimbionta esetében mas és
mas lehet.

A R. meliloti 41 térzs egy spontan exoB mutans szarmazéka (AK631) Fix ™ gimét
képez a lucernan, ellentétben az ugyanezen génben mutans R. meliloti SU47
torzzsel, mely - mint barmely mas EPS™ mutansa - Fix” gimaét alakit ki. A R. meliloti 41
tartalmaz egy /psZ nev( gént, amely a SU47-ben nem expresszalddik vagy nincs
meg (Willams és mtsai 1990). Ez a gén felelés egy modosult LPS molekula

termeléséért, ami képes a savas EPS szerepét helyettesiteni. Ha R. meliloti 41-bdl
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atviszik az IpsZ gént egy R. meliloti SU47 Exo™ Fix” mutansba, a baktérium Fix*

fenotipusiva véalik. Az IpsZ hatasara létrejové Uj LPS molekula felépitése ismeretlen.

1.6. Az értekezés eredményeihez kiindulasi alapul szolgalo el6zmények: a R.

meliloti 41 fix-23 régidjanak izolalasa és kezdeti analizise

A dolgozatban leirt munka folytatasa a Putnoky Péter altal elkezdett kutatasi téma
egy részének. A telies program a szimbiotikus gimé fejlédésében szerepet jatszo
bakteridlis gének izolaldsa és jellemzése, valamint a novény és baktérium
kolcsOnhatasaban betdltott szerepik felderitése.

A csoportban mar korabban izolalt Fix~ R. meliloti mutéansokat Putnoky Péter és
munkatarsai csoportositottak aszerint, hogy a szimbidzis a gumdfejlddés melyik
stadiumaban all le az adott mutacid hatasara (Putnoky és mtsai 1988). A
legfontosabb megkozelitések a mutans gimdék fény- és elektronmikroszkdpos
analizise, valamint a gimdben kifejez6dd szimbidzis specifikus RNS populacio
vizsgalata volt. Erdeklédésiik elsésorban az altaluk 1. csoportba sorolt mutansok felé
fordult, amelyek kozos jellemzdje, hogy a gimdkben nem expresszalddnak a
leghemoglobin és nodulin-25 nev( szimbidzis specifikus ndvényi gének, valamint a
baktérium nifKDH génjei sem fejezédnek ki, azaz a gimdfejlédés meglehetésen korai
stadiumban leall. Ennek egyik oka lehet az, hogy a ndvény nem kapja meg az adott
szakaszban szlkséges bakteridlis szignalt. Ily médon e mutansok segitségével
lehetdség nyilhat olyan bakteridlis gének azonositasara, melyek a névény szamara
kildott, a Nod faktorral analdg, de késébbi stadiumban szikséges jel el6allitasaban
vesznek részt.

Felhasznalva a korai stadiumi Fix~ mutansokat (1. csoport), R. meliloti
génbankbdl komplementacid segitségével izolaltak négy kulonbozd, fix géneket
hordoz6 DNS szakaszt (Putnoky és mtsai 1988). Ezek kozul legrészletesebben a fix-
23 jel(i régiot jellemezték. Megallapitottak a régid térképhelyzetét a baktérium

kromoszoméjan, elkészitették fizikai térképét, elvégezték a helyspecifikus Tn5
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mutagenezisét és a Tn5 mutacidkat komplementacids egységekbe csoportositottak

(8. dbra) (Putnoky és mtsai 1990).
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8. abra. A fix-23 régi6 genetikai térképe. A fliggdleges vonalak a Tn5 inszerciok beéplilési helyét jelzik,
felettiik az egyes inszerciok fenotipusat tiintettiik fel. R = rezisztens, s = szenzitiv a 16-3 fagra, (+) =
Fix*, () = Fix". A téglalapok a komplementacios egységek elrendez6dését mutatjak. Az dbra aljan a

régiod EcoRl térképe lathato.

Id6kozben kiderllt, hogy a régidba térképezhetdé Fix~ mutaciok egyben
rezisztenciat okoznak a R. meliloti 41 specifikus bakteriofagjaval, a 16-3 faggal
szemben. E rezisztencia okanak az bizonyult, hogy a fix-23 mutans baktériumok
sejtfelszinén nem képesek megtapadni a fagrészecskék (Putnoky és mtsai 1990). A
jelenség kézenfekvd magyarazata, hogy a fag receptora megvaltozik vagy eltlinik a
régidba torténé Tn5 beépllések kdvetkeztében. Ez esetben ez a struktlra, vagy
ennek egy része jatszhat szerepet a szimbiotikus gimdéfejlédés soran is.

A R. meliloti SU47 tbrzs Exo™ mutéansai egyben Fix™ fenotipustak is. A R. meliloti
41 egy spontédn exoB muténsa, az AK631 azonban Fix™, vagyis a R. meliloti 41
torzsben létezik valamilyen molekula, ami az exo mutéansban az EPS helyébe lép,

annak szerepét a szimbidzis soran éatveszi.



A fix-23 régidban lévé mutaciok csak Exo” baktérium térzsben (AK631) okoztak
Fix~ fenotipust, az Exot R. meliloti 41-ben nem. A jelenség egy lehetséges
magyaréazata, hogy az Exo” AK631-ben az a struktlra poétolja az EPS szerepét, amit a
fix-23 régié hataroz meg. Akkor tlinik csak el az adott szimbiotikus funkcio, amikor az
exo gének mellett a fix-23 géneket is elrontjuk. Az egyes exo és fix-23, valamint a
kettds exo-fix-23 mutansok elbéllitasaval és vizsgalataval bizonyitast nyert, hogy az
EPS és a fix-23 régid altal meghatéarozott struktira valdban képes ugyanazt a
szerepet ellatni a szimbiotikus giiméfejlédés soran, a R. meliloti 41 minden vizsgalt

gazdanovényén (Putnoky és mtsai 1990).
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2. CELKITUZESEK

A dolgozat eredményeit képezé munka megkezdésekor ismeretes volt, hogy a R.
meliloti 41 baktérium torzs rendelkezik egy olyan géncsoporttal (fix-23 régid), ami a
szimbiotikus gumdéfejlédésben, valamint a baktérium sejt felszinén torténd
fagtapadésban egyarant szerepet jatszik. Az is kiderdlt, hogy a fix-23 régi¢ képes az
exo gének szimbidzis soran betoltott funkcidjat helyettesiteni.

Célul tliztik ki e géncsoport funkcidjanak vizsgalatat, a gének altal meghatarozott,
valdszinlileg a sejtfelszinen elhelyezkedd struktira felderitését. Elhataroztuk, hogy
elvégezzik a régid legnagyobb komplementacios egysegének DNS szekvencia
analizisét, melynek ismeretében tovabbi informaciokat reméltink az itt elhelyezkedd
gének szerepérdl.

A kovetkezd részfeladatok megoldasa Utjan kivantuk elérni célunkat:

- Afix-23 gének altal meghatarozott struktira izoldlasa és kémiai jellegének
meghatarozasa fagtapadasi teszt segitségével.

- Az izolalt struktura tisztitAsa és kémiai természetének vizsgalata

kromatografias modszerekkel.

- Afix-23 régié 1. komplementacios egységet tartalmazd DNS szakasz
szekvencigjanak meghatarozasa.

- A szekvencia komputeres analizise Utjan a komplementacios egység
felépitésének vizsgdlata, a lehetséges kddold nyitott leolvasasi keretek

(ORF-ek) azonositasa.

- Az azonositott, feltehetdleg kodold ORF-ek fehérje termékeinek

Osszehasonlitasa adatbazisokban tarolt aminosav szekvenciakkal.

A szignifikdns homoldgiat mutatd fehérjék, illetve fehérjeszakaszok

segithetnek kozelebb jutni a biokémiai funkciok megismeréséhez.

- Avaldszind funkcid ismeretében megvizsgaljuk, komplementéljak-e a fix-23
gének mas szervezetek hasonld jellegli génekben hibas mutansait.
- Kilonbozé kortlmények kozott Tn10LK fuzidk felhasznalasaval vizsgéaljuk a

komplementacios egységet alkotd gének kifejezddését.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Baktérium torzsek, bakteriofagok, plazmidok

A dolgozatban szerepld baktérium torzseket, bakteriofagokat és plazmidokat az 1.
tablazatban tintettiik fel. A szekvencia analizis soran hasznalt szubkldnokat, valamint

a fix23::Tn5 és a fix23::Tn10LK inszerciok elhelyezkedesét a 13. abran mutatjuk be.

1. tablazat. Baktérium torzsek, bakteriofagok, plazmidok.

elnevezés jellemz6k hivatkozas

E. coli torzsek

JM109 recA1 endA1 gyrA96 Yanish-Perron és
thi hsdR17 supE44 mtsai 1985
relA1 a(lac-proAB)

(F'traD36 proAB

lacl9ZaM15)
JF1754 metB leuB hisB gal hsdR J. Friesen
L48 fabD (h6érzékeny) B. Bachman, Yale Univ.USA
Cy288 fabBF (h&érzékeny) B. Bachman, Yale Univ.USA
CHK57 nifA::lacZ Ditta és mtsai 1987
RKP9 nifH::lacZ Szeto és mtsai 1987

PP211 JF1754 (pRK2013) Putnoky P., Szeged



R. meliloti torzsek
R. meliloti 41
AKB31

Su47
R. meliloti 1021
PP666
PP674
PP665
PP644
PP667
PP675
PP669
PP678
PP976
PP982
PP974
PP938
PP940

Bakteriofagok
16-3

M12

M12h1

M13 mp18/19
R408
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vad tipus, Nod* ,Fixt Exo ™ Szende K., Budapest
R. meliloti 41 szarmazék Kondorosi A., Szeged

Nod T ,Fix* ,Exo”

vad tipus Vincent 1941

SmR SU47 szarmazék Meade és mtsai 1982
AKB31 fix23::Tn5 Putnoky P., Szeged
AKB31 fix23::Tn10LK Putnoky P., Szeged
R.meliloti 41 fag Orosz L., Szeged
R.meliloti 1021 fag Finan és mtsai 1984
M12 eltérd gazda- Finan és mtsai 1984

specifitasu véltozata
egyszall fag vektor Norrander €s mtsai 1983

pBS * /- helper fagja Russel és mtsai 1986
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Plazmidok

pRK2013 KmPR helper plazmid Figurski és Helinski 1979
pBS+/- AmR Stratagene, USA

pUC 18/19 AmA Yanish-Perron és mtsai

1985

3.2. Mikrobioldgiai eljarasok

Az E. coli torzseket LB tapkdzegben (Maniatis és mtsai 1982) 37 9C-on, a R.
meliloti tdrzseket YTA tapkdzegben (Orosz és mtsai 1973) 32 OC-on novesztettik.
Kivételt képeztek a héérzékeny zsirsavszintézis mutans E. coli torzsek, melyek
tenyésztése 30 OC-on tortént. A rezisztencia markert tartalmazo baktériumok
tapkozegét a 2. tablazatban feltintetett értékeknek megfeleléen antibiotikumokkal

egészitettik ki.

