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Irodalmi attekintés

1. Irodalmi attekintés

1.1. A nitrogénkoté szimbiotikus kapcsolat jelentosége

A Foldet benépesité pillangdsviraguak (Fabaceae) csaladjaba tartozd ndvények
mind mezdégazdasagi, mind Okoldgiai szempontbdl nagy fontossaggal birnak.
Egyrészt fontos tapanyagforrasnak tekinthetdk magas fehérje, keményitd és olaj
tartalmuk révén, masrészt a hatékony, nitrogénkotésre képes egyiittmiikodések révén
novelik a talaj nitrogéntartalmat, ami miatt gyakran alkalmazzak éket vetésforgoban,
illetve hozzajarulnak bolygdnkon a nitrogén korforgasahoz.

A talajban 1év6, novények altal is hasznosithaté szervetlen nitrogén vegyiiletek,
nitratok, ammoénium soOk gyakran csak korlatozott mennyiségben allnak
rendelkezésre a ndovények szdmara, mig a nagy mennyiségben jelen 1évd légkori
nitrogén a novények szamdra hasznosithatatlan. A 1égkori nitrogén megkotésére csak
bizonyos, diazotrof baktériumok képesek, melyek képesek a 1égkori nitrogént
ammoniava alakitani a nitrogendz enzimrendszeriik segitségével. Ezen baktériumok
egy része szabadon élve, vagy novényekkel laza kapcsolatban végzi a nitrogén
redukcidjat, mint példaul az Azospirillum, Anabaena és Acetobacter fajok. A kozds
néven rhizobiumoknak nevezett, a Proteobaktériumok o (pl. Rhizobium,
Sinorhizobium fajok) és B (pl. Burkholderia, Cupriavidus fajok) agaba tartozo
baktériumok a pillangdsviragh novényekkel alakitanak ki szimbidzist, melyben
rendkiviil hatékonyan végzik a nitrogén megkdtését. Ebben a szoros, szimbiotikus
kapcsolatban a ndvény szdmara hasznosithatova valik a légkori nitrogén, ezért
cserébe a gazdaszervezet biztositja a baktériumok szamara a megfeleld mennyiségii
tdpanyagot (szén és energiaforrdst, szénhidratok formajaban), valamint a nitrogén
redukalasahoz sziikséges alacsony oxigéntartalmii (microaerob) kornyezetet. E
folyamat részletesebb megismerése lehetdséget biztosithat arra, hogy a nitrogénkotés
képességét kiterjesszék mas mezdgazdasagilag fontos fajokra is, hattérbe szoritva

ezzel a kornyezetszennyezdé miitragyak alkalmazésat.
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A szimbiotikus nitrogénkdtés egy ujonnan, leggyakrabban a gyokéren kialakult
szervben, a glimdben torténik. A giimd szoveteinek kialakuldsa, valamint a giimé
sejtjeinek bakterialis infekcidja precizen 0Osszehangolt folyamatok, barmelyik
elakadésa esetén ledll a teljes folyamat. A baktériumok, a leginkabb tanulmanyozott
interakciokban (pl. Medicago-Sinorhizobium, Lotus-Mesorhizobium) egy infekcios
fonalnak nevezett csdszerli struktiran keresztiil jutnak be a glimd belsejébe. Ott egy,
az endocitdzishoz hasonl6 folyamat révén, ndvényi membrannal koriilvéve flizddnek
le a novényi sejtek citoplazmajaba, s alakulnak at a bakteroidnak nevezett
nitrogénkotd formava. A pillangosvirdgi ndvények egy sziik csoportjaban (IRLC:
Inverted Repeat Lacking Clade) a giimékben a baktériumok bakteroidda torténd
atalakulasa nemcsak fiziologiai valtozassal jar, hanem a bakteroidok DNS-tartalma
és mérete is megnd, a sejtek elvesztik osztddasi képességiiket, igy terminalisan,
visszafordithatatlanul  differencidlédnak. Ebben az esetben a terminalis
differencidciot olyan, specifikusan a giimében termelddd peptidek iranyitjak, melyek
a velesziiletett immunitas effektor molekuldihoz, a defenzinekhez hasonlitanak, s egy
résziik valoban antimikrobidlis aktivitassal is rendelkezik.

Munkank soran a M. truncatula és a S. meliloti kozott kialakuld szimbiotikus
kolesonhatds szolgéltatja azt a modellrendszert, mely segitségével egyrészt
vizsgalhatjuk a novények 4&ltal termelt, giimé specifikus peptidek szimbionta
partnerre gyakorolt hatasat, valamint lehetdség nyilik ezen peptidek kolcsonhato

partnereinek azonositasara.

1.2. A nitrogénkoto szimbiozis kialakulasa

A talajban talalhatd, a proteobaktériumok kozé tartozd Rhizobium baktériumokés a
Leguminosae csaladba tartozo hiivelyes novények (pl.: Medicago truncatula), illetve
a Parasponia nemzetség tagjai kozott kialakuld nitrogénfixald szimbiotikus
kolcsonhatas sordn, a gazdandvény gyokerein, illetve ritkdbb esetekben a szaron
kialakul6 0j szervben, a giimdben zajlik a baktériumok bakteroidokkd torténd

differencidlodasa és a légkori nitrogén redukaldsa ammoniava. A nitrogénfixalo
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folyamat révén valosul meg (Jones, Kobayashi és mtsai. 2007; Gibson, Kobayashi és
mtsai. 2008). A hiivelyes novényekre, mint pl. a modellnévényként hasznalt
Medicago truncatula (M. truncatula) és a Lotus japonicus (L. japonicus),
altalanossagban jellemzd, hogy a fajra jellemzd Osszetételli flavonoidokat
szabaditanak fel a rhizoszféraban, ahol azok indukaljak a Rhizobium partnerre
jellemz6 kémiai szerkezetli, lanchosszi valaszmolekula, a Nod faktor (NF)
termelését, mely altalaban elengedhetetlen a glimdk kialakuldsanak indukaldsahoz. A
NF-ok érzékelése, és az altaluk kivaltott szignal transzdukcids folyamatok szdmos
biokémiai (ion ki- és bearamlas, valamint a korai (gliméképzési) gének expresszidjat
indukalé Ca2" ,,spiking”) és morfologiai valtozast idéznek eld a novények gyokerén
(Oldroyd ¢és Downie 2008). Ezek kozé tartozik a gydkér kortexben elinduld
sejtosztodas, mely a gimdé primordium kialakulasat eredményezi. Ezzel
parhuzamosan a NF-ok hatasara, a gyokérszorok meggorbiilnek, korbezarva ezzel a
hozzé4juk tapaddé baktériumokat, majd indukaljak a tubuldris szerkezetii, infekcios
fonalak (IF) képzddését, melyek a gyokér kortex fel¢ haladva segitik eld a
baktériumok eljutasat a giimé primordiumokhoz. Habar ez a NF-és IF-fiiggo
intracellularis penetraci6 a leggyakoribb, nem szabad megfeledkezni az IF-fiiggetlen
invazios folyamatokrol sem, ahol a baktériumok a gyokér epidermisz folytonossagi
hianyain keresztiil (crack-entry) lépnek be, illetve transz-cellularis infekcios
fonalakon keresztiil haladnak a mélyebben fekvd szovetek felé (Held, Hossain és
mtsai. 2010). Ez utobbi folyamatok az 6sibb invazidés mechanizmusokhoz tartoznak,
melyek még a ma 1étez6 hiivelyes ndvényekre is jellemzoek (Sprent 2007). Meglepd,
hogy azokban az esetekben, ahol a NF — és IF — fliggd Gt nem jarhat6, mint pl. a
Lotus japonicus snfl (T2651 aminosavcsere a kalcium kalmodulin-fiiggé kinazban)
mutacidja esetén, ahol a NF felismerésének folyamata kéarosodott, a gydkereken
mégis nitrogénfixalo érett glimoket fedeztek fel, melyek kialakulasat a mar korabban
emlitett 6sibb mechanizmusok segitették eld (Madsen, Tirichine és mtsai. 2010). A
baktériumok, az IF-ba jutdsukat kdvetden, vagy ott maradnak, létrehozva ezzel az un.
fixaciés fonalat (Parasponia fajok, néhany Papilionoideae faj ¢és tobb
Caesalpinoideae faj), vagy, ami gyakoribb, a baktériumok egy endocit6zishoz

hasonldé folyamat révén bejutnak a novényi sejtek citoplazmajaba, ahol egy
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membrannal koriilvett ) organellum-szerti képletet, az un. szimbioszémat hozzak

1étre (Sprent 2007).

1.2.1. A szimbiotikus giimdk kialakuldsa

A baktériumok a gyokérszérok felszinérél a giimé primordiumokhoz az IF
segitségével jutnak el. Az IF-ak névényi eredetli, membran és sejtfal anyagokkal
hatarolt, belsejiikben pedig a novények és baktériumok altal kozdsen szintetizalt
matrixbol allé képzédmények, ahol a baktériumok osztodasa torténik (Brewin 2004).
Az IF-ak akar inter - akar intracellularisan novekednek, a benniik talalhatd
baktériumok mégis mindig az extracellularis térben maradnak. Az IF novekedését az
IF csticsaban 0sztddo baktériumok szabalyozzak. Az IF-bol kiszabadul6 baktériumok
nitrogén fixald bakteroidokka torténd differencialodasa (Vasse, de Billy és mtsai.
1990; Szczyglowski, Shaw és mtsai. 1998; Cermola, Fedorova és mtsai. 2000) a két
foébb glimd tipus (determinalt és indetermindlt) esetén eltérd (Crespi és Frugier 2008;

Popp és Ott 2011) (1. tdblazat) (1. dbra).

INDETERMINALT GUMO DETERMINALTGUMO

Medicagosp., Pisum sp., Vicia sp. Lotussp., Phaseolussp., Glycine sp.

glmé primordium

kortex belsé része I kortex kiils6 része

merisztematikus aktivitas

allando | korai fazisban megsz(inik

glimd névekedése

merisztematikus sejtek osztodasaval | sejtek megnyulasaval

differencialodas

teljes differencialodasi mintazat részleges differencialddasi mintazat
(térbenvalik el) (id6ben valik el)

1. tablazat Az indeterminalt és determinalt giimé fobb jellegzetességeinek dsszehasonlitasa.
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1. abra Az indeterminalt és determinalt giimék kialakulasa(Crespi és Galvez 2000).

A kétféle giimdtipusban megfigyelhetd kiilonbségek alapvetéen az eltérd
merisztematikus aktivitisukra vezethet6k vissza. A determinalt giimoék esetén a
merisztéma a giimo primordium kialakuldsaig és a fert6zott novényi sejtek nitrogén
fixalo6 allapotanak szinkronizalddasaig funkcional. Ezt kdvetden a glimd ndvekedése
a sejtekben lezajlo endoreduplikacid és sejtnagyobbodas eredménye. Ezzel szemben
az indeterminalt giimOk csucsi részét allandd merisztematikus aktivitas jellemzi,
vagyis a sejtek Ujabb ¢és Ujabb generdcioja alakul ki, melyek alkalmasak a
baktériumok befogadéasara, igy egy fejlodési gradiens alakul ki, mely pontosan
nyomon kovethetd a giimd szerkezeti egységeit figyelve. Ezek alapjan az

indetermindlt giimOkon 5 zonat kiilonithetiink el. 1. zona az apikalis merisztéma,
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mely alatt helyezkedik el a II. zona, az invadzidés zona, ahol a baktériumok az
infekcios fonalbol a novényi sejtekbe jutnak. A IL.-III. zéna kozott talalhatdo az
atmeneti zona, ahol a novényi sejtek és a bakteroidok (a legtobbet tanulmanyozott
Long 1999; Mergaert, Uchiumi és mtsai. 2006). A III. zéna a nitrogénfixal6é zona,
ahol a kialakult bakteroidok a légkori nitrogén redukcidjat végzik. A IV. zona a
szeneszcens vagy Oregedési zona, ahol az eloregedett ndvényi és bakteridlis sejtek
lebomlanak és sejtalkotd anyagai reciklizdlodnak. Az L., II. és II-III. zéna mérete
allando, mig a III. és IV. zdna mérete a glimo ¢€letkoraval né. A determinalt giimokre
ez a szerkezeti eloszlas nem jellemzd (2. dbra e). A gdmbolyli determinalt giimd
nagy részét a nitrogénfixald zona tolti ki, ahol a szeneszcens régio a glimd belsejében

alakul ki (Popp és Ott 2011).