2. tablazat. Az alkalmazott antibiotikumok végkoncentréacidja.

Antibiotikum E. coli R. meliloti
tetraciklin (Tc) 15 ng/mi 15 ng/mi
kanamicin (Km) 30 " 200 "
streptomicin (Sm) 100 " 200 "
ampicillin (Am) 100 " -

A R. meliloti torzsekbe a kilonbdzé plazmid konstrukciokat konjugéacioval, a
haromszulGs keresztezés modszerével juttattuk be (Ditta és mtsai 1980). A donor és
recipiens, valamint a pRK2013 helper plazmidot tartalmazé (PP211) baktérium
populacidkat YTA taptalajon egyenld aranyban 6sszekevertik, majd 8-12 éran at 32

OC-on inkubdéltuk. A 0.9 % NaCl-ban felszuszpendalt és higitott baktérium tomegbdl
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megfeleld antibiotikumot tartalmazé szelektiv taptalajon vélogattuk ki a
transzkonjugansokat.

Az E. coli torzsekbe transzformacid segitségével vittink be plazmidokat (Dagert
és Ehrlich 1979). A logaritmikus ndvekedési szakaszban Iév6 sejteket (ODggg=0.2-
0.4) centrifugalassal 6sszegydijtottik, majd 50 mM CaCl, oldatban inkubaltuk (O oc,
20 perc). Ujabb centrifugéls utan az eredeti térfogat egy tizedének megfelels CaClo
oldatban szuszpendaltuk fel a sejteket 0 CC-on. Az igy elballitott kompetens sejtekbe
h&sokk (42 OC, 2 perc) alkalmazéséaval juttattuk be a DNS-t.

A fix-23 mutans R. meliloti térzsek autoagglutinacios tesztjét TY tapfolyadékban
(Beringer 1975) végeztik. 3-4 napon &t 32 OC-on rézatva inkubaltuk a tenyészeteket,

majd néhany perc Ulepités utan vizsgaltuk az autoagglutinacié mértékét.
3.3. Sejtburok és LPS izolalasa és jellemzése

A baktérium sejtburok izolalasat a de Maagd és mtsai (1988) altal kifejlesztett
maodszert kdvetve végeztlk. A centrifugélassal 6sszegydjtott sejteket mostuk (10 mM
NaHoPO4/NaoHPOy, 0.9 % NaCl, pH 7.4), majd 50 mM Trisben (pH 8.5) felvéve
szonikaltuk (5x30 masodperc, 15 masodperces szlnetekkel). Az épen maradt sejtek
eltavolitasa utan 0.2 mg/mi lizozimmal kezeltik a fellluszét, majd 0.1 térfogat 2 M
KCI oldatot adtunk az elegyhez. A membranfrakciét ultracentrifugaléassal gydijtottik
6ssze (12 000 g, 60 perc).

Az LPS-t a forrd fenolos eljarassal extrahaltuk (Westphal és Jann 1965). A vizes
fazist desztillalt vizzel szemben dializaltuk, majd a kis molekulasilyd szennyezé
anyagokat 4-6 éras, 100 000 g-vel toérténd ultracentrifugélassal tavolitottuk el. Az 1
liter logaritmikus fazist baktérium tenyészetre vonatkoztatott LPS pellet mennyisége
0,7-2,3 mg volt.

Az LPS pellet tovabbi analizisére Noel és munkatérsai (1986) mddszerét
alkalmaztuk. A vizben felvett majd fagyasztva szaritott (liofilizalt) anyagot feloldottuk

(0,1 M EDTA, 0,3 M trietilamin), majd Sepharose 4B oszlopon eludltuk 0,3 M
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trietlaminban. A frakcidk keto-deoxi-oktulonsav (KDQ) tartalméat a tiobarbiturat
modszerrel (Karkhanis és mtsai 1978), az‘ésszes cukor tartalmat a fenol-kénsav
teszttel (Dubois és mtsai 1956) hataroztuk meg.

A sejtburok és LPS mintéakbdl a fehérjekomponensek illetve szennyezédések
eltdvolitdsat proteindz-K emésztéssel végeztik (1 mg/ml, 60 ©C, 90 perc), majd a
proteinaz-K-t inaktivaltuk (100 OC, 10 perc). A kiilénbdz8 sejtburok és LPS mintéak -
glikozidaz és p-glikuronidaz kezelését 0,2 M Na-acetéat pufferben (pH 5,0) végeztik
(37 ©C, 60 perc). Ugyanezen kezelés a poliszacharid bontd enzimek hidnyaban nem
befolyasolta a mintak fagmegkotd képességét.

A Sepharose 4B oszlopon elvélasztott, KDO tartalimi elsé cslcs anyagéat a
kdvetkez6 modon analizéltuk. Az &sszegyUjtdétt mintat dializis utan liofilizaltuk,
desztillalt vizben feloldottuk, majd kloroformmal extrahaltuk a szennyezé lipideket. A
vizes fazist gyenge savas hidrolizisnek vetettik ala (1 % ecetsav, 100 °C, 2 éra), ami
lipid csapadék kivalasat eredményezte. A csapadékot az LPS analizis szokasos
modjat kdvetve tovabb hidrolizaltuk (4 N sésav, 100 OC, 6 6ra). A felszabadult
zsirsavakat gazkromatogréfiaval detektaltuk (Russa és Lorkiewicz 1974).

A lipid kicsapéas utan maradt felliluszot liofilizaltuk, majd Sepharose 4B oszlopon
az LPS mintakhoz hasonlé mddon kromatografaltuk.

A faginaktivacios kisérleteket Lindberg (1967) valamint Hancock és Reeves (1976)
modszerével végeztik. 100 ul tesztoldatban (50 mM Tris, 100 mM CaClo, pH 7,5) 1 ul
sejtburok (vagy proteinaz-K-val kezelt sejtburok) preparatumot illetve 10 pg LPS
mintat inkubdltunk egyltt 10° fagrészecskével (30 OC, 1-2 éra). Az inkubacié utén
szabadon maradt (nem megkdtédott) fagrészecskéket AKB31 tdrzson titraltuk.

A fagkotés Ca2+-fﬂggését ugyanezen rendszerben vizsgaltuk Ugy, hogy az
inkub&cid sorén bizonyos id6kdzoénként 250 mM végkoncentracidban kétértéki
kationokat kotd kelatképzdt (EDTA) adtunk a tesztoldathoz, majd a fent emlitett
mddon meghatéroztuk a kivett mintdkban a szabadon maradt fagrészecskék

mennyiségét.
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3.4. Rekombinans DNS technikak

A kldnozasi munkak soran alkalmazott rutin eljarasok nagy részét széles kérben
elterjedt receptek felhasznélasaval végeztik (Maniatis és mtsai 1982). A
kereskedelmi forrasokbdl beszerzett enzimeket, izotdépot és vegyszereket a gyartd
cégek utasitasait figyelembe véve alkalmaztuk.

A plazmid DNS-t 10-12 éran &t novesztett sejtekbdl izolaltuk Ish-Horowicz és
Burke (1981) mddszere alapjan. A 0.2 N NaOH, 1 % SDS segitségével torténd
feltdras utdn 0 OC-os Na-acetéttal (3 M, pH 4.8) csaptuk ki a lizalt sejtanyagot. A
csapadék eltavolitdsa utén a felliliszébdl 0 OC-os i-propanollal csaptuk ki a plazmid
DNS-t, majd visszaoldas utén etanollal Ujra kicsaptuk. Restrikcids enzimekkel torténd
ellenérzéshez az 1.5 ml baktérium tenyészetbdl nyert plazmid DNS 1/10-1/100
részét hasznaltuk.

Nagy mennyiségl plazmid DNS izolalasa esetén 1 liter baktérium kultirabdl
indultunk ki, és az oldat térfogatok aranyos novelésével az el6bbiekben leirt
modszert alkalmaztuk. Az igy nyert DNS mintat CsCl gradiensen torténd
ultracentrifugélassal tisztitottuk tovabb (Maniatis és mtsai 1982).

A restrikcidos emésztéseket és az agardz gélelektroforézist a Maniatis és mtsai
(1982) éltal leirtak alapjan végeztiik. Altaldban 1 % agardz tartalmd gélen Tris-borat
(89 mM Tris, 89 mM bdrsav, 2 mM EDTA, pH=8.0) vagy Tris-acetat (50 mM Tris, 20
mM acetét, 2 mM EDTA, 18mM NaCl, pH 8.0) puffer jelenlétében valasztottuk el a
DNS mintékat. Ezutan a géleket 0.5 mg/ml etidium-bromid oldatban &ztatva festettiik
a DNS-t, majd UV fénnyel atvilagitva fényképeztik le.