Sokaig ¢€élt az a feltételezés, hogy az indeterminalt glimékben nagyméreti,
termindlisan differencidlodott bakteroidok alakulnak ki. Azonban néhany évvel
ezel6tt megjelent munkdk soran ez a kép megvaltozott. Két, a mimosoid kladba
tartozo, és indeterminalt giimé kialakitasara képes hiivelyes névény (Mimosa pudica
¢és Leucaena glauca) bakteroidjai (az a- illetve a B-rhizobiumok kozé tartozo
Cupriavidius taiwanensis és Bradyrhizobiumsp. OK-79A) nem mennek keresztiil a
termindlis bakteroid differenciacio folyamatan (Ishihara, Koriyama €s mtsai. 2011,
Marchetti, Catrice és mtsai. 2011). Az Azorhizobium caulinodans a Sesbania
rostrata-val kétféle giimétipus, indeterminalt gyokérgiimé és determinalt szar giimé
kialakitasara képes. A szabadon ¢l6 baktériumokhoz hasonlitva, a kétféle glimdbdl
tisztitott bakteroidokat vizsgalva azt tapasztaltak, hogy a giimé tipusatol fliggetlentil
a bakteroidok mind méretben, morfoloégiaban, DNS tartalomban ¢és membran
integritisban megegyeznek (Mergaert, Van de Velde, Holsters and Kondorosi
személyes kozlés). Filogenetikailag, a Medicago, a borsé ¢és a biikkkony fajok, mind
az ugynevezett Inverted-Repeat-Lacking (IRLC) kladba tartoznak a Papilionoidae
alcsalddon beliill (Wojciechowski, Lavin ¢és mtsai. 2004). Ezekbdl a
kisérletieredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a termindlis bakteroid
differenciacioé nem altalanos jelenség a Rhizobiumok kozott, inkabb az IRLC kladba

tartozo hiivelyes novényekre jellemzd, giimd tipustol fiiggetlentil.
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1.2.2. A szimbioszdmak kialakulasa

Mindkét glimétipusra jellemzé, hogy a nitrogénfixald szimbiotikus sejtek
endoreduplikacioval megnagyobbodott poliploid sejtek. Az indeterminalt glimok
esetén ez az endoreduplikécio a II. zonaban és a II-III. interzonaban torténik meg. A
baktériumok az IF-akbol mindkét giimétipus esetén, az IF csucsi, sejtfal nélkiili
részEérél, mint infekcids cseppek flizddnek le a fiatal glimd sejtek citoplazmajaba. A
novényi sejtek citoplazméjaban az infekcidés csepp membranja korbezarja a
baktériumokat, majd tovabbi atalakulas utan létrejon a specifikus peribakteroid
membran (PBM). A szimbiotikus kompartment kialakulasat kovetéen a baktériumok
¢s az Oket koriilvevd PBM-ok tovabbi osztddasokon mennek keresztiil, melyben a
gimd tipusatol fliggden, egy terminalisan differencidlodott bakteroid (2. ébra d.),
vagy a PBM-ok fuziodja, ill. tovabbi baktérium osztodas kovetkeztében egynél tobb
bakteroid talalhat6 (2. abra f.). Azokban a szimbioszémakban ahol t6bb sejt talalhato,
a bakteroidok mérete és morfologidja megegyezik a szabadon €16 baktériumokéval
(Bisseling, Vandenbos és mtsai. 1977; Paau, Oro és mtsai. 1979; Szczyglowski,
Shaw ¢és mtsai. 1998; Suganuma, Nakamura és mtsai. 2003). Ilyen szimbioszomak
figyelheték meg a Lotus japonicus, a szoja (Glycine max) és a bab (Phaseolus
vulgaris), illetve az indeterminalt giiméket 1étrehozo Leucaena és Mimosa fajok
giimdiben (Ishihara, Koriyama és mtsai. 2011; Marchetti, Catrice és mtsai. 2011).
Ezzel ellentétben az IRLC-hez tartozo, indeterminalt giimoket létrehozd lucerna
(Medicago sativa), borso (Pisum sativum) és a biikkkony (Vicia sativa)
giimdsejtjeiben a bakteroidok erdsen megnyultak ¢és gyakran eldgaznak. A

.....

mintdzatot, a sejtfelszini struktiradkat, valamint a sejtek metabolikus aktivitasat is.
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2. abraA nitrogén fixalé szimbiotikus giimék kialakulasanak sematikus modellje.
a-b) A gazda ndvény és a szimbionta partner kozott lejatszodo jelcsere és a hatdsara végbemend
folyamatok, illetve az indeterminalt giimok szerkezeti felépitése: 1. Zdéna: merisztéma, II. Zona:
invaziés zona, III. Zoéna: nitrogén fixalé zona, IV. Zoéna: szeneszcens zona. c¢) A baktériumok
vandorlasa az infekcios fonalban (IF) a glim6 merisztéma sejtek felé d) A baktériumok lefiiz6dése a
poliploid novényi sejtekbe és a szimbioszoma kialakulasa (PBM: peribakteroid membran) e) A
determinalt giimd szerkezete f) A determinalt giimékre jellemzd szimbioszoémak. (Gibson, Kobayashi

és mtsai. 2008).

A bakteroidokat a PBM veszi koriil, mely az infekcids csepp membranjanak és az
endoplazmatikus retikulumbol(ER) és a Golgi-bol szarmazo, PBM komponenseket
baktériumok a novényi sejtekbe egyfajta endocitotikus folyamat révén jutnak be a
novényi sejtek citoplazmajaba, de késobbi kutatdsok soran (Roth és Stacey 1989;
Limpens, Ivanov ¢és mtsai. 2009) kideriilt, hogy a szimbioszémaknak egyedi

membran alkotéi vannak. Limpens és munkatarsai kimutattak, hogy a korai (SYP4)
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és a kés6i (Rab5) endoszomalis markerek, melyek az endocitotikus utvonalra
jellemzdek, nem jelennek meg a szimbioszoma kialakuldsa soran. Ezzel szemben a
Rab7, mely késdi endoszomalis és vakuolaris marker, azonban megjelenik a PBM-
okban a szimbioszomak osztodasanak leallasat kovetden. Erdekesség, hogy plazma
membranra jellemzé SYP132 marker is megtalalhato a PBM-ban (Catalano,
Czymmek ¢és mtsai. 2007; Limpens, Ivanov és mtsai. 2009). A Rab7 és a SYP132
marker egyidejii jelenléte a PBM-ban egyértelmlien azt jelzi, hogy a membran
mozaik sajatossagokkal bir. A PBM-nak amellett, hogy fizikailag elvalasztja a
gazdaszervezet sejtjeit a baktériumoktol, ezzel megelézve a patogén interakciokat,
fontos szerepe van a szimbiotikus partnerek kozotti anyagesere folyamatokban
(Udvardi és Day 1997; White, Prell és mtsai. 2007). Proteomikai és biokémiai
kisérletek bizonyitottak (Panter, Thomson és mtsai. 2000; Saalbach, Erik és mtsai.
2002; Wienkoop ¢és Saalbach 2003; Catalano, Lane és mtsai. 2004), hogy szdmos
transzporter aktivitas és fehérje kapcsolédik a PBM-hoz, mint pl. a csatorna-szeri
NH," transzporter (Tyerman, Whitehead és mtsai. 1995), a dikarbonsav szallito
fehérje (Ou Yang, Udvardi és mtsai. 1990), a nodulin 26 aquaporin (Rivers, Dean és
mtsai. 1997), az anion transzporter nodulin N70 (Vincill, Szczyglowski és mtsai.
2005), vagy Zn2+(Moreau, Thomson és mtsai. 2002) és Fez+(Kaiser, Moreau és mtsai.
2003), valamint szulfat transzporterek (Krusell, Krause és mtsai. 2005), stb. A PBM
kialakuldsa sordn szamos fehérje, ezen belill giimd specifikus géntermékek
(nodulinok) szallitodnak a szimbioszoma membranjdhoz és a peribakteroid térbe.
Ilyen ismert nodulin fehérje az ENODS8 (Coque, Neogi ¢s mtsai. 2008), a
kalmodulin-szerti fehérjék egy kis csaladja (Liu, Miller és mtsai. 2006), valamint a
PSNLEC1 lektin (Kardailsky, Sherrier és mtsai. 1996). Azonban, ezek biokémiai
vagy sejtszintli funkcidja ismeretlen. A M. truncatula giiméin végzett transzkriptom
vizsgalatok kimutattak, hogy a giimdspecifikus gének tobb mint 50 %-a szekrécios
fehérjéket vagy peptideket kodol (Maunoury, Redondo-Nieto és mtsai. 2010). Ebbol
arra lehet kovetkeztetni, hogy a legtobb giimé specifikus fehérje a szimbioszomahoz
iranyitodik. A fehérjék szimbioszomakhoz torténd szallitdsdban fontos szerepet
jatszanak a szekrécids utvonalak. Erre az egyik jo példa a M. truncatuladnfl gén,

mely egy, a gimé II. és III. zonajaban aktivaloddé (Maunoury, Redondo-Nieto és
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mtsai. 2010), a szignal peptidaz komplex (SPC) egy szimbiozis specifikus SPC22
alegységét kodolja (Wang, Griffitts és mtsai. 2010). Ennek mutacioja
megakadalyozza a szimbioszéma és a bakteroidok kifejlodését (Van de Velde,
Zehirov és mtsai. 2010; Wang, Griffitts és mtsai. 2010) és blokkolja a gliimé
specifikus peptidek (NCR peptidek, késébbiekben részletesebben targyaljuk)
transzportjat a szimbioszomakba (Van de Velde, Zehirov és mtsai. 2010; Kereszt,

Mergaert és mtsai. 2011).

1.2.3. Bakteroidok terminalis differencialédasa az IRLC pillangdsok giimdiben

A lucerna giimékben megtaldlhatd baktériumok a differencialédas soran szdmos
morfoldgiai €s citologiai valtozdson mennek keresztiil. Ezek koz¢ tartozik a sejtek
nagymértékii megnyulasa (1-2 um-rél 5-10 pm-re nytlnak meg), melyek egyenként
csomagoldodnak be a PBM-ba (Vasse, de Billy és mtsai. 1990). Ez a méretbeli
novekedés a genom minden replikonjanak nagymértékli amplifikacigjaval
tarsul(Mergaert, Uchiumi és mtsai. 2006). Ez a sajatossag a gazdasejtek fejlodéséhez
mutat hasonlosdgot, igy ebbdl kiindulva feltételezték, hogy a bakteroidok sejtjeiben
is hasonld folyamatok mennek végbe, vagyis szamos DNS replikacios folyamat
zajlik le citokinézis nélkiil (Latch és Margolin 1997; Wright, Stephens €és mtsai.
1997; Sibley, MacLellan és mtsai. 2006; Cheng, Sibley és mtsai. 2007). Mindezek
mellett a megemelkedett detergensekkel szembeni érzékenység (Sutton és Paterson
1980; Zhou, Tchan és mtsai. 1985) és propidium-jodid (PI) membran-integritas
indikator festék lass bejutasa a sejtekbe (a Pl az €p sejtekbe nem képes bejutni) arra
utal, hogy a bakteroidok membranjanak integritdisa megvaltozott vagy a
permeabilitisa megemelkedett (Mergaert, Uchiumi és mtsai. 2006). Mivel a
giimOkbdl izolalt bakteroidok annak ellenére, hogy metabolikusan aktivak (Mergaert,
Uchiumi és mtsai. 2006), osztodasra mar nem képesek, igy azokat a differencidlodas
egy veégsO, irreverzibilis pontjanak tekinthetjiik, vagyis egyfajta terminalis

differenciacio tapasztalhaté a Medicago giimékben (3. abra).
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baktériumok bakteroidok

I Hével eloit I l Hovel eloit

3. abra A szabadon él6 és a giim6bél tisztitott bakteroidok méretének, alakjanak és DNS
tartalmanak dsszehasonlitasa.
DAPI-val (4',6-diamidino-2-phenylindole, DNS-t festi), Pl-dal (membranpermeabilitasaban sériilt
sejtek DNS-¢éhez ko6tddo festék) és CTC-vel (5-cyano-2,3-di-4-tolyl tetrazolium kloride, a sejtlégzés
aktivitasanak indikatora) festett baktériumok és bakteroidok fluoreszcens mikroszkopos képe (a 1épték

10 um). (Mergaert, Uchiumi és mtsai. 2006)alapjan.

Ezek a bakteroid sajatossagok, mint a megemelkedett sejtméret és DNS tartalom, a
megvaltozott membran permeabilitas, a reprodukcids képesség hianya a biikkony és
a bors6 glimd6i esetén is megfigyelhetd, de nem mutathaté ki a L. japonicus és a bab
giimd6ibdl tisztitott bakteroidokon, ahol a Rhizobium baktériumok nem mennek

keresztiil a terminalis bakteroid differenciacion (Mergaert, Uchiumi és mtsai. 2006).

A bakteroidok eltérd differencialodasi tulajdonsagait figyelembe véve felmeriilt a
kérdés, hogy a bakterialis génallomény, vagy az IRLC kladba tartozdé ndvényekre
megtalalasa érdekében Mergaert és munkatarsai(Mergaert, Uchiumi és mtsai. 2006)
olyan kozel izogenikus, rekombinans Rhizobium torzseket hasonlitottak Ossze,
melyek képesek voltak nitrogénfixald kolcsonhatas kialakitdsara a kiilonbozd

glimOtipus 1étrehozasara képes novényekkel.
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R. leguminosarum R. leguminosarum
bv. viciae bv. phaseoli
baktériumok lﬁm::;:i baktériumok Pha;;::::o‘::fians

DAPI

Pl

1C/2C 18C 1Cr2C 1C/2C
indeterminalt determinalt
R. leguminosarum R. leguminosarum
bv. “Lotus” bv. “Pisum”
Lotus japonicus Pisum sativum
baktériumok bakteroidok baktériumok bakteroidok

DAPI

1C/I2C 1C/2C 1CI2C
determinalt mdetermlnalt

4. abraA bakteroid differenciicio tipusat a gazdanévény hatarozza meg.
A bakteroidokat kiillonboz6 szimbiotikus kombinaciobol izolaltak és DAPI -val ill. Pl — dal festették.
Az indeterminalt glim6kbdl szarmazo bakteroidok minden esetben mutatjadk a terminalis bakteroid
differenciaciora jellemz6 fenotipust (a 1épték 10 pm) (C-haploid DNS tartalom). (Mergaert, Uchiumi
és mtsai. 2006) alapjan.

A R. leguminosarum bv. viciae (eredetileg az indeterminalt giimoket létrehozd
novényekkel - borsd és biikkony - képes szimbiotikus kapcsolat kialakitdsara)
modositasaval elérték, hogy a L. japonicus-sal is képes legyen nitrogénfixald
szimbiotikus kolcsonhatas kialakitasara. Ez a valtozat a R. leguminosarum bv.

,Lotus”. Ezzel a baktériummal fertézott L. japonicus-bol tisztitott bakteroidokat

15



Irodalmi attekintés

vizsgélva azt tapasztaltdk, hogy a baktériumok nem mentek 4t az endoreduplikacio
folyamatdn ¢és nem valtozott meg a membran permeabilitasuk sem. Ezzel
parhuzamosan a R. leguminosarum bv. phaseoli (mely eredetileg determinalt
giimoket 1étrehozo novényekkel - bab - képes szimbiotikus kapcsolat kialakitasara)
modositasaval 1étrehoztak egy olyan baktérium valtozatot, mely mar képes a masik
csoportba tartozé Pisum sativum-ot fertézni. Ennek a valtozatnak a R.
leguminosarum bv. ,, Pisum” nevet adtak. Ezzel a modositott baktériummal fert6zott
P. sativum-bol tisztitott bakteroidok pedig mutattak az Gsszes, a terminalis bakteroid

differenciéciora jellemz6 fenotipust (Mergaert, Uchiumi és mtsai. 2006) (4. abra).

Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a baktériumok
a felelések. Hasonlo dimorfizmus figyelheté meg a 32H1 jeltiRhizobium térzs esetén
is, mely a szabadon ¢l6 baktériumokhoz hasonld bakteroidokka alakul tehénborsoval
(Vigna sinensis) kolcsonhatva, mig a foldimogyoroval kialakitott kdlcsonhatas soran
egy szokatlan bakteroid differenciacidos utvonalon megy keresztil az
»aeschynomenoid” tipust giimdk kialakuldsa sordn, ahol a bakteroidok szintén

megnagyobbodottak, viszont gombdlylivé valnak (Sen, Weaver és mtsai. 1986).

crer

differenciaci6 indikatoraiként alkalmazva, vizsgaltdk, hogy a terminalis
Schmitt és mtsai. 2010). A vizsgalatok sordn megallapitottak, hogy a reverzibilis
atalakulas a termindlishoz képest Osibb, valamint a terminalis differenciaciéo az
evolicid soran egymastol fiiggetleniil a Papilionoideae alcsalad legalabb 6t
kladjaban megjelent, mely konvergens evoluciora utal. Elképzelhetd, hogy ezekben a
hiivelyes vonalakban egy sajatos, specifikus mechanizmus alakult ki a szimbiotikus
partner termindlis differenciaciora torténd kényszeritésére (Kereszt, Mergaert és

mtsai. 2011).

Az IRLC kladba tartoz6é M. truncatula giiméin végzett transzkriptom analizis soran
azonositottak azt, a tobb mint 600 tagbol alld6 giimé specifikus ciszteinben gazdag

peptid (NCR: nodule-specific cysteine-rich peptides) csaladot, melynek tagjai
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kizarolag a nitrogénfixald giimdk fertdzott sejtjeiben expresszalddnak. Tovabbi
vizsgalatok soran mas, szintén az IRLC kladba tartozé novény esetén (biikkony,
bors6, vagy Galega) az NCR peptidekkel homoldg szekvencidkat azonositottak,
azonban azokban a ndvényekben, ahol a baktériumok reverzibilis valtozasokon
mennek keresztiil a differenciacié soran, mint pl. a L. japonicus, vagy Phaseolus
fajok, altalaban hianyoznak ezek a peptid szekvenciak (Mergaert, Nikovics €s mtsai.

2003; Alunni, Kevei és mtsai. 2007; Kereszt, Mergaert és mtsai. 2011).

Arachis hypogaea
. Stylosanthes hanata
Aeschynomene afraspera
Aeschynomene indica

Glycine max
Phaseoloids| Phaseolus vulgaris
Vigna unguiculata

Lotus japonicus

Robinoids Sesbania rostrata

Pisum sativum
Vicia faba
Medlicago truncatula

5. abraA Papilionoid alcsaladba tartoz6 hiivelyes novények bakteroid morfolégiajanak
eloszlasa. Egyszerisitett filogenetikai fa, ahol haromszogek jelképezik a hiivelyes novények fobb
kladjait, a jelentdsebb fajok feltiintetésével, melyek bakteroid morfotipusa mar ismert. Pirossal a
megnyult morfotipust, zolddel a gomb alaku, feketével pedig a valtozatlan morfologiaju bakteroiddal

rendelkez6 novényeket jeldlték. (Czernic, Gully és mtsai. 2015).

A kozelmultban azonban az IRLC kladnal 6sibb Dalbergioid kladba (ide tartozik a
mogyoro is) tartozd Aeschynomene fajoknal is azonositottak az NCR-ekhez hasonld
peptideket, melyek jelenléte sziikséges a funkcionalis, szimbiotikus kolcsonhatas
kialakitasahoz. Erdekesség, hogy a kiilonbozd Aeschynomene fajok esetén eltérd
bakteroid morfologiakat tapasztaltak. AzA. afraspera bakteroidjai az IRLC kladra

jellemz6é megnyult morfologiat mutatja, mig a A. indica bacteroidjai a foldimogyord
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giimékben megfigyelt megnagyobbodott, gomb alakot vesznek fel a
ezeknek az NCR-szerti peptideknek a jelenlétét. Ezek alapjan felmeriilt az a
feltételezés, hogy a hiivelyes novények esetében altalanos stratégia a ciszteinben

------

szabalyozasa soran (5. dbra) (Czernic, Gully és mtsai. 2015).

1.2.4. Gimo specifikus ciszteinben gazdag peptidek (NCR-ek)

A csoportunk altal vizsgalt NCR gének rovid, 25 — 60 aminosav hosszl, szekretalt
peptideket koédolnak, melyek érett formai négy vagy hat ciszteint tartalmaznak
konzervalt pozicidkban. Szerkezetiikk alapjan hasonlésdgot mutatnak a skorpiod
toxinjaval, és a ndvényi, ill. allati defenzinekkel (Alunni, Kevei és mtsai. 2007;

Maroti, Kereszt és mtsai. 2011) (6. abra).

Spcm‘.‘FW
Aeschynomene NCR motif 1 SP-X - C-X,-C-X,~C-X -C-X,-C-X -C-X_
Medicago NCR motif a SP-X, - C-X,-C-X,-C-X_ -C-X,-C-X,-C-X_
Aeschynomene NCR motif 2 SP-X -C-X -C-X -C-X,-C-X -C-X,-C-X -C-X,-C-X_
Defensin-like motif spP-X -C-X -C-X -C-X,-C-X -C-X -C-X -C-X,-C-X_

6. abra A defenzin-szerli, a Medicago és Aeschynomene NCR-szerii polipeptidek
szerkezete.(Mergaert, Nikovics és mtsai. 2003; Kereszt, Mergaert és mtsai. 2011; Czernic, Gully és
mtsai. 2015).

Az NCR gének egy tobb mint 600 génbdl allo csaladot alkotnak M. truncatula-ban,
melyek kizarolag a nitrogénfixdld giimdk poliploid ndvényi sejtjeiben
expresszalodnak, ahol mar jelen vannak a szimbionta partnerek (Fedorova, van de
Mortel és mtsai. 2002; Mergaert, Nikovics és mtsai. 2003; Alunni, Kevei €s mtsai.

2007; Maunoury, Redondo-Nieto és mtsai. 2010).
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Az NCR peptidek bakteroidokhoz torténd szallitodasat molekularis biologiai,
immunologiai és biokémiai technikak kombinaldsaval igazoltuk (Van de Velde,
Zehirov ¢és mtsai. 2010). Azdta csoportunk tobb mint szdz NCR peptid jelenlétét

mutatta ki a bakteroidokban (Durgo, Klement és mtsai. 2015).

Az azonositott NCR peptidek szerkezetiiket tekintve hasonlosagot mutatnak a
defenzinekhez, mely Ilehetséges antimikrobialis hatasra utalhat. A peptidek
elsddleges szekvencidjat vizsgalva, csak gyenge homologia figyelheté meg, valamint
jelentds eltérések mutatkoznak az expresszids mintazatukat, izoelektromos pontjukat
tekintve. Csoportunk kimutatta, hogy a kationos NCR peptidek valoban
antimikrobialis hatassal rendelkeznek, mind a Rhizobium szimbionta partnerrel, mind
egyeb Gram — és Gram + baktériummal szemben is (Van de Velde, Zehirov és mtsai.

2010; Tiricz, Sziics és mtsai. 2013).

Transzkriptom vizsgalatok soran kimutattdk, hogy az antimikrobidlis hatéssal
rendelkezd NCR247 peptid szubletdlis koncentrdcidoban tovabbi membran vagy
periplazmikus fehérjéket kodold gének indukalodasat valtja ki, melyek ionok,
asvanyi anyagok, szideroforok és poliszacharidok transzportjaban jatszanak szerepet,
ezzel eldsegitve a baktérium, a peptid kezelés altal kivaltott stresszhez torténd,
sejtszintli adaptaciot (Penterman, Abo és mtsai. 2014). Csoportunkban megfigyeltiik,
hogy az NCR247 peptid szubletalis koncentracioban alkalmazva, membran
depolarizacio-kapcsolt transzkripcidos valtozasokat is indukal a S. meliloti
baktériumokban (Tiricz, Szucs és mtsai. 2013). Ezek mellett, kimutattuk, hogy
specifikusan csokkentette a ferredoxin-szerli hipotetikus fehérje expressziojat
(Smc04329), valamint 11 gén esetében specifikusan megemelkedett az expresszio.
Ezek kozé tartozik pl. a szulfit oxidaz YedYZ alegysége, a vas felvevé ABC
transzporter szubsztrat koté fehérje prekurzora, valamint az ExbBD fehérje, mely a
TonB fehérjével komplexet alkotva el6segiti vas komplexek felvételét (Tiricz, Szucs
és mtsai. 2013). A transzkriptom analizis sordn az NCR247 peptid mellett az
NCR335 kationos peptid hatdsara bekdvetkezd génexpresszids valtozasokat is
tanulmanyoztdk. A szubletalis kezelés hatisara azt tapasztaltdk, hogy az NCR335

peptid specifikusan csokkenti 7 hipotetikus fehérje, egy zsirsav deszaturdz, a
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transzkripcids faktort koédoldo mucR gén, valamint 5 az RNS metabolizmusban
szerepet jatszo fehérjét kodold gén expresszidjat. Az 59 génbdl, melyeknek a
génkifejez0dését serkenti, 32 hipotetikus fehérjét, egy sztomatin-szeri membran
proteint, egy oxidoreduktdz domént tartalmazo fehérjét, egy plazmid stabilizalo
fehérjét, egy a membran modositdsban szerepet jatszo ciklopropan-zsirsav-

foszfolipid szintaz fehérjét kodol.

Altalanossagban elmondhaté, hogy mindkét peptidkezelés hatasara olyan gének
expresszioja csokkent, melyek szerepet jatszanak a gének transzkripcidjaban (RNS
polimeraz alegységek, transzkripcios terminatorok, antiterminatorok),
alegységek), valamint RNS  molekuldk  konformécios  moddositadsdban,
metabolizmusaban és érésében. Mindemellett, a peptidek hatasara egy sor fehérje
expresszidja megemelkedett, mint pl. hdsokk, és transzport fehérjék, valamint
olyanoknak is, melyek a stressz-kapcsolt funkciokban jatszanak szerepet (Tiricz,

Szucs és mtsai. 2013).