DNS fragmenteket altalaban elektroelGcioval izolaltunk. Néhany mikrogramm
megemeésztett DNS minta agardz gélelektroforézise utédn a kivant fragmentet
tartaimazo géldarabot kis energigju (nagy hulldmhosszd) UV fényben szikével
kivagtuk. Dializis hartyaban elektroforézissel kifuttattuk a DNS-t a géldarabbdl, majd
fenollal és kloroformmal torténd extrahaléas utén etanollal kicsaptuk a DNS fragmentet

(Maniatis és mtsai 1982).
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A kivant klonok eléallitasa éltaldban a tisztitott, vizben oldott DNS fragment
megfelelden emésztett vektorba ligalasa, majd a ligatum kompetens sejtekbe
transzformalasa (tjan tortént (Maniatis és mtsai 1982). A szekvencia analizis
elvégzéséhez a fragmenteket M13 vagy pBS vektorokba épitettik, in vitro
transzkripcié-transzldciohoz pUC vektort hasznéltunk. A kldnt tartalmazd
_transzforméns sejteket az adott vektortdl fliggden vagy a megfelelé antibiotikumot
tartalmazo taptalajon, vagy Xgal és IPTG jelenlétében szin alapjan szelektaltuk. A

szubklénozast a 13./b abra foglalja 6ssze.
3.5. DNS szekvencia meghatarozas

A szekvencia analizis elvégzése érdekében a kivant DNS fragmenteket tartalmazd
klbnokbdl egyszalu (fag) DNS-t izolaltunk. Az igy nyert templat DNS nukleotid
sorrendjét a Sanger (1977) altal kidolgozott dideoxi lancterminéciés technikan
alapuld modszerekkel hataroztuk meg. A teljes folyamat elvégzése soran (templéat
izoldlas, szekvendalasi reakcidk, a termékek elektroforetikus elvalasztasa,
autoradiogréfia, értékelés) az "USB Corporation Sequence Protocols" kiadvany
utasitasait és tanacsait kovettlk. A klénok szekvencigjat 2-4 alkalommal hatéaroztuk
meg, minden felhasznalt restrikcids hasitdhelyet atfedd kldnokkal ellendriztink. A
szekvencia GC gazdagsaga miatt (az atlagos GC:AT arany 64:36) gyakori jelenség
volt az aspecifikus terminacidé valamint az elektroforetikus kompresszid. Ennek
feloldasa érdekében a dGTP helyébe dITP-t tettlink a reakcid elegybe, illetve 25 %
formamidot tartalmazé poliakrilamid gélen valasztottuk el a reakcid keveréket.
Bizonyos esetekben a Sequenase enzimmel (moddositott T7 polifneréz, USB)
nehezen olvashatd eredményt add templatokat az "Amersham, BRL Extended
Klenow" protokol szerint szekvenaltuk. A kétféle polimerdz eltéré pozicidkban
mutatott érzékenységet a GC gazdagsag kovetkeztében kialakuld masodlagos
szerkezetek létrejOttére, azaz az egyik enzimmel nehezen leolvashatd szakasz a

masikkal jél olvashatd volt.
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A pBS+/‘ (Stratagene) klénokbdl az R408 helper fag (Russel és mtsai 1986)
segitségével lehet egyszali DNS-ként izolélni az adott kldnt. Néhany esetben a pBS~
klénokbdl nem sikerllt elegendd mennyiségl egyszall DNS-t izolélni, ezeket a

fragmenteket M13 vektorba klénoztuk at.
3.6. A DNS szekvencia adatok komputeres analizise

A komputer analizist a PC/Gene mikrokomputer szoftver (Amos Bairoch,
IntelliGenetics) és az UWGCG szekvencia analizis szoftver csomag (Devereux és
mtsai 1984) segitségével végeztik. Az aminosav homoldgia keresésekhez a FASTA
programot hasznaltuk. A Swissprot és NBRF fehérje szekvencia adatbankokbdl

gyUjtdttik ki az altalunk feltételezett fehérjékhez hasonld polipeptideket.
3.7. A g-galaktozidaz enzim aktivitdsanak mérése

A lacZ flzi6t tartalmazd sejtekben az adott promoter aktivitdsatdl fuggd
mennyiségben termelédott p-galaktozidaz enzim aktivitasanak mérését Miller (1972)
modszere alapjan végeztlk el. A mennyiségeket az Eppendorf csé térfogatédhoz
igazitottuk: 0.5 ml feltart sejthez 0.5 ml Z-puffert adtunk (60 mM NasHPO4, 40 mM
NaHoPO4, 10 mM KCI, 1 mM MgSQOy, 1.4 ul g-merkaptoetanol, pH 7.0), majd 0.2 ml
ONPG (o-nitrofenil-g-galakto-piranozid) szubsztratot. Az idémérést réviddel a sérga
szin megjelenése utan (o-nitrofenol), még az enzim mlkodésének lineéris
szakaszaban allitottuk le 0.5 ml 1 M Nap,CO3 hozzdadasaval. A g-galaktozidaz
aktivitdst a mért optikai denzitads értékek alapjan Miller egységekben szémitottuk Ki

(Miller 1972).
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4. EREDMENYEK

4.1. A fix-23 gének altal meghatarozott struktara analizise
| 4.1.1. A baktérium sejtfelszin /n vitro vizsgalata fagtapadasi teszt segitségével

A fix-23 régidban elballitott mutacidk hatéséra a 16-3 fag nem képes tdbbé a
felszinéhez tapadni. Ez a jelenség arra utal, hogy az altalunk vizsgalt fix-23
géncsoport a baktériumsejt felszinén taldlhatd struktira felépitésében vesz részt.
Valészinlnek tlnik, hogy ez a szamos génbdl &llé DNS szakasz valamilyen
anyagcsereut lépéseiért felelés, ami végeredményben ennek a fagreceptorként is
szolgald, és a gumdfejlédés folyaman is szlkséges sejtfelszini struktUrénak a
kialakuldsahoz vezet. A struktlra azonositdsa érdekében olyan megkdzelitést
valasztottuk, melyben magét a 16-3 fagot hasznéltuk fel, mint sajét tapadési helyének
leginkébb specifikus indikatorat.

Izolaltuk a vad tipusU és fix-23 mutans baktériumok sejtburkéat (belsé membran,
sejtfal, kGls6 membran), és kllonbdzd korllmények kozott fagtapadasi
(faginaktivalasi) tesztben vizsgéltuk. A teszt lényege a kdvetkezd: a fag receptoréat
tartalmazo izolalt sejtburokkal egyUtt inkubalunk ismert mennyiségl fagrészecskét.
Ezek - a megfelel6 koérlimények kozdtt - stabilan megtapadnak a receptor
molekulédkon (inaktivalddnak). A szabadon maradt fagok mennyisége titrélassal
gazdabaktérium pazsiton meghatarozhato.

A vad tipusu sejtburok - hasonléan az él6 sejtekhez - a 16-3 fagrészecskék 99 %-
at megkototte, mig a fix-23 muténsok gyakorlatiag nem mutattak fagkotést. A
kontrollként hasznalt M12h4 jeld fagot, mely a vad tipusi és fix-23 muténs
baktériumokon egyarant megtapad, a muténs sejtburok preparatum is megkéototte,

jelezve ezzel a kdtddés specifikus voltat (9. abra).
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9. abra. Sejtburok és LPS mintdk fagkotési aktivitasa. A vad tipusu (fekete oszlop) és mutans (savos
oszlop) mintdk fagtapadési tesztekben mutatott 16-3 illetve M12hq fagrészecskéket megkotd

aktivitasat a megfeleld oszlopok magassaga jelzi. A minta enzimes kezelését az dbran feltlintettiik.

Megvizsgaltuk a fagkotés kinetikdjat a Ca2* koncentracié figgvényében. Kiderdlt,
hogy a 0-100 mM tartomanyban a receptorhoz tapadd fagok széma arényos a
jelenlévs ca2* mennyiségével. (10. abra). Amikor kétérték( kationokat megkétd, a
Ca2 ™ -ot a rendszerbél eltavolitani képes kelatképzét (EDTA) adtunk a tesztoldathoz
kilénbdz6 idépontokban, a fagrészecskék tovabbi megtapadasa minden esetben
ledllt (10. &bra). Kinetikai vizsgalataink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy
a 16-3 fag megkatédésében - hasonldan a mésok &ltal korabban leirt LPS receptoru

fagokhoz (Takeda és Uetake 1973) - a Ca2+ ionok alapvet( szerepet jatszanak.
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10. dbra. Az EDTA hatdsa a fagkotédésre. A fagtapadési tesztbél az inkubdlas folyaman adott
idépontokban egy-egy résztérfogatot eltavolitottuk, és EDTA hozzdadasa utan tovabb inkubaltuk. A
grafikon az eredeti és az EDTA kezelt mintdkban a jelzett idépontokban szabadon maradt (nem
megkotddd) fagok mennyiségét abrazolja. Az EDTA hozzdadésa az inkubacié barmely szakaszaban
megakadalyozta a fagok tovabbi megtapadasat receptorukon. Haromszég és folyamatos vonal =
fagtapadas a standard tesztoldatban, fekete kor és szaggatott vonal = fagtapadas EDTA hozzaadasa
utén, Ures kor és folyamatos vonal = a muténs baktériumbdl izolalt sejtburkot vagy LPS-t tartalmazé

kontroll.

E feltételezésiink egy flggetlen ellenérzési lehetésége az Un. autoagglutinacids
teszt elvégzése volt, melyet elterjedten alkalmaznak LPS muténsok kivalogatasakor
és jellemzésekor (Priefer 1989). A vad tipusU baktérium folyadék kultira 3 nap
inkubalas utan is szuszpenzié maradt, ellentétben a fix-23 muténsokkal, melyek a
sejtfelszini toltésmegvaltozas miatt torténd spontan Gsszecsapddas kovetkeztében

kiGlepedtek a kémcsé aljara (11. abra).
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11. abra. A fix-23 régiéban mutans baktérium sejtek autoagglutinacidja. A = AK631, B = AK631 fix-
23::Tn5(553), C = AK6B31 fix-23::Tn5(671).

4.1.2. A sejtfelszini struktira kémiai természetének vizsgalata

A fagkotés mértékét a sejtburok eldzetes proteinaz-K kezelése nem befolyasolta.
Poliszacharid emészt6 enzim (pl. p-glikozidaz) alkalmazédsa esetén azonban a
fagrészecskék megkotddése drasztikusan lecsokkent (9.abra). Hasonldképpen
megszlntette a vad sejtburok fagkotd képességét a 100 ©C-on toérténd detergens
(SDS) kezelés.