Az NCR peptidek nagy szamabol, szerkezeti kiilonbozdségébolfakaddan
feltételezhetd, hogy a peptidek eltéré funkcioval rendelkeznek. Azonban az is ismert,
hogy NCR peptid csalad legalabb 138 tagja a szimbioszomaba szallitodik.
Hianyukban a bakteroidok terminalis differencialodasanak folyamata sériil. igy
felmeriil a kérdés, hogy a peptidek egymassal kolcson hatva, vagy egymastol
fliggetleniil, mas és mas hatdsmechanizmussal fejtik ki hatdsukat a nitrogén fixalo
gimdk fejlédésében. A kozelmultban két olyan egyedi NCR peptidet (NCR169 és
NCR211) is sikeriilt azonositani, melyek hianya nitrogén fixalasra alkalmatlan

giimok kialakulasat indukalta.

Az NCRI169 peptidet kodold génrdl ismert, hogy kizardlag a glimd fertdzott
szimbiotikus sejtjeiben expresszalodik (invazids zona és az érett nitrogén fixalo
zona), ¢s mas NCR gének (64) expresszidjat befolyasolja a szimbiotikus giimdkben.
AM. truncatula deléciés mutans dnf7(dnf: defective in nitrogen fixation) vonalaban
az NCR169 peptid hidnya meggatolta a szimbiotikus nitrogén fixalast. Vizsgalatok
soran kimutattdk, hogy az NCR169 peptid jelenléte elengedhetetlen nitrogén fixalod

20



Irodalmi attekintés

szimbiotikus giimd kialakulasanak bizonyos folyamataihoz, mint pl.: a bakteroidok
differencialodasa, azok tulélése a giimokben, valamint a korai szeneszcencia

elkeriilése(Horvath, Domonkos ¢és mtsai. 2015).

A M. truncatula dnf4 mutans vonalaban kimutattdk, hogy a nitrogén fixalas
hianyéért szintén egy egyedi peptid, az NCR211 hidnya a felelds. Fenotipus
vizsgalatok alapjan elmondhat6, hogy a szimbiotikus folyamatok, az eddig vizsgalt
mas dnf mutans vonalakhoz (dnfl, dnf2, dnf5) képest, a dnf4 esetében egy késobbi
stadiumban sériilnek, hiszen szdmos késoéi szimbiotikus bakterialis és novényi gén
expresszioja fennmarad. Ezt tdmasztja ald az a tény is, hogy a mutans vonal esetén a
giimékben differencialodott bakteroidok taldlhatéak. Az NCR211 peptidrol
kimutattak, hogy a peribakteroid térbe szallitodnak, és feltételezhetd, hogy szerepiik
a differencialodott bakteroidok tulélésének tamogatasaban van, hiszen az NCR211
peptid hidnydban a bakteroidok a teljes differencialédasuk befejezte el6tt
elpusztulnak. Erdekesség, hogy a szintetikus NCR211 peptid hasonlé antimikrobialis
hatassal rendelkezik, mint az NCR247 peptid. Ez a kettés hatas (bakteroidok
védelme, szabadon €16 baktériumok elpusztitdsa) arra utalhat, hogy az NCR211
peptidnek fontos szerepe lehet a gliimén belill taldlhat6 baktériumok megfeleld

differenciécios allapotanak fenntatasaban (Kim, Chen és mtsai. 2015).

Napjainkban intenziven vizsgalt peptidek koz¢ tartozik a kationos NCR247 peptid,
melynek extrém hidrofil jellege a hatdsmechanizmusanak sokféleségére utal. A
peptid az indeterminalt glimdk II. és a IL-III. atmeneti zondjaban expresszalodik,
ahol az endoszimbiontdk osztodasa mar ledll és az extrém sejtméret ndvekedés
megkezdddik (7. abra). A peptidnek valdszinilileg szerepe van a sejtosztodas
leéllitasdban, részben az FtsZ monomerekhez (bakteridlis sejtoszodasban szerepet
jatszo fehérje) kotddve, megakadalyozva azok polimerizaciojat és ezzel az osztddasi
szeptum kialakuldsat (Farkas, Maroti és mtsai. 2014). Ezek mellett szubletalis
koncentracioban a f0 sejtosztodasban szerepet jatszo regulator fehérjék (DnaA,
GcerA, CtrA) expressziojat is csokkenti (Penterman, Abo és mtsai. 2014). Valamint
kolcsonhatasba 1ép a GroEL fehérjével, és a nitrogenaz komplex valamely tagjaval.

Korabbrol mar ismert, hogy a GroEL sziikséges a nitrogendz enzim komplex
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kialakulasahoz (Govezensky, Greener és mtsai. 1991). Az nem bizonyitott, hogy
ezek a nitrogenaz komplex fehérjéi direkt kdlcsonhatasban lennének a peptiddel, de
azelképzelhetd, hogy a GroEL fehérjén keresztiil kapcsolatba 1éphetnek egymassal,
ezzel is elOsegitve a termindlis differenciacié folyamatat (Farkas, Maroti és mtsai.
2014). Ezek mellett kimutattak, hogy mas NCR peptidekkel (NCR028, NCR169,
NCR290) is képes kolcsonhatasba Iépni, igy feltételezhetd, hogy a peptidek

heterokomplexek kialakitasara is képesek (Farkas, Maroti és mtsai. 2014).

7. abra Az NCR247 peptid lokalizicioja a nitrogén fixalo giimoben és a bakteroidokban.
Az NCR247 promoter altal meghajtott B- glucuronidaz (GUS) riporter gén expresszidja az érett
nitrogénfixald giimékben (A) a S. meliloti baktériumok festése FITC-cel (fluorescein isothiocyanate)
jelolt NCR247-tel és PI-dal (B), FITC-cel jelolt NCR247-tel és FM 4-64-gyel (membran specifikus
fluoreszcens festék) (C), valamint a S. meliloti bakteroidok festése FITC-cel jelolt NCR247-tel és FM
4-64-gyel (D, E) (a Iépték 5 um). (Farkas, Maroti és mtsai. 2014).

A ciszteinben gazdag peptidek (Medicago fajok - NCR peptidek, Aeschynomene
fajok - NCR-ekhez hasonld peptidek) bakteroid differenciacioban jatszott szerepének
kifejezodésében a DNF1 szignal peptidaznak és a BacA/BclA (M. truncatula -
bacteroid development A; Aeschynomene spp.- Bacteroid development A-like
(Guefrachi, Pierre és mtsai. 2015))peptid transzporternek van fontos szerepe. A dnfl

mutans novényekben (M. truncatula, A. evenia ssp. serrulata) a bakteroidok
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.....

retikulumban rekednek (8. abra B.) (Van de Velde, Zchirov és mtsai. 2010; Wang,
Griffitts és mtsai. 2010). Ugyanigy elmarad a baktériumok bakteroidokka torténd
baktériumok lipid A komponensének modositasaban van (8. abra A.) (Glazebrook,

Ichige és mtsai. 1993; Ferguson, Datta és mtsai. 2005; Haag, Baloban és mtsai.
2011).

ﬁ Medicago truncatula dnfl mutans sejt

\ |
| [ Sinorhizobium 2
J | meliloti életképes

Ll
=

Infekciés fonal

Infekcids fonal

életképes

8. abra A terminalis bakteroid differenciaciét befolyasolo folyamatok a bakteroidok

kialakulasa soran
(A) vad tipusa M. truncatula giimé sejtekben vad tipust S. meliloti (Sm1021) illetve BacA mutans

torzs jelenlétében, valamint (B) dnfl mutans M. truncatula gimé sejtek esetén (Haag, Baloban és
mtsai. 2011).

.....

kladban jelen lévd ciszteinben gazdag peptidek szabdlyozasa alatt all. Hatasuk
azonban szamos mas komponens (DNF1, BacA/BclA, stb.) jelenlététdl is fiigg, mely

jelzi a bakteroid differenciaci6 folyamatdnak komplexitasat.

A kationos NCR peptideknek, mint antimikrobialis agenseknek, a baktériumokra
gyakorolt hatasa mellett kimutattdk azok antifungalis hatasat is (Ordogh, Voros és
mtsai. 2014). Vizsgalatuk szerint, azok a peptidek, melyek pl - ja (izoelektromos
pont) 9 feletti (NCR192, NCR137, NCR147, NCR280, NCR183, NCR247, NCR044,
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NCRO030, NCR335), er6s gombadld hatassal rendelkeznek, olyan koncentracidban
(MIC= 142 - 10,5 uM), mely Osszehasonlithatd, a fungicidként hasznalt
Amphotericin B koncentracidjaval (1,69 uM). Az Amphotericin B a gomba
membranban talalhaté szterolokhoz kotddve tonkreteszi a membrant, el6idézve a
monovalens ionok kidramlasat és ezzel a sejtek pusztulasat. A vizsgalt peptidek
fungicid hatassal birnak a Candiba albicans WO-1, és Sc5314, a C. glabrata, C.
parapsilosis, C. krusei térzsekre. A gomba sejtekben a FITC - konjugalt NCR247
peptid szubletalis koncentracioban (5 pg/ml) a sejtek membranjaban akkumulalodik,
majd a citoplazmdban is kis mértékben megjelenik, melynek kovetkeztében
elmondhato, hogy a peptid elsédleges célpontja a gombak sejtmembranja (Ordogh,
Voros és mtsai. 2014). Emellett a peptidek membran integritasara kifejtett hatasat
vizsgalva, megallapitottak, hogy az NCR335, NCR247 és NCR192 a C. albicans
WO-1 toérzs membran integritasat megvaltoztatja. A peptidek gydgyaszatban valo
alkalmazasdhoz sziikséges volt azok hatdsadt vizsgdlni kiilonb6z6 humén
sejtvonalakon, mint pl. a vagindlis epitél sejtek és a keratinocitdk esetében. A
vizsgalatok soran kimutattak, hogy a peptidek csak nagyon magas koncentracidban
(>25pg/ml NCR335, 100 pg/ml NCR247, és 100 pg/ml NCR192) kérositjak a human
sejteket, azonban a gombakra mar sokkal alacsonyabb koncentracioban kifejtik
fungicid hatasukat. Mivel a peptidek képesek a gombak hifas formajat is eliminélni a
human sejtek karositdsa nélkiil, alkalmassa vélhatnak a Candida - fertézések

(candidiasis) kezelésére (Ordogh, Voros és mtsai. 2014).

Ezek alapjan elmondhatd, hogy a giimd specifikus kationos NCR peptideknek
szerepe lehet:

1. a hatékonyabb szimbiotikus kapcsolat kialakitdsa érdekében a szimbionta
partner sejtciklusdnak és metabolizmusdnak megvaltoztatasaban,

2. anitrogén fixalasban hibas baktériumok eliminalasaban,

3. a szeneszcens bakteroidok elpusztitasdban,

4. gazdaszervezet sejtjeibe, toxikus hatasuk révén, mas baktériumok és gombak

bejutasanak megakadalyozasaban.
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1.3. Kationos antimikrobiilis peptidek hatismechanizmusa

A ‘'kationos antimikrobialis peptidek' kifejezést azokra a peptidekre kellene
alkalmazni, melyek elsédleges biologiai funkcidja a mikroorganizmusok elpusztitasa.
Amennyiben ezen peptidek mas sajatossagara fokuszalunk (pl. kemoattraktans,
immunmodulald, sebgyogyitd vagy angiogenikus tulajdonsag), vagy in Vivo
koriilmények kozott ezek az alternativ bioldgiai funkciok a leggyakoribbak, akkor a
'gazda védelmi peptidek' kifejezést érdemesebb alkalmazni (Hancock és Patrzykat

2002).

Minden természetes antimikrobidlis peptidre jellemzd a kis méret (altalaban 12-50
aminosav hosszuak), a kationos toltés (atlagos toltés a +2 és +9 kozotti), és a
hidrofobicitds (Powers és Hancock 2003). Altalidban riboszémalisan szintetizalt
peptidek, melyek Kkonstitutiven, vagy indukalhatéan expresszalodnak, valamint

minden €16 eukariota és prokaridta képes a termelésiikre.

A kationos antimikrobidlis peptideket (a szintetikusakat is beleértve) szerkezetiik
alapjan két csoportba szoktak sorolni: a-helikalis és B-lemezes peptidek. lgaz, hogy
az elsddleges ¢és masodlagos szerkezetiiket tekintve jelentds valtozékonysag
tapasztalhatd kozottilk, azonban a negyedleges szerkezetiikkben hasonlosagot
mutatnak, miszerint amfifil molekulakat alkotnak, ahol a toltéssel rendelkezo és
hidrofoéb egységek a peptidek felszinére keriilnek elésegitve a membranokkal a

kolcsonhatasok kialakulasat (Straus és Hancock 2006).

A legtobb baktérium érzékeny a kationos antimikrobidlis peptidekkel szemben,
kivéve a Burkholderia valamint a Serratia és Proteus fajokat (Hancock és Patrzykat
2002). Bar sok ilyen peptidrél tudunk, azonban ezek hatdsmechanizmusanak
részletesebb vizsgalata csak néhdny peptid esetében tortént meg. A kationos
antimikrobialis peptidek hatasmechanizmusukat tekintve 'piszkos drog'-nak
tekinthetdk (Peschel és Sahl 2006), mivel amfifil természetiikb6l €s kationos

t6ltésiikbdl kifolyolag szamos célpontjuk lehet. Eveken at az a nézet uralkodott, hogy
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a kationos peptidek a membranokhoz kapcsolddva, azok tonkretételével fejtik ki
antimikrobialis hatasukat, azonban az elmult években kideriilt, hogy ezeknek a
peptideknek alternativ €s/vagy tovabbi nem membran célpontjaik is létezhetnek.
Ezek alapjan a peptideket két funkcionalis csoportba lehet sorolni: membran karositd
¢és membrant nem karositd peptidek (Powers és Hancock 2003), azonban a
kiilonbségtétel nehézkes, hisz a peptidek hatasmechanizmusa eltéré lehet a
kiilonb6z6 baktérium fajokon. Tekintet nélkiil arra, hogy a peptidek melyik
csoportba tartoznak, mindenképpen kolcsonhatasba kell 1épnilik a membranokkal,
akar roncsoljak azt, akar nem, hogy elérhessék a végso, sejten beliili célpontot

(Jenssen, Hamill és mtsai. 2006).

A két fobb csoport (o-helikalis és B-lemezes) szerkezeti eltéréseibdl adodik, hogy a
peptidek a citoplazma membranon més-mas modon jutnak at. Azonban a kationos
peptidek ¢és a bakteridlis sejt kozotti kolesonhatasok kezdeti 1épései megegyeznek. A
pozitivan toltott antimikrobialis peptidek a sejtek polianionos kiilsé felszinéhez
(Gram + baktériumok esetén a sejtfal asszocialt teichonsavnak ¢€s lipoteichonsavnak,
a Gram — baktériumok esetén pedig a lipopoliszaccharidnak (LPS) kdszonhetden)
kotddik. A kezdeti elektrosztatikus kdlcsonhatast kovetden a Gram — baktériumok
esetén a peptidek a 'sajat maguk altal kezdeményezett' mechanizmussal jutnak at a
kiils6 membranon (Hancock 1997). Azzal képesek ezt végrehajtani, hogy magasabb
az affinitdsuk a negativan toltott LPS molekuldkhoz kotddésben, mint a kétértéki
kationoké, pl. a Mg®* és a Ca®*(Jenssen, Hamill és mtsai. 2006), ezzel megbontva a
kiils6 membran stabilitasat, ami eldsegiti a kationos peptidek atjutdsat a membranon

(2. tablazat).
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Feltételezett aktivitas Peptid Hatiasmechanizmus
Membrant karosito Nisin Csatorna formald: lipid II gatlas és
sejtfal bontd enzimek felszabaditasa
Alamethicin ‘barrel-stave' (hordo-1éc)
Magainin 2 'toroidal-pore' (gyliriis porus)
Cecropin 'carpet' (szOnyeg) modell
Indolicidin aggregacios modell

Membrant nem karositod Buforin Il
Indolicidin

Pleurocidin szarmazék P-

Der
PR39
CP10A
Dermaseptin, HNP-1

Pyrrhocoricin, drosocin,

apidaecin
Pep5

Microcin 25

DNS szintézis

DNS szintézis, sejtosztodas

RNS, fehérje szintézis

fehérje szintézis, szeptum formalas

RNS, fehérje szintézis

fehérje szintézis

DnaK (chaperon) aktivitas gatlasa

sejtfal bontd enzimek felszabaditasa

szeptum formalas

HNP: human neutrofil

peptid

2. tablazat Kationos antimikrobialis peptidek és hatasmechanizmusuk Osszefoglalasa (Hale és

Hancock 2007).
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A citoplazma membrannal valo interakcié a peptidek foszfolipidekhez torténd
kapcsolodasaval veszi kezdetét. Amig a peptid:lipid arany alacsony, a kationos
peptidek kotott allapotban maradnak, parhuzamosan a membran felszinével (Brogden
2005), azonban ha ez az arany megemelkedik a peptidek mar képesek aggregalodni
¢és/vagy a membranba bejutva a membran integritdsat megzavarni. Erre a folyamatra
négyféle modellt irtak le részletesen: 'carpet' (szényeg) modell, 'barrel-stave' (hordo-
1éc) modell, a 'toroidal-pore' (gytirtis pérus) modell €s az aggregaciés modell. Mivel
minden egyes modell egy-egy adott peptid hatasmechanizmusaval kapcsolatban lett

leirva, egyik modell sem pontosabb, altalanosabb, mint a masik.

A szényeg modell (’Carpet’ modell) esetén (pl. cecropin) (Gazit, Boman és mtsai.
1995) a kationos peptidek nem jutnak be a membranba, hanem a citoplazma
membran kiilsd feliileté¢hez kotédve maradnak. A peptid egy adott mennyiségének
kotddése utdn, ugynevezett szonyeg alakul ki, mely meggyengiti a kettds réteg
szerkezetét azzal, hogy a membran elektrosztatikussagat megsziinteti, ezzel
eléidézve a membran micelldkra bomléasat. A baktérium sejtek pusztulasat a
membran komponensek elvesztésével indukaljdk a kationos peptidek. A modell
szerint egy adott peptidkoncentracié sziikséges a membran tonkretételéhez, ez
azonban nem mindig alatdmaszthat6 a kisérletes eredményekkel (Wu, Maier és
mtsai. 1999) (9. abra A.).

A 'barrel-stave’ modell vagy mas néven, 'helical bundle' (helikalis koteg) irja le pl.
az alamethicin és a gramicidin S hatdsmechanizmusat (Wu, Maier és mtsai. 1999;
Brogden 2005). A peptidek citoplazma membranhoz kotddését kovetden,
amennyiben a peptid:lipid arany elér egy kritikus értéket, a peptidek a membranra
merdlegesen elhelyezkedve a lipid kettds rétegbe integralodnak. Ekkor a peptidek
orientacidja megvaltozik, mégpedig olyan modon, hogy a hidroféb oldallancok a
membran hidrofob belseje felé néznek, mig a polaris oldallancok egymas felé
fordulva kialakitanak egy centralis hidrofil belsé részt, mely a membran teljes
szélességén ativel, kialakitva egy porust, melyen a sejttartalom kidramlik, ezzel
okozva a baktérium pusztuldsat. Az azonban nem egyértelmii, hogy a legtdbb

esetben, hogyan alakulnak ki ezek a porusok, mivel a kialakuld porusok mérete és
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fennmaradasanak ideje irregularis és enyhén kation szelektiv (mig ha a kationos
csoportok a sziik pérus lumene felé iranyitodnak, annak anion specifikusnak kellene

lennie) (Wu, Maier és mtsai. 1999) (9. abra B.).

A 'toroidal — pore’ modellben (ide tartozik a magainin 2) (Yang, Harroun és mtsai.
1998) a peptidek a membranhoz kotddve, a lipidek befelé fordulasat okozva, egy
olyan csatornat alakitanak ki, melyet a lipidek fej csoportja €s a membran felszinéhez
kotédé peptidek bélelnek ki, Osszekdtve a membran kiilsé és belsd felszinét. A
peptidek tobbsége membranhoz kotddve marad, ellentétben a 'barrel-stave’ modellel,
ahol a peptidek csak kezdetben kotdédnek a fej csoportokhoz. A kialakuld porus a

sejttartalom kiiiriilését eredményezi (Matsuzaki, Murase és mtsai. 1996) (9. abra C.).

Az aggregaciés modell szerint (ide tartozik a polyphemusin és az indolicidin)
(Bechinger és Lohner 2006) a kationos peptideknek a membran felsziné¢hez kotddve
egy adott koncentraciot elérve megvaltozik az orientacidja, ezzel lehetéveé téve
micella-szer(i komplexek kialakulasat, mely a lipid kettds rétegbe bejutva egy peptid-
lipid komplexet képez (Wu, Maier és mtsai. 1999) (9. abra D.). A kationos
antimikrobialis peptidek hatdsdra, a membranon 4ativelé lipidbdl, a kationos
peptidekbdl és vizbdl alloé aggregatumok kialakitdsaval egy, az ionok szamadra
atjarhato csatornat alkotnak, mely a sejttartalom kidramlasat segiti eld. Azonban a
spontan dezorganizacid révén a kationos peptidek bejuthatnak a citoplazméba is, ahol
adott célmolekulakon keresztiil fejthetik ki 616 hatasukat (9. abra) (Hancock és
Patrzykat 2002).
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\' A peptidek a kiilsé membranhoz kétédnek
A peptidek az LPS kétértékii kation-k6té " s
helyéhez kétédnek (Gram-) ‘
A 4 B C D
y P, 4 .
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% > » C \
~ g y o \ N\ §

K’:{‘ﬁ: =3 Miés célpontok
o ¢,

DNS és RNS szintézis T |

Fehérje szintézis Fehérjék feltekeredése
(folding)

9. abraAntimikrobialis peptidek Gram — baktériumokra gyakorolt hatisinak mechanizmusa.
Ahhoz, hogy a kationos antimikrobialis peptidek kifejthessék hatasukat, at kell jutniuk a baktérium
kiils6 membranjan, melynek els6 1épése az anionos lipopoliszaccharidokhoz valé kotodés a kétértéka
kation kotd helyen keresztiil. A membran permeabilizacié folyamatanak lehetséges valtozatai: a
'carpet’ (szényeg) modell (A), 'barrel-stave' (hordé-léc) modell (B), a 'toroidal-pore' (gylirlis porus)
modell (C), és az aggregacios modell (D). A membranon kifejtett hatasuk kovetkezményeként a
kationos antimikrobialis peptidek bejuthatnak a citoplazmaba, ahol kétddhetnek, ill. akadalyozhatjak a
DNS ¢és RNS szintézist, fehérje szintézist, fehérje folding-ot és a sejtfal szintézist, vagy annak

integritasat megvaltoztathatjak(Hale és Hancock 2007).

A kationos peptidek azonban nem csak a membranok karositasa révén fejthetik ki
antimikrobidlis hatdsukat. Szamos olyan peptid 1étezik, melynek célpontja a sejten
beliil talalhato, illetve a hatdsukat a membranon atjutva fejtik ki, mikdzben a
bejutasuk soran a membrankarositds csak, mint mellékhatds jelenik meg.
Mindemellett ismert, hogy a kationos peptideknek akar tobb, sejten beliili célpontja
is lehet (pl. indolicin) (Powers és Hancock 2003; Peschel és Sahl 2006). Ezek a
kationos antimikrobidlis peptidek toltésiikbdl kifolydlag képesek kolcsonhatasba

1épni szamos anionos komponenssel, mint pl. a buforin II, mely a baktériumok DNS-
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ével 1ép kolcsonhatasba (Park, Kim és mtsai. 1996), a cecropin, mely fehérje
szintézis gatld (Agerberth, Lee ¢és mtsai. 1991; Shi, Ross és mtsai. 1994), a
pyrrhocoricin, a drosocin és az apidaecin, melyek elsddleges célpontja a fehérje
folding-ban szerepet jatszo 70 kDa bakterialis chaperon, a DnaK (Otvos, O és mtsai.
2000), valamint a microcin25 (Salomon és Farias 1992) ¢és az indolicidin
(Subbalakshmi ¢s Sitaram 1998), melyek a membran-asszocialt, a szeptum
kialakitasaban szerepet jatsz6 molekulakhoz kotddve képesek megallitani a sejtek

osztodasat (9. abra).

Az ismertebb kationos antimikrobialis peptidek k6zé sorolhatéak a polymyxinek is.
A polymyxinek bazikus penta vagy dekapeptid antibiotikumok kozé tartoznak,
melyek egy cikloheptapeptid gytirtit tartalmaznak C9 vagy C10 zsirsavlanccal, és a
Bacillus polymyxa termeli nem riboszémalis uton (Storm, Rosenthal és mtsai. 1977).
Antimikrobidlis aktivitdsuk célpontja a baktériumok membranja. Kationos
polipeptidként a Gram - baktériumok kiils6 membranjat alkotd6 anionos
lipopoliszaccharidokhoz kotodik, megbontva a membran integritdsat, ezzel
megndvelve a membran permeabilitdsat (Schindler és Teuber 1975; Scholar és Pratt
2000). A polymyxinek altal kivaltott 616 hatas a membran permeabilitasanak
megemelésével fejezddik ki (Zhang, Dhillon és mtsai. 2000).

(C) Polymyxin B L-DAB—D-Phe—L-Leu
R—L-DAB—L-Thr—L-DAB—L-QAB
L-Thr—L-DAB—L-DAB

R = {+)-6-methyloctanoyl (B1)
R = 6-methylheptanoyl (B2)

10. abraA Polymyxin B szerkezete(Mogi és Kita 2009).

A katioson ciklikus peptidek, mint a polymyxin B felhalmoz6dnak a baktériumok

citoplazma membranjaban és a periférids vagy a membranba beépiild6 membran
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fehérjék hidrofob doménjének quinon-kotd helyét elérve fejtik ki hatdsukat (Mogi és
Kita 2009) (10. abra).