A proteinaz-K-val emésztett sejtburok durva LPS preparatumnak tekinthetd, gyors
LPS tesztekhez elterjedten alkalmazzak ezt az izolalasi modszert (de Maagd és
mtsai1989). Pontosabb vizsgalatokhoz azonban a forrd fenolos sejtextrakcion
alapuld LPS izolélés szikséges (Westphal és Jann 1965). Az ezzel a modszerrel a
vad tipusu és fix-23 mutans baktériumokbdl kivont LPS preparatumokat hasznalva
fagkotési tesztben hasonld eredményeket kaptunk, mint a sejtburok ill. proteinaz-K-
val kezelt sejtburok (azaz durva LPS kivonat) alkalmazasa esetén (9. abra). A
poliszacharid bontd enzim kezelés hatésa is ugyanolyannak bizonyult, a vad tipusu

baktériumokbdl kivont LPS p-glikozidaz emésztés utan mar nem képes megkdtni a
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fagokat. Az M12h{ fagrészecskéket a vad és a fix-23 muténs baktériumokbdl
extrahalt LPS is megkdtotte, bizonyitva ezzel a fagkotés specifitasat.

A forré fenolos extrakcidval kivont preparatum természetesen nem tisztan LPS
molekulékat tartalmaz, csak er8sen feldUsul az extrakcié folyaméan az LPS
mennyisége. Pontosabb analizis céljabdl elvégeztik az LPS preparatumok molekula
méret alapjan torténd szetvalasztasat gélszliréses kromatografia segitségével. A
Sepharose 4B oszloprdl szedett frakcidkat cukor- és KDO-tartalom szempontjabdl
vizsgaltuk. A vad tipusU extraktban két meghatéarozd, nagy ésszcukortartalmd csucs
valt el egymastdl, ezek kdzll a nagyobb molekulasllyd bizonyult LPS-nek magas
KDO tartalma alapjan. A mutans extrakt esetén ez a KDO tartalmd csucs
szembet(in6en megvaltozott lefutdst és magassagu volt, mutansonként eltérd képet
mutatva. A KDO-t nem tartalmazé poliszacharid csics lefutdsa a mutansokban nem
valtozott (12. abra).

A KDO tartalmlU csUcs anyagat Osszegydjtottik, liofilizaltuk, majd tovabb
analizaltuk. Miutén szerves olddszeres extrahalassal eltavolitottuk a szabad zsirokat,
gyenge savas hidrolizist végeztink, ami a vizes oldatbdl kivald csapadék
keletkezését eredményezte. A csapadékot elkllonitettik, majd olyan tovébbi
hidrolizisnek vetettik ald, ami zsirsavak szabadda tételére alkalmas (Russa és
Lorkiewicz  1974). Az anyagot észterifikdltuk, majd vékonyréteg- és

géazkromatografias vizsgalattal klilénbdzé zsirsavak jelenlétét detektaltuk.

12. abra. Forr6 fenolos extraktumok Sepharose 4B kromatogramijai. A = AK631, B = AK631 extraktum
1. cslicsanak anyaga a lipid rész savas hidrolizissel torténd eltavolitdsa utdn, C = AKG631 fix-
23::Tn5(553), D= AK631 fix-23::Tn5(671). 15 mg extraktot kromatograféltunk 1 x 62 cm oszlopon 300
mM trietilaminnal. 1,2 ml-es frakciokat gydijtoéttink. A kék dextran kontroll a 18. szamu frakciétdl jelent
meg, a glikéz a 104. frakcioban elualodott. Fekete kér = KDO tartalom (ODg4g), fehér kér =
Gsszcukor tartalom (ODygs).
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A gyenge savas hidrolizis utan vizes oldatban maradt anyagot Sepharose 4B
oszlopon frakcionaltuk. A vad tipusu forrd fenolos extraktra jellemzé 1. csdcs eltlnt,
€s egy alacsonyabb molekulasulyd, az 1. cslcshoz hasonld KDO tartalmi (j
poliszacharid csucs jelent meg. Ez arra enged kdvetkeztetni, hogy az eredeti KDO
tartalml poliszacharid cstdcs (1. cslUcs) gyenge savas hidrolizissel lipid és
poliszacharid részre bonthaté (12. dbra). Az 1. csucs tehat LPS jellegl molekulékat
tartalmaz, ami tovabb erdsiti azt a hipotézisiinket, hogy a fix-23 gének egy LPS-szer(

struktUra meghatarozésaban jatszanak szerepet.

4.2. A fix-23 régié 1. komplementacios egységét képezé DNS szakasz

szerkezetének és miikodésének vizsgalata

4.2.1. A fix-23 régio 1. komplementacids egységét alkoté gének szubklonozésa

és szekvencia analizise

A szekvendlandd DNS szakaszt a 13/b. ébrén lathaté modon 13 szubklénnal
fedtlk &t. Ezek kozll 5 szubklonbdl Exolll kezeléssel delécidsort allitottunk eld,
néhany esetben pedig tovabbi restrikcids helyek felhasznélédsaval a szekvencia

analizishez  alkalmas kisebb  szubklonokat  készitettink. A pBS-

13. abra. A fix-23 régi6 1. komplementacidés egységének szervezdOdése és a szekvencia analizis
stratégiaja. a. Az Ures téglalapok a komplementécids egységeket, a nyilheggyel ellatott savozottak a
feltételezett kédold ORF-eket és atirdsi irdnyukat jelzik. A klonozds soran haszndlt restrikcios
hasitéhelyeket feltintettiik. Az abra felsd részén lathato fliggéleges vonalak a Tn5 beéplilési helyeket
szimbolizaljak. A bekeretezett szamok az adott helyekre épdilt, nyillal jelzett irdny( Tn10LK fazidk
aktivitasat mutatjak Miller egységekben.

Alu = Alul, Bal = Ball, B = BamH|, Bg = Bglll, E = EcoRl, H = Hindlll, P = Pstl, Sac = Sacl, Sal =
Sall, Sma = Smal, Sph = Sphl b. Az 1.komplementé4ciés egység szubklonozési és szekvenalasi
stratégidja. Az egyes klonok végpontjanal 1thatd Ures haromszdg jelek az Exolll kezelés helyét és

iranyat jelzik. A nyilak a szekvenalt szubkldnok méretét és a szekvenalasi iranyt mutatjak.
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vektorban készUlt klénokbdl altaldban nem volt kielégitd a tisztitott egyszald DNS
mennyisége, ezért ezeket a fragmenteket M13-ba kldénoztuk at. A szubklénozési
munka egy jO részét Putnoky Péter végezte, ezért ezt nem ismertetem részletesen.

A DNS szekvencia analizist alapvetéen a Sanger féle dideoxi lancterminacios
modszerrel végeztik. A valdszin( fehérje kddold szakaszokat harom, eltérd elvi
alapon m(koddé komputer program segitségével kerestlk. Az analizisek alapjan hat
nyitott leolvasasi keret (ORF) valdszinlsithetd, melyek mindegyike balrdl jobbra irédik
at (13/a. abra). R. meliloti kodon hasznélati tablazatot szerkesztettlink korabban
k&zolt R. meliloti gének szekvencidjat alapul véve. Ennek segitségével megallapithatd
volt, hogy a valdszinlleg fehérjét kddold ORF-ekben a kodon hasznélat hasonlé a
mar ismert R. meliloti génekben meglévéhdz. Az E. coli konszenzus szekvenciat
alapul véve az ORF-ek elétt megkerestlk a lehetséges riboszoma kot helyeket. Az
ORF1 el6tt a megfelelé pozicidban az E. coli promoter konszenzushoz hasonld
szekvenciat talaltunk (-35 és -10 régid) (14. abra). A tdbbi ORF eltt ilyen szekvencia
nincs, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a hat ORF (gén) egy transzkripcids
egységbe (operon) rendezdédott. Az egyes feltételezett fehérje termékek szamitott
molekulasulya az atiras szerinti sorrendben: 39061, 42072, 103516, 20292, 299309,
9587 kDa. A pUC vektorokba épitett ORF1-rél kimutattuk egy kb. 38 kDa fehérje

termék megnyilvanulasat in vitro transzkripcids- transzléacios kisérletekben.

14. abra. A fix-23 régié 1.komplementacids csoportjanak nukleotid szekvencigja. A feltételezett kodold
régiok felett feltlintettik a kdvetkeztetett aminosav sorrendet (egy betlis kod) is. A lehetséges
riboszéma kétShelyeket és promoter szekvencia elemeket aldhdztuk. A csillag stop kodont jelképez. A

kdzolt nukleotid szekvencia X64131 jelzés alatt hozzaférhetd az EMBL adatbankban.
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TAGCAAGATCGGGCTCAGGCCGTTCCGCCGCAATGTCAGCTATTTCGGCATCGACGCCGATCAGTTGCTGGTGAATGCGCCGGATCTGACCA%GCSCA}CT}CA;GCéGA}CGgAGEGC
'T;CGéGGéAGGCAACGTCACGCCGCTTCCCTATCGCGCCTTCGATTACGGATQAAATCGGGCAACTTGTCCGGCTGATGCAGAATGCCGGGCATATCGGCAAGATCGTGGTGCTGCCG
:CGTTGCCGGCAGGCACGAGGTGACGGCGAAGGCTGTGAGGGGCATGAAGGTCGACCCGGACGGCGTCCATCTCGTCGT CGGCGGCATCGGCGGCTTCGGCCTCGTCGCCGCCAACTGG
CGTCGAGAAAGGCGCACGCCGTATTGCGCTTTGCTCCCGCCGAGGCCAGCCGGATGCGGAAACGCGCGCGATGATCGXGCTGCGGGCAGAATGGCGGCGTTECGECT%CG%TCEATEC
GCGACATCACGGATGCCGCGGCCGTGGAGACGCTTCTGGCGACGCTTCGTTCGGAAGCACCGTTCGCTCCGTCGTTCACGCGGCGA;GGTGCTCGACGATGCuCTGATCAGCAATCEG
xCCGCGAACGCAACCGGCCGGTCATCGAAACGAAAGCCAAGGGCGCGGCAATTCTCGATCGCCITACCCETGETGACAGGCTCGSCAACTTCATCCTGTTCTCCTCGGCGACGACGCTG
CGGCAATCCCGGCCAGGCGAACTATGTCGCCGCAAACGGCTATCTCGAAGGCCTTGCCCGTGCACGGCGCCAGGAGGGCCTGGCAGGGCTCGCCATCGGCTTCGGCGCGATTGCCGAT
CGSCT¢CCEGA?GCéGAﬁCGgCGéTGXCAGCGSCCEGCECGECAQGCéCA?CGéCAéAA%GGEGC?GAAGGCCCéGG?GGCGCTCGACA*GG&GGéAAﬁCCﬁCGgCG%CGéGGéTCEG
wCACGG&CGACGCGGCCGTCG&GATGATTTCGGAGATCGACTGGACGGCTGCGCGGAACCTGCCGGTCGCCGCAA%GCGCT%TTgGAgGTgATCCTGCGCAGCGCCGATCAGCATGCCG
\GGCGCCGAGGGCACGACGATQQATCTCGTCGCCATGATCGAAGGCAAATCGCCGCAGGAGGCCGAGGACATCCTCTTCGATCTGGTGGCCGGCGAGATCGCTGCCATCCTTCGTGTCT
xAéGGSTA%GGTCACTCGCGGAAAGATATTGAAGGAGATCGGCCTCGACAGCCTCATGGCCGTTGAACTCGGCATGAGTTTCCAGCAGAACACCGGCTTCGACA;GCETT{GA%CGECG
ngGGéCAﬁTA%CA%GG&CGECGSCA{CGEGCgCAQGCECCﬁTGéAAéAG&AAgCAQGCEGTQACCAGGGCAACGAGAACGAGGCCGGTGACGACAAGCTT
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4.2.2. A fix-23 régio 1. komplementacios egységében talalt ORF-ek feltételezett