A magasabb rendii szervezetekben megfigyelhetd, hogy adott helyen tobbféle
kationos antimikrobidlis peptid termelése zajlik, mely a védekezés egy természetes
moddja (pl. az emberi bor)(Chen, Niyonsaba és mtsai. 2005). Ezekben az esetekben
feltételezhetd, hogy a fokozottabb fertézésveszély elharitasa érdekében a kiilonb6zd
kationos peptidek kozott szinergikus aktivitas alakul ki. A szinergia vizsgalatara és
bizonyitasara csak a standardizalt technikak, mint pl. a checkerboard titralas
alkalmasak, mas médon a peptidek kozotti egylittmiitkodés nem, vagy csak nehezen
mutathatd ki (Yan és Hancock 2001). Mas tanulmanyok is bizonyitottdk, hogy
lehetséges a velesziiletett védelem részeként a kiilonb6zd kationos peptidek kozott
megnyilvanulo szinergia, pl. a csirke gallinacins 7 és 9 kozott (Milona, Townes és
mtsai. 2007). A hatékonyabb védelem szempontjabol feltételezhetd, hogy ezeknek a
kationos antimikrobialis peptideknek eltérd a hatdsmechanizmusa. A csoportunk altal
vizsgalt NCR peptidek esetén is a peptidek nagy szdma és sokfélesége arra enged
kovetkeztetni, hogy az antimikrobidlis hatdssal rendelkezd kationos peptidek kozott
szinergikus aktivitas all fenn, annak érdekében, hogy a nitrogén fixal6d szimbiotikus

sejteket mas mikroorganizmusok feliil ne fert6zz¢k.

1.4. Fehérje-fehérje kolcsonhatasok kimutatasa

A széles korben elterjedt genom szekvenalasok kovetkezményeként a prediktalt
gének szama megemelkedett, azonban ezek funkcidjanak meghatarozasadhoz sokféle,
nagy hatékonysagl vizsgalat és azok kombinacidja sziikséges. A forward, vagyis
elére mutatd genetikai vizsgalatok, mint pl. a random transzpozon mutagenezis
(Meade, Long és mtsai. 1982; Pobigaylo, Wetter és mtsai. 2006) és a gének, vagy
genomi régiok célzott delécioja vagy tonkretétele (House, Mortimer és mtsai. 2004;

Pickering, Yudistira és mtsai. 2012) segithet a fontosabb biologiai folyamatokban
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résztvevé gének funkcidjanak meghatarozésdban. A teljes genom transzkriptom
analizise, kiegészitve a microarray technoldgiaval (Becker, Berges ¢és mtsai. 2004),
az RNS szekvenaldssal (Roux, Rodde ¢és mtsai. 2014), a (célzott)
transzkripcids/transzlacios riporter gén fiziok hasznalatadval (Humann, Schroeder és
mtsai. 2008), valamint a kiilonb6zd fizioldgiai kondiciok alatt végzett protedm
analizissel (Djordjevic 2004), lehet6séget biztosit olyan gének azonositasara, melyek
a vizsgalt feltételek mellett fontos bioldgiai funkcidkkal rendelkeznek.

Azonban a vizsgalt gének altal kodolt fehérjék jelentds része nem Onmagaban,
hanem komplexek formdjaban fejtik ki hatasukat, ezért a fehérje-fehérje
kolesonhatasok vizsgalata fontos informaciot szolgaltathat a fehérjék funkcidjanak
megismerésében. A kolcsonhatdsok vizsgalatara szdmos biokémiai modszer
alkalmas. Ide tartozik az éleszt6 két-hibrid rendszer, az immunprecipitacié és a pull-

down analizis is.

1.4.1. Eleszt6 két-hibrid rendszer

A rendszer elnevezése azon alapszik, hogy a vizsgélat soran kétféle hibrid, vagyis
fuzios fehérjét hasznalnak a kolcsonhatds kimutatidsara. Alapja, hogy a legtdbb
eukariota transzkripcios faktor modularis felépitésli, vagyis tobb doménbdl allo
fehérjék. A transzkripcios faktorok egyik doménje a megfelel6 DNS szakaszokhoz
(upstream szabalyozd elemek, UAS) kotddik specifikusan (ezek a DNS-kotd
domének) (11. abra BD), mig a masik aktivator doménnak nevezett része, a
transzkripcid szabalyozasdban szerepet jatszo fehérjékkel alakit ki kdlcsonhatést (11.
abra AD), s ez a kolcsOnhatas serkenti a gén transzkripciojat. Ha a két domént
kiilonallo fehérjekként termeltetjiik, 6nmagukban nem tudnak fizikai kdlcsonhatasba
1épni, és nem tudjak aktivalni a célgének expresszidjat. Azonban ha mas fehérjékhez
fuzionaltatva termeltetjik oket (X-BD és Y-AD), és a fuzidés partnerek
kolesonhatasba lépnek egymassal, akkor a megfeleld térbeli kozelség hatdsira a

kivalasztott, riporter gének atirdsa megtorténik. A riporter gének kifejezddése alapjan
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valaszthatoak ki azok a klonok, melyekben a vizsgalt fehérjék kdlcsonhatasba 1épnek
egymassal.

Az eredeti éleszté két-hibrid rendszerben a S. cerevisiae Gal4 transzkripcios faktor
BD ¢és AD alegységeit hasznaltak fel (Fields és Song 1989; Chien, Bartel és mtsai.
1991). A két-hibrid rendszerhez hasznalt éleszt6 torzsek kiillonbdz6é aminosav és
nukleotid bioszintézist érintd auxotrofiat okozod mutaciét hordoznak, mint pl. a
LEU2, TRP1, HIS3, URA3 ¢és ADE2. A két-hibrid rendszerben alkalmazott
plazmidok transzformacidjaval két mutacid6 komplementalédik, a fennmaradd
auxotrofidk megsziinése pedig indikacioja a vizsgalt fehérjék kozott kialakulod
kolesonhatdsnak.

Ebben a rendszerben a BD doménhez fzionaljdk az Gn. csali fehérjét (bait), mig az
AD doménhez kotik az un. préda (prey) fehérjét vagy fehérjéket. A kisérlet célja a

csali fehérjék kdlcsonhatd partnereinek azonositasa a préda fehérjék segitségével.

| Riporter gének

11. abraAz éleszté két-hibrid rendszer alapelve.

| UAS | TATA

Az élesztd transzkripcids faktor DNS-k6té alegységét (DB) az X fehérjéhez fuzionaltak, mely az
upstream aktivacids szekvencidhoz (UAS) kotédik. A transzkripcids fehérje aktivacios alegységét
(AD) pedig az Y fehérjéhez, mely az RNS polimeraz 11 odavonzaséban segit. Amennyiben az X és Y

fehérje kolcsonhatasba 1ép egymassal, akkor a funkcioképes transzkripcios faktor helyredll és a

crer

mtsai. 2008).

Az élesztd két-hibrid rendszernek, gyakorlati alkalmazasat tekintve, két tipusat

kiilonboztethetjiik meg: matrix és a random ¢cDNS konyvtar alapu megkozelités. A
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matrix esetében teljes hosszusdgu open reading frame-ek (ORF) Osszes lehetséges
kombinaciojanak szisztematikus vizsgalata torténik a kiilonbozé mating tipusu
¢lesztd sejtek alkalmazasaval. A kolcsonhatd partnerek meghatarozasa a haldzaton
(matrix) beliil elfoglalt pozicidja alapjan torténik, nem sziikséges a szekvenalds.
Azonban a rendszer hatranya, hogy a vizsgalat a teljes hosszisagi ORF-ek egy
csoportjara korlatozodik (a klasszikus €lesztd két-hibrid rendszerekben a membran
fehérjék nem vizsgdlhatoak), igy el6fordulhat, hogy nem minden kolcsonhato

partnert képes kimutatni, azaz fals negativ eredményeket kapnak(Stagljar 2005).

A klasszikus, random cDNS konyvtarak (préda) alkalmazasa soran a préda fehérjék
nem egyesével hanem csoportositva szerepelnek. A konyvtar azonban nem csak a
lehetséges kolcsonhatd partnerek teljes kodold szekvencidjat tartalmazza, hanem
azok fragmentjeit is, mely bizonyos esetekben eldnyos is lehet, ha a fehérje mas
doménjei amigy megakadalyoznak a kolcsonhatas kimutatasat (Ito, Chiba és mtsai.
2001; Ito, Chiba és mtsai. 2001; Auerbach, Thaminy és mtsai. 2002). Azonban
el6fordulhat, hogy ezek a kis fagmentek nem specifikusan kotddnek a prey
fehérjékhez és ezzel fals pozitiv eredményt produkélnak. A kdlesonhatd partnerek
meghatarozasahoz ebben az esetben sziikség van kolonia PCR-re, valamint a kapott
fragmentek szekvenalasara is. Konyvtarak alkalmazésaval kisziirhetdk a fals negativ

eredmények, azonban a fals pozitivak nem (Stagljar 2005)(12. abra).
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Csali fehérjék Zsakmany fehérjék o Zsakmany fehérjék
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12. abraNagy ateresztéképességet eredményezé technikak otvozése az éleszté két-hibrid
rendszerrel.
A) konyvtar alapt megkozelités, mely soran a random prey fehérje a kdnyvtarbol szarmazik,
azonositasahoz tovabbi kisérletek sziikségesek. B) matrix alapu megkdzelités, melyben az adott prey
fehérjék, adott pozicidban talalhatok, igy a kolcsonhatds kimutatdsa soran azonositasuk nem okoz

problémat, tovabbi kisérleteket nem igényel(Stagljar 2005).

1.4.2. Az éleszt6 két-hibrid rendszer eredményeinek megerdsitésére szolgalod

technikak: immunprecipitacio, pull-down

Az ¢lesztd két-hibrid rendszer segitségével azonositott kolcsonhatd partnerek
ellendrzésére, igazoldsdra mas biokémiai modszer/ek is sziikséges/ek. Ezek kozé

tartozik a ko-immunprecipitacio és a pull-down technika is.

Az immunprecipitacié specifikus fehérjék, vagy fehérje komplexek sejtlizatumbol
torténd tisztitasara, koncentraldsara alkalmas modszer, mely szilard hordozohoz
kikotott specifikus antitestek segitségével valosul meg. A vizsgélat kétféleképpen is

torténhet: 1: az ellenanyagot elsd 1épésként kikotik a szilard hordozéhoz (affinités
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gyongy), majd ezzel inkubaljak egylitt az antigént (keresett fehérjét) tartalmazéd
elegyet, mely a leggyakrabban sejtlizatum (elére immobilizalt antitest modszer), 2:
az ellenanyag ¢és a sejtlizatum egylittes inkubaldsa utan adjak a rendszerhez az
affinitds gyongyoket, mely megkoti az antitest-antigén komplexet (szabad antitest

modszer) (13. abra).

elére immobilizalt szabad antitest
antitest modszer modszer

0" ® - " Antitest

£

Antigén
minta
Antitest

Szilard
hordozé

/\\

Szilard
hordozé

'/
D
N
/ An.tigén

minta

//v Immun
,\ komplex
N

%

B Komplex Komplex
szétvdlasztdsa i szétvdlasztdsa
Eldobando

Eldobandé

N
—
N f N>

% \ / N
Precipitdlt antigén vizsgalata

13. abra Immunprecipitacié folyamata immobilizalt és szabad antitestek alkalmazasaval. (Thermo

Fisher Scientific Inc.)

A Kko-immunprecipitacio alapjaiban megegyezik az immunprecipitacioval,
azonban a rendszer az antigénhez kot6dd barmilyen fehérje/fehérje komplexek

azonositasara alkalmazhat6. Ebben az esetben az antigént (ismert fehérjét) bait (csali)
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fehérjének, mig a kolcsonhatdé partnereket prey (zsdkmany) fehérjéknek is

nevezhetik.

A pull-down technika, koncepcio tekintetében hasonlit a ko-immunprecipitaciora,
vagyis ismert bait fehérje lehetséges kolcsonhatd partnereinek azonositasara
alkalmas, azonban ez a rendszer nem ellenanyag-affinitas alapu. A bait fehérje
szilard hordozohoz kotése kovalens kotéssel, vagy affinitas ,,cimkén” keresztiil
torténik, mely a szilard hordozo feliiletén talalhatd receptorhoz kotédik. A
legismertebb és leggyakrabban hasznalt fuzids ,,cimke” a His-tag (hexa-hisztidin
»cimke”=His-tag), mely képes kétértékli kationokhoz kotddni. Ha Ni%, Co?* és Cu®*
ionok kelatolo agens segitségével, valamely szilard feliilethez vannak kotve,

tokéletes rendszerként szolgalnak His-tag-gel jelolt fehérjék megkdtésére (14. abra).