fehérje termékei kiilobnb0zé zsirsav szintdz és poliketid szintdz enzimekkel

homoldgok

Az ORF-ek lehetséges fehérje termékeit a FASTP komputer program segitségével
Osszehasonlitottuk az NBRF és SWISSPROT fehérje adatbazisokban tarolt aminosav
szekvenciakkal. Az ORF1-rdl atirhato fehérje szignifikdns homoldgiat mutat a patkany
és csirke zsirsav szintaz enzimekhez, szamos poliketid szintaz enzimhez, az E. coli
FabB fehérjéhez és kilonbdzd Rhizobium fajok NodE fehérjéihez (15/a. abra). Ezen

fehériek mindegyikét p-ketoacil szintaz (KS) enzimként ill.  domainként

15. dbra. Aminosavkonzervéacio a kiilénboz zsirsav szintaz (FAS) és poliketid szintaz (PKS) enzimek
vagy hasonl¢ jellegii fehérjék és a feltételezett Fix-23 fehérjék kozott az aktiv centrumok és NAD(P)H
kotdhelyek kornyezetében. Aktiv centrumok: a. p-ketoacil-szintdz, b. acil-transzferaz, c. dehidrataz, d.
enoil reduktaz, f. keto reduktaz, h. ACP. NAD(P)H kotéhelyek: e. enoil reduktaz, g. ketoreduktaz. A
konzervalodott aminosavakat (vastagitott és alahuzott bet(i) a Fix-23 szekvenciahoz viszonyitottuk. A
csillagok aktiv centrumot jeldlnek (a dehidratdz esetén feltételezett aktiv centrumot). A minden
feltiintetett szekvenciaban azonos aminosavakat bekereteztiik (ebb&l a szempontbdl az e. és g.egy
csoportnak szamit). Roviditések: FAS = zsfrsav szintdz, eryA = eritromicin szintdz, MSAS =
metilszialsav szintdz, gra = granaticin szintaz, tcml = tetracenomicin szintaz, NodE, NodF =
giim6képzési fehérjék, FabA = tioészter dehidraz, FabB = 2-oxoacil szintaz, Ip.lipdz = lipoprotein
lipdz, DHFR = dihidrofolat reduktdz, alk. deh. = alkohol dehidrogenaz, ACP = acyl carrier protein.
R.m.41 = Rhizobium meliloti 41, S.ery. = Saccharopolyspora erythreae, P.pat. = Penicillium patulum,
S.viol. = Streptomyces violaceoruber, S.gla. = Streptomyces glaucescens, E.coli = Escherichia coli,
S.cer. = Saccharomyces cerevisiae, R.leg. = Rhizobium leguminosarum, R.mel. = Rhizobium meliloti.
A szekvencia informaciok forrdsai: patkany zslrsav szintaz: Amy és mtsai 1989, eryA: Cortes és mtsai
1990, MSAS: Beck és mtsai 1990, gra: Sherman és mtsai 1989, tcml: Bibb és mtsai 1989, NodE és
NodF R.mel.: Horvath és mtsai 1986, NodF R.leg.: Shearman és mtsai 1986, FabA: Cronan és mtsai
1988, FabB: Kauppinen és mtsai 1988, FAS S.cer..Mohamed és mtsai 1988, ACP E.coli: Vanaman és
mtsai 1986, ACP arpa: Hoj és mtsai 1983, Ip.lipaz: Kirchgessner és mtsai 1987, DHFR: Stone és mtsai
1979, alk.deh.:Poulose és Kolattukudy 1983.
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*
RIShVFGLS [G] PSmTVDTA [C] SSSLVALDGAmrALNa[G| EiDtALV[G|GVN Fix23-1,R.m.41
RLSffFdfk |G| PSialDTA|C|SSSLIALgnAYqAirs|G|EcpaAiV|G|GiN FAS,patkény
RvayVIGLe |G| PavIVDTA|C| SSSLVALhsAcgsLrd|G|dcglAva|G|GVs eryA,S.ery.
RISyhlnLm|G|PStaVDaA|C|aSSLVAihhgvgAirl|G|EskvAiV|G|GVN MSAS,P.pat.
evawaaGae |G| PvtmVsdg|C| tSgldsvgyAvagtre|G|saDvvva|G|aad gra,S.viol.
evaweaGae |G| PvtvVsTg|C| tSgLdAvgygtelird|G| raDvvvc|Gjatd tcml,S.gla.
qvSms|GLr |G| PvfgVtsA|C| SSanhAiasAvdqikc |G| raDvmLa|G|Gsd NodE,R.mel.
clatpFkih |G| vntsissA|C|atSahcignAveqiql |G{kgDivfa|G|Gge FabB,E.coli
vnml lisss |G| dikIpVgA|C|atSvesvDigvetils |G] karici!ﬂgyd FAS2,S.cer.
c/
* *
'KPtAVf[G|H[S!V G| EIAAAYAAGALSLVDAVSIVA  Fix23-2,R.m.41 hv[D]ahl fPALAE [H]| VWD [G[kall [P|GSGfleiAvsAa  Fix23-3,R.m.41
KPdgii|G|H §§l G|EvAcgYAdGcLSqreAVlaay  FAS,patkany spi{D{....hyLvdH|ciD|G|rvlf ETQ tGylylvwktl  FAS,patkany
'sPsAVi (G| H|S|q!G|ETAAAVVAGVLSLeDgVrvVA  eryA,S.ery. st{Di..eqPwLAE {H|VVg|G|rtlv g;g_ vivdlAlaAg eryA,S.ery.
tPqAVi|G|H|S{V /G|EIAAsvVvAGALSpaegallVt  MSAS,P.pat. dn(D|..tkPfpgs |H|plh|G|telv|PlaaGlIntflkgt  MSAS,P.pat.
iylkgat|GiH _S_lq GilvtAvaiAetdSwesffvsVr  FAS,S.cer. np(D|...lwffgc|H{fi.|G{dpvm P|Gclgldamwgly  FabA,E.coli
dnvhll_G_yi;!l |G!ahAAgvAgsl tnkkvnritgl lp.lipaz,egér dg|D|....LLkLv[H|lsn|G|ykmi gfg akplgvgdvvs  FAS,S.cer.
da(D|....ilrlv|H] lsn_g_fknm_E_}gadqumgddvs FAS,Y.lipol.
d/ e/
*
kGakViaTa[GSA|E [K|RrfLtmlgad Fix23-4,R.m.41 ETiLIHg{G|S[G]GV[G| LAAlqvAkkGa Fix23-4,R.m.41
chertTv’g‘g _’gaquarqu FAS,patkany ETVLIHS|G|S|G{GV{G|qAAisiAlslGe FAS, patkany
fstgylﬂ] v[Lv alk.deh.,lo
t/ g/
"L‘LS_§ attLV[G|NP|G|QSN[Y Fix23-5,R.m.41 GvhLVVG|Gi1|G|GF|G!LVAANWLVEKGA Fix23-5,R.m.41
vafFSS:vscngG‘Na G ﬂm FAS, patkany ksyiitG|G|l|G{GF|G|LelArWLVIrGA FAS,patkany
vLiFSSl nagvw |G|sP |G laslij eryA,S.ery. GtvLVtG (G| t|G|Gv g‘gqmru_LarrgA eryA,S.ery
vm |FSS SjcgnLV|G|ft|G|Qas|Y MSAS,P.pat. GtyLitG|GIl|G]vl|G|LevAdfLVEKGA MSAS,P.pat.
vavsgnm |G| I |G| kn|G|dlpwppLrnefk DHFR,egér
h/
*
kILKEi[G]LD{S|LMAVELgMsfQQ Fix23-6,R.m.41
ssLadl|G!LD|S|LMgVEvrqiler FAS,patkany
dl|{G/fD|S|LaAVELrnr eryA,S.ery
aaladl|G|vD|S|vMtVtLrrglQl MSAS,P.pat.
itfeElL|{GlyD|S|LalmEsasrier gra,S.viol.
vtyqdl |G|yD|S!iallEisakleQ teml,S.gla.
teLtal|G|vD|S|{LgladiiwdveQ NodF,R.mel .
Ltal{GivD|S|Lgladvg NodF,R. leg.
sfvedl{GlaD|S|LdtVELvMalee ACP,E.coli
tlkdlviGigk|SitvgnEilgdlgk FAS,S.cer.
skfsgEl|G|aD|S|LdtVEivMglee ACP,arpa
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irtéak le, vagy aminosav homoldgia alapjan ebbe a csoportba soroltéak. A legerésebb

homoldgiat, 42 % aminosav azonossagot a patkany zsirsav szintaz megfeleld (KS)

domainje mutatta a szekvencia teljes hosszaban (16. abra).