1. épés. A fuziés jeloléssel ellatott csali fehérje 2. lépés. A meg nem kotott 3. |épés. A zsdkmany fehérje kikotése
bilizéldsa a sejtlizd bél fehérjék eltavolitasa / az immobilizélt csali fehérjéhez
. /
Agaroz N -- 3 v J
BYONBY ) tfinitas ¥ g% 0% B ® .ﬁ
ligandum B cooi fehérie [ 6 .o ¢
[) . 0.5 L J
¥ eoN N - ™
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*e % & 0 % @
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4. |épés. A meg nem kotott 5. lépés. A fehérje-fehérje komplex 6. Iépés. A fehérje-fehérje komplex
fehérjék eltavolitasa / elualasa izsgalata SDS-PAGE segitségével
0 1 S Csali
> Elici6
. Q\. —1 — | 2zsikminy
W Marker  Tisztitott Kontroll ~ Tisztitott
SErEE csali fehérje-fehérje
‘ . komplex
. Fugdlés Eltévolitott kdlcsonhaté komplex
. = Affinitas ligandum (glutation, Co2+ kelatum vagy streptavidin)
>] = Fazids jeldls (GST, polihisztidin vagy biotin)

14. abra A pull-down technika altalanos sematikus abrazolasa. (Thermo Fisher Scientific Inc.)
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A hisztidin fuzids rendszer mellett gyakran alkalmazzdk még a fehérjék kozotti
kolcsonhatas kimutatdsara a glutation/GST, valamint az avidin/biotin rendszert. A
glutation/GST rendszerben egy 26 kDa nagysdgi enzimet (GST: glutation- S-
transzferdz) flzionaltatnak a bait fehérjéhez, mely a szilard hordozéhoz kotott
glutationhoz (3 aminosavbol allo peptid, ami az enzim szubsztratja) képes erdsen
kotédni. Az avidin/biotin rendszerben a fehérjéket kémiai reakcidkon keresztiil
biotinilaljak, mely modositds hatasara a moddositott fehérjék képesek a tetramer
szerkezetli glikoproteinhez, az avidinhoz ko6tédni (14. 4bra).

A prey fehérjék azonositasa tobbféleképpen torténhet: tomegspektroszkopia,

western analizis, stb.
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2. Célkitizés

Csoportunk korabban kimutatta, hogy a M. truncatula gyokérgiiméiben termel6do
giimo-specifikus ciszteinben gazdag (NCR) peptidek fontos szerepet toltenek be a
szimbiotikus partner fejlodésében ¢és tobbféle mechanizmussal jarulnak hozzd a
bakteroidok differencialédasahoz. Emellett a kationos NCR peptidek széles
spektrumtl  antimikrobialis anyagoknak is tekinthetdek, mert 0©l6 hatassal
rendelkeznek nemcsak a szimbiotikus partnerrel, hanem szamos Gram - és Gram +

baktériummal, valamint élesztdszerlien n6vo és fonalas gombakkal szemben is.

Munkam soran célul tiiztik ki, az antimikrobialis hatassal rendelkezo, kationos
peptidek hatdsmechanizmuséanak vizsgalatat, illetve olyan technika kialakitasat, mely

megkonnyiti a novényi peptidek bakterialis kdlcsonhato partnereinek azonositasat.

A megvaloésitas soran a kovetkez6 feladatokat terveztiik végrehajtani:

1. Az NCR peptidek kiilsé és belsé membranra és membranpotencialra gyakorolt
hatasanak meghatarozasa.

2. Az NCR peptidek baktériumokra kifejtett hatdsanak mikroszképos vizsgalata.

3. A fehérje-fehérje kolcsonhatasok tanulmanyozasara alkalmas, a S. meliloti 1021
torzs Osszes prediktalt génjét tartalmazdé (ORFeome) éleszté kettds-hibrid
konyvtar létrehozasa.

4. Azj S. meliloti ORFeome konyvtar hasznalatanak optimalizalasa.

5. Az NCR247 peptid kolcsonhatd partnereinek azonositasa az 10j konyvtar
alkalmazasaval.

6. A kapott eredmények megerdsitése mas biokémiai technikak alkalmazasaval
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Kationos peptidek hatasmechanizmusanak vizsgalatahoz kapcsol6do

anyagok és modszerek

3.1.1. Koloniat képzo egységek (CFU: colony forming wunit) szamdnak

Meghatdrozasa

A Sinorhizobium meliloti AK631 torzset TA taptalajban (Tripton 10gr/l, Yeast
extract 1gr/l, NaCl 5gr/l, 1mM MgSO4, 1mM CaCl,) ¢éjszakan Kkeresztiil
novesztettilk. A logaritmikus novekedési fazisban 1évd baktériumokat 10 ml TA
taptalajban visszahigitottuk ODgp=0,05 értékig. Majd tovabb ndvesztettiik 30 °C-on
250 rpm-mel rdzatva. Amint a baktériumok elérték a megkézelitleg 10” (ODgo=0,1)
sejtszamot, ezeket centrifugalassal (1 perc, 13000 rpm) 0sszegyjtottiik, majd kétszer
mostuk 10 mM kalium-foszfat (pH=7) pufferrel, majd ugyanebben a pufferben
szuszpendaltuk a baktériumokat. Megkozelitéleg 107 (ODgpo=0,1) sejtet 30 percig
Polymyxin B-vel 30°C-on. A kezelt sejteket négy 1épcsés tizes higitasi sorban kentiik
ki TA lemezekre. A kapott telepszamok alapjan hatdroztuk meg a sejtek tulélési
képessegét.

3.1.2. Kiils6 membran permeabilitasanak vizsgalata

A vizes oldatban fluoreszcenciat nem mutatdo 1-N-phenylnaphthylamine (NPN)
festék a membran karosodas hatasara, a membran hidrofob magjaba bejutva,
megemelkedett fluoreszcencia szintet mutat, melynek mérésével meghatdrozhatod a
membran permeabilitds mértéke, melyet mikrotiter lemez leolvaso késziilék
(FLUOstar OPTIMA; BMG Labtech) segitségével 355 nm-es excitacio és 405 nm-es
emisszio mellett detektaltunk (Brito és Vaz 1986). A méréshez a baktériumokat
hasonl6 mdédon ndvesztettiik, mint a CFU meghatarozasa esetén, de a baktériumokat

5 mM HEPES pufferben (pH=7,2) szuszpendaltuk. A mérések soran 96-lyukt FIA
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tipusu fekete lemezek lyukaiba 30 ul 5 mM-os HEPES puffert (pH=7,2) és 50 ul 40
uM koncentracidoju, HEPES pufferben (pH=7,2) higitott NPN-t pipettaztunk, majd
kozvetleniil a mérés eldtt adtunk 100 pl baktérium szuszpenziot. Harom mérési
ciklust kdvetden (minden ciklus 9 mésodperc) adtuk az elegyhez a HEPES pufferben
(pH=7,2) higitott peptideket 20 pl térfogatban. A fluoreszcencia értékeket tovabbi 18
cikluson keresztiil mértiik. Kontrolként (i) csak HEPES-t és NPN-t, (ii) HEPES-t,
NPN-t és peptidet, valamint (iii) HEPES-t, NPN-t és baktériumokat tartalmazé
elegyeket alkalmaztunk. Minden mérést legalabb haromszor ismételtiink meg. Az
eredményeket relativ fluoreszcencia értékben adtuk meg. Ehhez a (ii-es) kontroll
fluoreszcencia értékeit kivontuk a peptideket ¢és baktériumokat is tartalmazé mintak
fluoreszcencia értékeib6l. A mérések soran abszolut pozitiv kontrollként EDTA-t
hasznaltuk. A peptideket az alabbi koncentracidkban alkalmaztuk: (1) 50 ug/ml, (2)
25 ug/ml, (3) 12,5 ug/ml és (4) 6,25 ug/ml).

3.1.3. Atomerd mikroszkopos vizsgalatok (AFM):

Az atomer6 mikroszkopos kisérleteket Asylum Research MFP-3D tipusu fejjel és
Molecular Force Probe kontrollerrel (Santa Barbara, CA, USA) végeztiik. Vezérlo
programként (MFP-3D Xop) IGOR Pro szoftvert (6.22A verzié, Wavemetrics, Lake
Oswego, OR, USA) hasznaltunk.

A mérésekhez arannyal bevont, szilicium-nitridbdl késziilt Biolever A (BL-RC150
VB-C1, Olympus Optical Co. Ltd., Tokyo, Japan) tipusi rugdlapkat és tiit
hasznaltunk. A rugélapkdk nomindlis rugédéallanddja 30 pN/nm, sajat rezgési
frekvenciaja 37 kHz levegdben és gorbiileti sugara 30 nm. A rugolapkakat minden
mérés eldtt termalis modszer alapjan kalibraltuk (Hutter és Bechhoefer 1993; Butt és

Jaschke 1995; Florin, Rief és mtsai. 1995).

A méréseket folyadékban végeztik AC (tapping) moddban, a rugdlapkat sajat
rezonancia frekvenciajan rezgetve. A képek 512x512 képpontos felbontassal
késziiltek. A pasztdzas soran a rugdlapka mindkét iranyba térténd mozgasat kiilon

regisztraltuk, majd a kapott képeket Osszehasonlitva szlrtiik ki az esetleges
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mihibakat és beallitdsi problémékat. Minta el0készités: A baktériumokat ugyantgy
készitettiik eld, ahogy a tulélési tesztek soran. Megkozelitdleg 10’ sejtet inkubaltunk
mikroszkopos mérésekhez a baktériumokat frissen hasitott 1 cm x 1 cm teriileti
muszkovit csilldam (SPI-Chem™ Mica Sheets, Structure Probe, Inc., West Chester,
PA, USA) feliiletére rogzitettiik. A negativan toltott csillam felszinét poli-L-lizinnel
(PLL) kezelve olyan feliilet allithato el6, mely kedvezé a Gram-negativ baktériumok
— mint pl. a S. meliloti — adszorpcidjahoz. A kisérletek soran mindvégig kalium-
fosztat puffert hasznaltunk (10 mM, pH=7,0).

3.1.4. Pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalatok (SEM):

A Dbaktériumokat ugyanugy készitettik eld, ahogy a tulélési tesztek soran.
Megkozelitéleg 107 sejtet inkubaltunk 30°C-on 30 percen keresztiil 25 upg/ml
koncentracioji NCR peptiddel (NCR247 ¢és NCR335) valamint kontrollként a
pufferben szuszpendalt kezeletlen baktériumokat hasznaltuk. A mintak végtérfogata
100 upl volt. A mintakat 2,5% (w/v) - 0s 0,1 M kakodilat pufferben feloldott
glutaraldehiddel fixaltuk, majd kalium-foszfat pufferrel alaposan mostuk, és
fokozatosan emelkedé koncentracidju  (50%-70%-80%-90%-95%-98%-100%)
etanollal dehidrataltuk. A sor végén az abszolut etanolt t-butil-alkoholra cseréltikk. A
mintakat egy éjszakan at 4 °C—on taroltuk. A mintakat fagyasztva szaritottuk, majd
arannyal bevontuk. Az elOkészitett mintdkat HITACHI S-4700 pasztazo

elektronmikroszkop segitségével vizsgaltuk.

3.1.5. Belso membran ateresztoképességének vizsgalata
Propidium — jodid membrdan permeabilizdacios teszt:

A baktériumokat ugyanugy készitettiik eld, ahogy a tulélési tesztek soran. A

mérések soran 96-lyuku FIA fekete lemezek lyukaiba megkozelitdleg 80 pl
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c sy

crer

elegy végtérfogata 100 pul legyen. Pozitiv kontrollként hével kezelt (10 perc forralas)
baktériumokat hasznaltunk, mig negativ kontrollként a kezeletlen baktérium sejtek
szolgaltak. A kezelés hatasara bekovetkezd fluoreszcencia intenzitasvaltozasokat 530
nm exitacos és 600 nm emisszidés hullimhossznal folyamatosan mértiik mikrotiter

lemez leolvasoé késziilék segitségével (FLUOstar OPTIMA; BMG Labtech.).

[-galaktozidaz enzim aktivitas teszt:

Az NCR peptidek bels6 membran permeabilizalé hatdsdnak mértékét a -
galaktozidaz enzimet, a hemA gén promoterérdl konstitutivan expresszald S. meliloti
AK631 (pXLGD4) torzs (Leong, Williams ¢és mtsai. 1985) alkalmazasaval
hataroztuk meg. Az enzim aktivitasa a szintelen, mesterséges kromogén szubsztrat,
az orto-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid (ONPG), sarga szinti (A max = 420 nm)
orto-nitrofenol-1a (ONP) torténd atalakulasa révén detektalhatd (Miller 1972). Ezt a
mesterséges szubsztratot a baktérium sejtek nem veszik fel, s az intakt membranokon
nem jut at, igy enzimaktivitds csak a membran folytonossdganak megsziinése esetén

mérheto.

A kisérlet soran a S. meliloti AK631 (pXLGD4) sejteket a tulélési teszthez hasonld
moédon készitettik eld. Ezt kovetéen megkozelitéen 10° db sejtet vettink fel Z
pufferben (0,06 M Na,HPO,.7H,0, 0,04 M NaH,PO4.H,0, 0,01 M KCI, 0,001 M
MgSO, ¢és 0,05 M pB- merkapto-etanol). Ezeket a sejteket 30 percig
kezeltiik, valamint abszolut pozitiv kontrollként a sejteket 20 pl kloroformmal és 10
ul 0,1 % SDS-sel kezeltiik. Negativ kontrollnak a Z pufferben felvett kezeletlen
sejteket tekintettiik. Az inkubalast kovetden a sejtekhez 150 pl, 4mg/ml
Na,COj3; hozzaadasaval allitottuk le. A mintdkat 5 percig 13000 rpm-mel
centrifugéltuk. A feliilusz6 420 nm-en kapott abszorbancia adatait (A420), a kezelés
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id6tartamat (t), a kezelt mintak térfogatat (V) és a kezelt sejtek mennyiségét (ODgoo)

figyelembe véve hataroztuk meg a B-galaktozidaz enzim aktivitasat (Miller Unit).