FIX1

FAS$RA

FIX1

FAS$RA

FIX1

FAS$RA

FIX1

FAS$RA

FIX1

FAS$RA

FIX1

FAS$RA

FIX1

FAS$RA

MDPQQRVLLOLAWRALFDANISVASLHFENVGVYVGASSLDHANADGRRSAAAGPYFMTG

MDPQLRLLLFVQYEAIVDG&INPAQLRGT TGVWVGVSGSEASEALSRDPETLLGYSMVC

*
NTLGIVSNRTQHVFCIQFPGM1VDFACGQQIVAIDQAMRAINAFFIDIAIVCCVNILAHP

CORAMMANRLSFFFDFKGPQTALD]ACQSSLLAIQNAYQAIRSGFCPAAIVGFINLLLKP

LPFVGFAQARMISPFGLFRAYDNDGAGYVRAFCGVVFVLRRFDRAQRERDRQYARIVASG

NTSVQFMKLGMLSPDGFCRQFDDQFNPY(RAFAVVAVLLTKKSTAR4~~—RVYATILNAG

VNSAG RTNGISLP@REAQANLLRMIYEGNCIDANOVAFVEGHCTFTKVGDPAEVWSIGT

..........

TNTDGCKEQGVTFPS EAQFQLIRSLXQPGCVAPESLEYIEAHGTGTKVGDPQELNGITR

VIGA KRAPVP[ SIKSNIGH7EPASFLFGMMKAVLALENNYLPASLHFETPNEQIDFDG

SLCAFRQSPLLICSTKSNMGHPFPAQCLAALTKVLLSLENGVWAPNLHFHNPNPEIP AL

LNVRVTANPIELLKGKRARIAGINQFGFCGANAHVVTSDPDPAQAFKAATSPAGPRVSGK

...........

LDGRLQVVDRPL~—PVRCGIVFIN%FGECGANVHVIL QPN[QQAPAPAPHAALPHLLHA

RPYRVEPRKPAQRIL 372

SGRTMEAVQGLLEQ 366

60

60

120

120

180

176

239

236

298

295

358

352

16. abra. A Fix23-1 fehérje és a patkany zsirsav szintaz enzim acil transzferaz domain illesztése. A

vizszintes vonal a szekvencidban hézagokat jeldl, melyet a komputer program a kedvez illesztés

érdekében hoz létre. Csillaggal jeloltiik az aktiv centrumot. FIX1

zslrsav szintaz acil transzferdz domain. Egy pont =

aminosav.

= Fix-23-1 fehérje, FAS$RA = patkany

hasonlo karakterd aminosav, kettds pont = azonos
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A KS enzimek egyik legerésebben konzervalddott része a biokémiai kisérletekkel
enzim aktivitas alapjan kimutatott cisztein korlli aktiv centrum. Az ORF1-rdl atirhatd
fehérjében is megtalalhaté ugyanabban a pozicidban ez a konzervélddott aminosav
mintazat. Az dsszes KS enzimben meglévd, az aktiv centrumot alkotd szakaszon
kivll két jellegzetes, az E. coli FabB fehérjéhez ill. killdnb6zd Rhizobium fajok NodE
fehérjéihez er6sen hasonld aminosav mintazat is konzervalddott az ORF1 fehérjében.
Ezen fehérje szakaszok szerepe nem ismeretes.

Az ORF2 feltételezett terméke 26 % aminosav azonossagot mutat a patkany
zsirsav szintdz enzim acil transzferaz domainjéhez. Més acil transzferdzokkal
valamivel gyengébb a homoldgia, de az ismert aktiv centrum kornyezetében a
legerésebben konzervélddott aminosavak, melyek mindegyik acil transzferdzban
kdzdsek, a fix-23 ORF2 fehérjében is megtaldlhatok ugyanabban a pozicidban (15/b.
abra).

Az ORF3-rél atirhatd fehérje az adatbazisokban talalhaté aminosav
szekvenciakhoz nem mutatott jelentés homoldgiat. Csak gyenge hasonldségot
taldltunk a patkany zsirsav szintdz enzim valamint az eryA poliketid szintdz enzim
feltételezett dehidratdéz domainjeinez. Nemrég egy lehetséges konszenzust
javasoltak a dehidratdz enzimek aktiv centrumara (Bevitt és mtsai 1991). Ez a
jellegzetes mintazat megtalélhatd az ORF3 fehérjében is ugyanabban a pozicidban,
mint a patkany enzim megfelelé domainjében. Az ORF3 fehérje ezen szakasza
klléndsen erds hasonlésagot mutat az EryA dehidrataz domainjének feltételezett
aktiv centrumaval (15/c. &bra).

Az ORF4-r¢l atirhato fehérje erésen homoldg az éllati zsirsav szintdz enzimek enoil
reduktaz domainjeivel, valamint egy adott szakaszan szamos alkohol dehidrogenéz
enzimhez is hasonldsagot mutat. A zsirsav szintdz enoil reduktdz domainek két
kllénb6z6 funkcidju konzervalt szakasza ismeretes: egy glicin mintazat (GXxGxxQ)
felelds a NAD(P)H kotésért, és egy lizin kérlli aminosav mintdzat az enzim aktiv
centruma. Mindkeét jellegzetes szakasz erésen konzervalddva megtalalhatd az ORF4

termékében is a megfeleld pozicidban (15/d,e. abra) Az ORF4 fehérje telies
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hosszaban 44 % aminosav azonossagot mutat a patkany zsirsav szintaz enzim enoil
reduktaz domainjével. A kulonbozé alkohol dehidrogenaz enzimek és az ORF4
fehérie kozott elsésorban a NAD(P)H-t megkotd glicin mintazatot tartalmazé
szakaszon figyelhetiink meg homoldgiat.

Az ORF5 feltételezhett fehérje terméke szekvencia hasonldésagot mutat az allati
zsirsav szintaz enzimek valamint kilonbozé poliketid szintdz enzimek ketoreduktaz
domainjeivel. A legnagyobb homolégiat, 37 % aminosav azonossagot a patkany
zsirsav szintaz enzim megfeleld domainjével lehetett kimutatni. A ketoreduktazok - az
enoil reduktdzokhoz hasonléan - NAD(P)H kotéhelyet tartalmaznak, az ennek
megfeleld konszenzus az ORF5 fehérjében is megtalalhatd (15/g. abra). Ugyancsak
tartalmaz az ORF5 fehérje a megfelel6 pozicidban egy olyan aminosav mintazatot,
ami szamos ketoreduktaz enzimben ill. domainben erdsen konzervalddott, és
amelyet lehetséges aktiv centrumként tartanak szamon, azonban ezt megerdsit
kisérletes biokémiai bizonyitékok még nem allnak rendelkezésre (15/f. abra).

A szekvenalt régid utolsd nyitott leolvasasi kerete az ORF6, melynek feltételezett
fehérje terméke kilonbdzd zsirsav szintaz és poliketid szintdz rendszerek ACP
enzimeivel ill. domainjeivel homoldg. A R. me///ét/' konstitutiv ACP-hez 32 % a teljes
hosszaban meglévd aminosav azonossag, a patkany zsirsav szintdz ACP
domainjéhez 26 % (17. abra). A leger6sebb homoldgiat minden esetben az aktiv
centrum szerin aminosava kornyezetében taléltuk (15/h. abra). Az ORF6 fehérje C-
terminalisa kozelében talalhatd egy rovid aminosav motivum (TVGD), ami azonos
pozicioban a R. meliloti konstitutiv ACP-ben is megvan, teljes egészében hianyzik

azonban az allati zsirsav szintaz ACP domainjébdl (17. abra).



56

a

FIX6 » MIEGKSPQEAEDILFDLVAGEIAAILRVSK

FAS$RA GGTLPORISSCMEVLDLFLNQPHAVLSSFVLAEKKAVAﬁébéEAQRDLVKAVAHILGIRD
*

FIX6 -DTVTRGKILKEIGLDSLMAVELGMSFQONTGFDMPLSGVADNTTVGDIARKLHEKVSKP

FAS$HA LAGINLDSSLADLGLDSIMAVEVROILEREHDLYLPIREVROLT e LRKLOEMSSKA

b

*

30

2060

89

2115

FIX6 MIEGKSPQEAEDILFDLVAGEIAAILRVSKDTVTRG—KILKEIFLDSLMAVELGMSFQQN 59

ACP$RH SDIAERVKKIVIDHLGVDAEKVSEGASFIDDLGADSLDTVELVMAFEEE 49

FIX6 TGFDMPLSGVADNTTVGDIARKLHEKVSKP 89

AQP$RH FGVEIPDDAADSILTVGDAVKFIEKAQA 77

C
*

FIX6 MIEGKSPQEAEDILFDLVAGEIAAILRVSKDTVTRGKILKEIGLDSLMAVELGMSFQQNT 60

NODF MVDOLESEIIGIIKNRVESEGGDGETALIVGDLTAATELTALGVDSLGLADIIWDVEOAY 60

FIX6 GFDMPLSGVADNTTVGDIARKLHEKVSKP 89

NODF GIRIEMNTAEAWSDLQNVGDIVGAIRGLLTKGA 93

17. &bra. A Fix23-6 fehérje illesztése a. a patkany zsirsav szintdz enzim ACP domainjéhez, b. a

R.meliloti konstitutiv ACP-hez, c. a R.meliloti NodF fehérjéhez (a jeldléseket Isd. 16. abra). FIX6 =

Fix23-6 fehérje, ACP$RH = R. meliloti konstitutiv ACP.
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A fix-23 régio 1. komplementacids csoportjaba tartozd gének (ORF-ek) sorrendje
meglepd azonossagot mutat a patkany zsirsav szintdz enzim domainjeinek
sorrendjével (18. abra). A feltételezett fehérje termékek és a megfelelé patkéany
domainek mérete is hasonld. Az altaldnos aminosav azonossag ugyan nem minden
esetben nagyon magas, de az Osszes aktiv centrum koérnyezetében er8sen
konzervélddtak a legfontosabb aminosavak a fix-23 feltételezett fehérje termékeiben
is (18. ébra). A teljes hosszaban igen erésen homoldg patkény és csirke zsirsav
szintdz enzim k&zott a dehidrataz domain nem mutat kildndsebb hasonldséagot
(Chang és Hammes 1990). A hat feltételezett Fix-23 fehérje kdzUl is az ORF3 terméke
mutat csak gyenge hasonldésagot a megfeleldé zsirsav szintdz domainhez, a

dehidratazhoz.

18. dbra. A patkény zsirsav szintdz enzim funkcionalis térképének 6sszehasonlitdsa a R.meliloti fix-23
régid 1.komplementacios egysége altal kédolt feltételezett fehérjékkel. Feltlintettilk a létfontossagu
cisztein (C), szerin (S), lizin (K) és a feltételezett aktiv centrum hisztidin és fenilalanin (F) aminosavak
= dehidrataz, ER = enoil reduktaz, KR = ketoreduktaz, ACP = acil carrier protein, TE = tioészteraz. A
patkany zsirsav szintaz enzimben a szaggatott vonallal jelzett részek a kozeli rokon csirke zsirsav
szintdz enzimmel er6sen homoldg szakaszokat reprezentéljak (Chang és Hammes 1990, Robinson
1991, Witkowsky és mtsai 1991).
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4.2.3. A fix-23 régid zsirsav szintaz jellegi génjei nem komplementaljak a

megfeleld E. coli mutansokat

Mivel a R. meliloti fix-23 mutéans fenotipusa - azaz a fag rezisztencia és a
gumoéfejlédési  defektus - az ép esszencidlis zsirsav szintdz rendszer(
baktériumokban megjelenik, nyilvanvald, hogy a baktérium alaphaztartasi zsirsav
szintézis enzimei nem képesek helyettesiteni a fix-23 gumofejléddéshez ill.
fagtapadashoz szikséges funkcioit. Annak érdekében, hogy megtudjuk, vajon igaz-e
ennek a forditottja is, azaz képes-e a fix-23 régid komplementalni az esszencialis
zsirsav szintdz gének hibajat, a kovetkezd kisérleteket végeztik el. Mivel nem all
rendelkezésre olyan R. meliloti mutans, ami az esszencialis zsirsav szintézisben
lenne hibas, E. coli hmérséklet szenzitiv zsirsav szintézis mutansokba juttattuk az
er6s E. coli promoter mogé épitett megfeleld fix-23 DNS szakaszokat. Amikor a
hémérsékletet 30 OC-rol a nonpermissziv 42 OC-ra emeltik, nem észleltink
komplementéaciot az E. coli p-ketoacil szintdz (fabBF) vagy acil transzferaz (fabD)
mutansok esetében. Ezek az eredmények meger@sitik azt a feltételezésiinket, hogy a
fix-23 régid génjei fuggetlenek az esszencidlis zsirsav szintézis rendszertél, és

specialis funkciot latnak el.

4.2.4. A fix-23 régio 1. komplementacios egységét alkotd gének expresszidja

Putnoky Peter és munkatarsai a fix-23 régid zsirsav szintaz jelleg génjeiben
Tn10LK transzpozonos mutagenézis segitségével transzlacios lacZ fuzidkat allitottak
eld. A fazidkat tartalmazd kozmid klénok E. coliban alacsony, hattérnek megfelel®
aktivitast mutattak (10 Miller unit alatt). Ugyanezen fziok aktivitasa R. meliloti 41-ben
100-160 Miller unit erésséglinek bizonyult (6sszehasonlitasképp a nodD1 gén

hasonld fuzidval mért expresszio szintje kb. 300 Miller unit).
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A R. vmel/'/oti 41-ben meglévd, de R. meliloti 1021-bdl hidnyzd IpsZ génrdl
feltételezik, hogy az Ips gének egyik reguldtora (Wiliams és mtsai 1990).
Megvizsgéltuk, vajon kontrolldlja-e a fix-23 gének expresszidjat is az /lpsZ gén.
Kllénbdzd aktiv, a fix-23 régid 1. komplementécids egységébe térképezddd Tn10LK
fazidkat konjugaltunk R. meliloti 1021-be. A zsirsav szintdz jellegl fix gének
expresszidjaban nem taléltunk szignifikans kllonbséget a R. meliloti 1021 és 41
kdzott, vagyis az [psZ gén nem volt detektalhatd hatéssal a vizsgalt fix-23 gének
kifejez8désére.

A nifA és nifH géneket kontrollként hasznélva mikroaerob korllmények kozott
vizsgaltuk a fix-23 régid zsirsav szintaz jellegl génjeinek kifejezédését. A lacZ flzidt
tartalmazoé nif gének az irodalombdl jéI ismert aktivalddast mutatték, a vizsgalt,
Tn10LK flzids fix-23 gének expresszidja azonban nem  valtozottt. Az eltéré
novekedési hémérséklet (16 OC - 32 ©OC) alkalmazdsa sem eredményezett

szignifikéns klldnbségeket a fix-23 zsirsav szintaz jellegl gének kifejezédésében .
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5. MEGVITATAS

A dolgozat a R. meliloti 41 egy szimbidzisban és fagkotésben egyaréant szerepet
meghatarozott sejtfelszini struktlra kémiai természetét, valamint meghatéroztuk a
régid legnagyobb géncsoportjgnak nukleotidsorrendjét, melynek segitségével
valdszinl funkcidjardl is 1ényeges informéciokat szereztlink.

A fix-23 régié altal meghatarozott struktlra azonositdsa érdekében fagtapadasi
teszteket végeztink. Hasonld mddszert alkalmaztak kllénbdzd E. coli, Salmonella
és Pseudomonas fagok receptoranak izolalasa &s jellemzése sorén (Takeda és
Uetake 1973, Jarrell és Kropinsky 1976, Hancock és Reeves 1976, Jarrell és
Kropinsky 1977). A proteinaz-K kezelt sejtburokkal ill. izolalt LPS-sel végzett tapadasi
tesztek eredményeire tamaszkodva megaéllapitottuk, hogy a fix-23 gének egy
poliszacharid tipusu fagreceptor kialakitasat végzik. A struktlra poliszacharid jellege
annak alapjan is valdszinUsithetd, hogy a gumdfejlédés soran képes helyettesiteni az
EPS szerepét (Putnoky és mtsai 1990).

A fag kotédésének Ca2t koncentracio fuggése erésen emlékeztet az LPS
receptorl fagok esetében ismeretes kinetikéra (Takeda és Uetake 1973). A R.
leguminosarum LPS szintézisben hibas mutansainak vizsgélata soran leirtédk, hogy
megfeleld koérGlmények kozott tenyésztve a mutans sejtek Osszetapadnak
(autoagglutinacio) (Priefer 1989). Az elsdsorban a sejtfelszini toltésvéltozas
kdvetkeztében fellépd autoagglutindcidt a vizsgélt fix-23 mutansok esetében is
tapasztaltuk.

Tovébbi kémiai vizsgalataink soran a fagtapadasi tesztben aktivnak bizonyult LPS
kivonatokat hasznaltunk. Hasonld kromatogréfias elvalasztast végeztek Wiliams és
mtsai (1990) az altaluk leirt /psZ génben mutans AK631 baktériumbdl izolélt LPS
kivonattal. A kromatografias eredmények azt mutatjék, hogy - az /jpsZ mutansokhoz
hasonldan - a fix-23 mutansokban az LPS csUcs lefutasa megvaltozik, vagyis a régid

altal meghatarozott struktiréat az LPS frakcid tartalmazza.
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A fix-23 régié legnagyobb komplementécids egységének szekvenciaanalizise
alapjan 6 kddold ORF léte valdszinlsithetd. Ezen ORF-ek elhelyezkedésik, atirddasi
iranyuk és promoter jellegli elemeik pozicidja alapjan elképzelhetd, hogy egy operont
alkotnak.

Az ORF-ekrdl atirhaté fehérjetermékek mindegyike egy-egy zsirsav vagy poliketid
szintézisben résztvevd enzim vagy domain legerésebben konzervalddott (altalaban
az aktiv centrumot reprezentdld) szakaszéhoz mutat homoldgiat. A zsirsav és
poliketid szintézisben résztvevd enzimeket aminosav homoldgia figyelembevételével
egy csoportba sorold kézlemények alapjan (Hopwood és Sherman 1990, Amy és
mtsai 1989, Cortes és mtsai 1990, Beck és mtsai 1990) a feltételezett fix-23
fehérjetermékeket is ebbe a csaladba tartozénak tekinthetjik.
jellegl gének feltételezett fehérje termékei és a patkany zsirsav szintdz enzim
funkcionalis domainjei kdzott meglepd hasonldsagot fedeztink fel. A domainek
ismert vagy feltételezett aktiv centrumai erdésen konzervélddva kivétel nélkdl
megtalélhatok a fix-23 fehériékben, pontosan a megfeleld pozicidkban. Erdekes
modon még a fix fehérjéket kddold gének sorrendje is egyezik a patkany enzim
domainek sorrendjével.

A zsirsav szintaz aktiv centrumaiban egy vagy tdbb glicin pozicidja szigortan
konzervalddott. A jelenség oka egyelére nem ismeretes. Elképzelhetd, hogy
kulcsszerepet jatszanak az aktiv centrum térszerkezetének kialakitasdban azéltal,
hogy - mivel a glicin a legkisebb aminosav - biztositjgk a katalitikus reakcid
helyigényét.

Feltételezik, hogy a magasabbrandl él6lények sok domaines zsirsav szintéz
enzimeét kddold driasi génje kllonalld bakteridlis gének fuzidja tjan alakulhatott ki az
evollcid folyaman (McCarthy és Hardie 1984, Hardie és McCarthy 1986). Tobb
munkacsoport kdzolt telies patkany, csirke és élesztd zsirsav szintdz cDNS
szekvenciat (Schweizer és mtsai 1986, Chirala és mtsai 1987, Mohamed és mtsai

1988, Amy és mtsai 1989, Holzer és mtsai 1989, Schweizer és mtsai 1989), de



63

prokariotabdl nagyon kevés hasonld adat &l rendelkezésre. Az egyetlen ismert
szekvenciaju esszencidlis baktérium zsirsav szintdz gén, melynek funkcidja
megegyezik az eml8s enzim valamelyik domainjével, és szamottevé homoldgiét is
mutat vele, az E. coli fabB génje (Kauppinen és mtsai 1988). Erdekes mddon a fix-23
ORF1 fehérje terméke nagyobb aminosav azonosségot mutat a patkany enzim
megfelelé domainjével, mint az E. coli FabB fehérjével (42 % ill. 29 %). Ismert ugyan
még néhany nem esszencidlis zsirsav szintdz jellegl gén (poliketid szintazok,
noduléciés gének) szekvenciéja prokariotakbdl, de a patkany zsirsav szintaz enzim
domainjeinek a R. meliloti 41-ben talalt, kllonalld génekbdl Gsszetevddd megfeleldje
az eddigi leger6sebb aldtamasztasa annak az elméletnek, mely szerint a zsirsav
szintdz gének evollcidja génfuzids Uton zajlott. A fix-23 régid zsirsav szintaz jellegli
géncsoportjanak feltételezett fehérje termékei csak egészen gyenge homoldgiat
mutatnak az élesztd enzim megfelel§ domainjeinez, megerdsitve ezzel azt a
feltételezést, hogy az evollcid folyaman az emids és élesztd gének fejlddése koran
szétvalt egymastdl (Chang és Hammes 1990).

A R. meliloti zsirsav szintéz jellegl géncsoportjanak feltételezett fehérje termékei
rendkivil hasonléak a patkany enzimet alkotd funkcionalis domainekhez, ami
hasonld funkcidt sejtet. A hat (j fix génbe juttatott TnS inszerciék azonban nem
eredményezik a sejt pusztulasat, ami arra enged kovetkeztetni, hogy ezek a gének
nem az esszenciélis zsirsavak szintéziséért felelések. Valdszinlleg - hasonléan a
szintén zsirsav szintaz jellegl poliketid szintaz enzimekhez (Beck és mtsai 1990, Bibb
és mtsai 1989, Cortes és mtsai 1990, Donadio és mtsai 1991, Sherman és mtsai
1989) - a sejt valamilyen specifikus struktlrainak felépitésében vesznek részt. A
létfontossagu zsirsav szintdz enzimekhez hasonld fehériék segitségével attdl
merében eltérd funkcidju végterméket allitanak eld.

A fix-23 régié 1. komplementaciés egysége R. meliloti 41-ben az egy sejten belll
parhuzamosan mikédé harmadik zsirsav szintaz jellegl rendszert hatérozza meg. A
létfontossagl zsirsav szintézis gének mellett (melyeket R. melilotiban még nem

azonositottak) a masodik ilyen jellegli géncsoportot a nodEFGL gének alkotjék,
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melyek valdszinlileg egy gazdanovény specifikus lipo-oligoszacharid szignalmolekula
(NodRm-1) lipid részének felépitésében vesznek részt (Lerouge és mtsai 1990). A
nodF gén termékérdl bizonyitottak, hogy ACP (Geiger és mtsai 1991), a NodE fehérje
ketoacil szintazokkal homolég (Bibb és mtsai 1989), a NodL valdszinlleg acil
transzferaz (Surin és mtsai 1988, Downie 1989), a NodG pedig ketoreduktazokhoz
hasonld (Hallam és mtsai 1988). A R. meliloti 41 legalabb harom kulonbzd funkcioju
ACP-t tartalmaz: az esszencialis ACP-t (Platt és mtsai 1990), a NodF fehérjét (Geiger
és mtsai 1991) és a fix-23 ORF6 feltételezett termékét. Ezzel szemben E. coliban
egyféle ACP ismeretes (Geiger és mtsai 1991).

Genetikai, biokémiai és fizioldgiai kisérleteink eredménye alapjan valdszinUsithetd,
hogy a fix-23 régi6 zsirsav szintaz jellegli géncsoportja egy specifikus sejtfelszini
struktUra lipid részének a felépitésében vesz részt. Ez a feltételezett struktira
alapvetd szerepet jatszik a szimbiotikus gimé kialakulasa soran. Funkcioja az EPS-
hez hasonld, azzal helyettesithetd a R. meliloti 41 gazdandvényein. Valdszinlleg -
ahogyan az EPS esetében is feltételezik (Gray és Rolfe 1990) - a gumd&fejlddés soran
zajl6 baktérium-ndvény kommunikacioban vesz reszt.

Korai stadiumban 1évé kisérleteink szerint a fix-23 - exoB kettds mutans
baktériumok Fix~ fenotipusa részlegesen helyreallithatd novényi tesztben, ha a
mutans baktériumokkal egyltt a vad tipusubdl izolalt EPS-t is bejuttatjuk a
rendszerbe. A jelenség pontos leirasahoz tovabbi vizsgalatokra van szukség,
melyekben a fix-23 régio altal meghatarozott strukturat is felhasznaljuk.

Rhizobiumokban a lipidet, poliszacharidot és KDO-t egyarant tartalmazd egyetlen
eddig leirt sejtfelszini struktira a lipopoliszacharid (LPS). E. coliban azonban a kdzel
100 féle K-antigén kozul j6 néhanynak az LPS-re emlékeztet a felépitése (Boulnois és
Jann 1989, Jann és Jann 1990). Poliszacharid részik vagy lipid-A-hoz kapcsolddik
(ez valddi LPS), vagy foszfolipidhez, és KDO-t is tartalmaznak. Az ilyen tipust K-
antigének (pl. a K1, K5, K7, K92) szintéziséért felelés gének hasonld csoportosulast
mutatnak a fix-23 régidban talalhatd génekéhez (Roberts és mtsai 1988, Boulnois és

Roberts 1990). Ezen belll egy 8-9 kb nagysagu, szamos génbdl allo egység, ami
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elsGsorban a K-antigének transzferfolyamatait hatarozza meg, hasonld meretd a fix-
23 régid zsirsav szintaz jellegli géncsoportjahoz. Ezeknek az E. coli géneknek nem
ismeretes a DNS szekvencidja, de a detektalt fehérje termékek szama, mérete,
valamint a transzkripcié irdnya nem egyezik a fix-23 régid 1. komplementacios
egységében talaltakkal (Boulnois és Jann 1989). Rhizobiumokban eddig még nem
irtak le ilyen tipusti K-antigéneket, de figyelembe kell vennlink azt a lehetGseget,
hogy ilyen jelleg( sejtfelszini poliszacharid struktira R. melilotiban is létezhet.
Kooperacids partnereink, R.W.Carlson (Complex Carbohydrate Research Center,
Georgia, USA) és D.Noel (Marquette University, Milwaukee, USA) eredményei azt
jelzik, hogy a fix-23 mutansokban elt(inik egy nagy molekulastly( antigén, ami nem
tartozik a hagyomanyos LPS kategdridba, de hasonld kémiai karaktere miatt egyitt
tisztitddik az LPS-sel. A molekula poliszacharid részének analizise jelentds
mennyiségl KDO és kilonbozé uronsavak mellett glikdz, xildz és mannodz jelenlétét
mutatta. Az LPS tisztitasi modszerrel izolalt majd a hagyomanyos LPS-t8l elvalasztott
mintaban ugyan nem lehetett zsirsavakat kimutatni, ezek azonban elveszhetnek az
izolalas soran, ha olyan labilisan kotédnek a poliszacharid részhez, mint az E.coli K-
antigének esetén. Mas, az E.coli K-antigének analizisekor kidolgozott tisztitasi
technikak alkalmazaséaval valoszinlleg eldonthetd a zsirsav tartalom kérdése. Az
eddigi kémiai és genetikai eredmények egylttesen arra engednek kdvetkeztetni,
hogy a fix-23 gének altal meghatarozott struktira egy olyan Uj tipusu, KDO gazdag
Rhizobium poliszacharid, ami az E.coli K-antigének egy csoportjghoz hasonld

tulajdonsagokkal rendelkezik.
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6. OSSZEFOGLALAS

A dolgozat egy szimbiotikus gumdfejlédésben résztvevd géncsoport
szerkezetének és funkcidjanak analizisét targyalja. Vizsgéalataink soran a kovetkezd
jelentésebb kovetkeztetésekre jutottunk:

- Megéllapitottuk, hogy a fix-23 gének olyan sejtfelszini struktira felépitésében
vesznek részt, ami poliszacharid természetl fagreceptorként szolgal.

- lzolaltuk és tisztitottuk a struktirat. Kromatografias vizsgalataink szerint a
fix-23 gének altal meghatarozott molekula az LPS frakcidban talalhatd, KDO
és lipid tartalmu poliszacharid.

- M13 és pBS vektorokba épitett atfedd DNS szakaszok szekvencia analizise
segitségével meghataroztuk a fix-23 régid 1. komplementacids egységének
nukleotid sorrendjét.

- Komputer analizissel hat egyiranyban atirddé nyitott leolvasasi keret
valoszinlsithetd, melyek feltehetéen egy transzkripcids egységet alkotnak.

- Kimutattuk, hogy a nyitott leolvasasi keretekrdl atirhato feltételezett fehérje-
termékek kilonbdzb zsirsav szintaz és poliketid szintaz enzimekkel mutatnak
homoldgiat. Kilondsen a patkany zsirsav szintaz enzim funkcionalis
domainjeivel talalt nagyfok( hasonldsag meglepd. Az aktiv centrumoknak
megfeleld pozicidkban erds a konzervalddas, sét, a Fix fehérjéket
kodold gének sorrendje is egyezik a patkany enzim domainek sorrendijével.

- Megallapitottuk, hogy a fix-23 régiod vizsgalt zsirsav szintaz jellegi génjei nem
komplementaljak a megfeleld E. coli mutéansokat.

- Riporter gén fuziokkal végzett expresszios kisérleteink szerint a fix-23 genek a
szabadon él6 baktériumokban egyenletes, mérsékelt er6sséggel fejezOdnek
ki, melyet a vizsgalt tartomanyban nem befolyasol a hémérséklet és a
mikroaerob kértlmények, valamint az IpsZ gén jelenléte sem.

- Eredményeink azt mutatjak, hogy a R. meliloti 41-ben megtalalhatdak a

patkany zsirsav szintaz enzim domanjainek ktlonalld fehérjékbdl alld

*
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megfeleldi. Ez az eddigi legerésebb aldtamasztasa annak az elméletnek, mely
szerint a zsirsav szintdz gének evollcidja génfuzids Uton zajlott.

A szekvencia analizis alapjan feltételezett hat Uj zsirsav szintéz génbe épuld
Tn5 inszercid nem okozza a baktérium pusztulasat, vagyis ezek a gének nem
a R. meliloti esszencidlis zsirsav szintéziséert feleldsek. Genetikai, biokémiai,
és fizioldgiai kisérleteink alapjan valdszinUsithetd, hogy a fix-23 régid

zsirsav szintaz jelleg(i géncsoportja egy szimbidzis specifikus sejtfelszini

struktlra zsirsav részének a felépitésében vesz részt.
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