Miller unit: (A420/t*V*ODggo)*1000

3.1.6. Membranpotencial meghatarozasa

A szimbiotikus peptidek membranpotencidlra gyakorolt hatdsat a Life
Technologies™BacLight™ Bacterial Membrane Potential Kitsegitségével hataroztuk
meg. A Kit-ben talalhato DIOCy(3) (3,3'-Dietiloxakarbocianin-jodid) fluoreszcens,
membranpotencidl  indikdtor festék minden bakteridlis sejtbe  alacsony
koncentracioban képes bejutni, mely z6ld fluoreszcencia jelet eredményez. Azonban
az egészséges sejtekben, ahol a membranpotencidl tartésan fennall, ez a jel a vords
felé tolodik el a sejten beliil felhalmoz6do festék molekuldk kozotti kdlesonhatés
kialakulasa révén (Novo, Perlmutter és mtsai. 1999; Novo, Perlmutter és mitsai.
2000). A zold, ill. vords fluoreszcens jelet kibocsatd baktériumok flow citométer
segitségével konnyen elkiilonithetéek. A kit-ben talalhat6 a kontrollként hasznalhat6
CCCP (karbonil cianid m-klorofenil hidrazon) proton ionofér, mely a baktérium

sejtek membranpotencialjat teljes mértékben megsziinteti.

Mivel a relativ zold, ill. voros fluoreszcencia intenzitds nagymértékben valtozhat a
sejtek méretének fliggvényében, ill. a lehetséges sejt-aggregacio kovetkezményeként,
igy a voOrds/zold fluoreszcencia  értékek  hanyadosanak  hasznalataval
kikiiszobolhetéek a sejtek méretbeli eltéréseibdl fakado fluoreszeencia intenzitasbeli

eltérések.

A sejteket ebben az esetben is a tulélési teszthez hasonlé6 modon készitettiik eld. A

megkozelitéen 107 db sejtet vettiink fel a kitben talalhato PBS pufferben (Gibco),

crer

crer
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30 puM végkoncentracioval alkalmaztuk. A kisérletet 3 fliggetlen bioldgiai

parhuzamossal végeztiik el.

3.2. Molekularis biolégiai anyagok és médszerek
3.2.1. Kompetens sejtek készitése, transzformdcio
3.2.1.1. Escherichia coli kompetens sejt készitése és transzformalasa:

Munkank soran az Escherichia coli DH5a (F— ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF)
U169 recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44 - thi-1 gyrA96 relAl)
torzsét hasznaltuk, melyet 37°C-on ndvesztettiink Luria- Bertani (LB) tdpoldatban
vagy LB agar lemezen (Sambrook, Fritsch és mtsai. 1989) a megfeleld
antibiotikumok alkalmazasaval. A kémiai kompetens sejtek eldallitasara a Maniatis -
féle rutin eljarast alkalmaztuk (Sambrook, Fritsch és mtsai. 1989). A kémiai
kompetens sejtek hatékonysaganak min. 10 CFU/ pg DNS vagy anndl magasabb

értéknek kellett lennie.

E. coli kompetens sejt transzformalasa az alabbi protokoll alapjan tortént: A 100 pl
kompetens sejtet jégen felolvasztottuk, majd 3-5 pl ligdtummal 30 percen at jégen
inkubaltuk. A 42 °C-on masfél percig tarté hésokkot kovetden a sejteket 5 percig 0
°C-ra tettiik. Ezt kovetden 1 ml LB tapoldatot adtunk a sejtekhez, majd 1 6ran at 37
°C-on razattuk. Ebbdl a kulttrabol 100 pl-t a megfeleld antibiotikumot tartalmazo,

szelektiv LB agar lemezre szélesztettiik és 37 “C-on egész ¢jjen at novesztettiik.

3.2.1.2.  Saccharomyces cerevisiae AHI09 kompetens sejt készitése és

transzformdlasa:
3.2.1.2.a Elesztd két-hibrid rendszer soran alkalmazott taptalajok:
YPDA: komplett taptalaj (Yeast Protocols Handbook (BD Biosciences Clontech)).

SD-LT: Leucin és triptofan mentes minimal taptalaj élesztéknek (Clontech).
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SD-HLT: Hisztidin, leucin és triptofan mentes minimal téptalaj élesztéknek

(Clontech).

SD-AHLT: Adenin, hisztidin, leucin ¢és triptofin mentes minimal taptalaj

¢lesztoknek(Clontech).

3.2.1.2.b Eleszt$ két-hibrid rendszer sordn alkalmazott élesztd torzs, és kompetens

sejt készités:

A klasszikus éleszté-két hibrid rendszerhez a Saccharomyces cerevisiae AH109
torzset (MATa, trpl-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A, gal8O0A, LYS2 : :
GAL1yas-GALL1aTA-HIS3, GAL2yas-GAL21aTA-ADE2,URA3 : : MEL1yas-MEL1 tata-
lacZ) (Clontech Matchmaker™ Gold Yeast Two-Hybrid System) hasznaltuk. A
kompetens sejtek elkészitése az alabbi protokoll alapjan tortént: 20 ml starter kultarat
inkubaltunk egy éjjelen 4t 30 °C-on YPDA tapoldatban, melyet masnap reggel
ODsg6= 0,17-0,20-ra higitottuk vissza 20 ml YPDA tapoldatban, melyet tovabb
razattunk 30 °C-on 200-250 rpm-mel (20 ml kultara elegendd6 10 transzformaciéhoz).
Az élesztd sejteket ODsg= 0,6-0,8 novesztettiik, melyet 50 ml-es Falcon csdvekben
700x g (3000rpm)-vel 5 percig 4 °C-on centrifugaltuk. A feliiliszot ledntottiik, a

csapadékot 1 ml hideg, steril vizben szuszpendaltuk fel.

3.2.1.2.c Eleszté sejtek transzformaldsa:

A transzformdcios puffer a kovetkezé komponenseket tartalmazta: 240ul 50% PEG
3350, 36ul IM litium-acetat és 5-6 ul hodvel denaturalt ssDNS (10mg/ml,
Deoxyribonucleic acid, single stranded from salmon testes, Sigma Aldrich). Mind a
csali, mind a préda DNS-bdl 600-600 ng-nyi mennyiséget alkalmaztunk. A
transzformacios puffert, a plazmid DNS-eket és 100 ul vizben felszuszpendalt és
jégen tartott élesztd sejteket alaposan Osszekevertiik (vortex) és 30 percen at 30 °C-
on inkubaltuk. Ezt kdvetden az elegyet 35 percre 42 °C-os vizfiirddbe tettiik. Ezt

kovetden 5 percig centrifugédltuk a mintdkat 3000 rpm-mel szobahOmérsékleten, a
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feliiliszot leontottiik, végiil a sejtekre 100 ul 0,9 %-0s (w/v) NaCl-ot mértiink. A
felszuszpendalt sejteket a megfelelé szelekcios SD lemezekre szélesztettiik és 2-3

napig 30 °C- on inkubaltuk.

3.2.2. Genomi és plazmid DNS tisztitas
3.2.2.1. Genomi DNS tisztitas Sinorhizobium meliloti-b6!:

Egész ¢jjen at novesztett, 2 ml kultirabol a sejteket centrifugalassal (1 perc 13000
rpm) Osszegyljtottiikk, majd szuszpendaltuk 560 ul TE (50mM TRIS, 20 mM EDTA
pH=8) oldatban. A baktériumokhoz 30 pul 10 % SDS-t és 10 pl Proteinaz K oldatot
(20 mg/ml) adtunk, majd 1 6ran at 37 °C-on inkubaltuk. Ezt kdvetden a sejtek 150 pl
5M NaCl-dal, majd 80 ul, 65 °C-ra felmelegitett, 700 mM NaCl-ot és 10 % CTAB-t
(Cetiltrimetilammonium bromid)tartalmazé oldattal kevertiik Ossze, és 65 °C-on
inkubaltuk 1 o6ran at. A mintakhoz 400 pl kloroform/izoamil-alkohol (24:1)
keveréket adtunk, majd 5 percig centrifugaltuk (13000 rpm) Oket. A feliilaszot uj
csovekbe mértiik és az eldz6 1épést megismételtiik, és a feliiluszot olyan 1j csdvekbe
tettilk, melyekben mar 1 ml izopropanolt tettiink és finoman Osszekevertiik a
mintakat. A keveréket tovabbi 5 percig centrifugaltuk (13000 rpm), a csapadékot 70
%-os etanollal mostuk. Ujabb centrifugalds utan a mintékat beszaritottuk, és DNS-t
100 ul, 20 pg/ml RNazt tartalmazd6 TE (10 mM TRIS, ImM EDTA pH=8,0)
pufferben oldottuk.

3.2.2.2. Plazmid DNS tisztitas E. coli sejtekbdl:

A plazmid DNS tisztitas a BIO BASIC INC EZ-10 Spin Column Plasmid DNA
MiniPreps Kit segitségével tortént. A 37 °C-on éjszakan at ndvesztett baktérium
kultira centrifugélasaval 9sszegytijtott sejteket a Kit-ben talalhatd protokoll alapjan

kezeltik.
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3.2.2.3. Plazmid tisztitas Saccharomyces cerevisiae sejtekbol:

A plazmid DNS tisztitashoz a BIO BASIC INC EZ-10 Spin Column Plasmid DNA
MiniPreps Kit segitségével tortént. A gyari protokollt részben moédositottuk: Az
¢lesztd sejteket 100 pl Solll oldatban szuszpendaltuk fel, majd 2 percen &t
tiveggyongyokkel egylitt vortexeltiik a sejteket. Ezt kovetden a Kit-ben talalhato
protokoll Iépéseit kovettiik. Az igy tisztitott plazmid DNS mennyisége elegendd
tovabbi PCR reakciokhoz.

Azokban az esetekben, amikor az el6z0 mddszerrel nem sikertiilt elegendd DNS-t
tisztitanunk, az alabbi DNS tisztitasi protokollokat alkalmaztuk:

a) Az éleszto sejteket 100 pl Soll-ben szuszpendaltuk fel és 100 pl szorbitolos
litikaz (1,2 M szorbitol, 0,1 M Na-PO, pH=7,4, 5 mg/ml litikaz) oldatot adtunk. 1
oran at 37 °C-on inkubaltuk a mintdkat. Ezt kdvetden 200 pl Solll-t és 350 pl Sollll-
t adtunk a mintakhoz, majd a tovabbiakban a BIO BASIC INC EZ-10 Spin Column
Kit protokolljat alkalmaztuk.

b) Az éleszté sejteket 2,5 M LiCl, 50 mM Tris-HCI pH=8,0, 0,4% Triton X-100,
62,5 mM EDTA tartalmazé oldatban szuszpendaltuk fel. 1 térfogat fenol-kloroform
1:1 aranyu elegyét és 0,2 g liveggyongyot adtunk a sejtekhez. A keveréket 2 percig
vortexeltiik majd 3000 rpm-mel 2 percig centrifugaltuk. A vizes féazist olyan 0j
csovekbe mértiik, melyek 400 pl Binding Buffer 1T (EZ-10 Spin Column DNA Gel
Extraction Kit) tartalmaztak, és a tovabbiakban a BIO BASIC INC EZ-10 Spin
Column protokolljat kovettiik.

c) A leghatékonyabbnak az alabbi protokoll bizonyult: az élesztd sejteket 50 ul TE
(10 mM TRIS, 1ImM EDTA pH=8,0) és 10 ul TE-ben oldott litikdz (800 U/ml)
elegyében szuszpendaltuk fel. A keveréket 1 oran at inkubaltuk 37 °C-on, majd 10 pl
20% SDS-t adtunk hozza. A keveréket 1 percen at vortexeltiik, majd lefagyasztottuk
¢és szobahdmérsékleten ujra felolvasztottuk, majd Gjra 1 percen at vortexeltiikk. Ezek
utan a 30 pl Soll, 200 pl Solll majd 350 ul Sollll hasznalatdval a rutin DNS tisztitasi
protokollt folytattuk.
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3.2.3. PCR technikak

A kontroll fehérjéket kodolo gének amplifikalasa Pfu DNS polimeraz (Thermo

Scientific) segitségével.

masodpercig, 55°C-on 30 masodpercig, és 72°C-on 2 percig, majd 1 ciklus 72°C-on
6 percig, hogy minden PCR termék elkésziiljon. A reakcid 50 pl-es végtérfogatban

crer

MM MgSOs, 4 pl 2,5 mM dNTPmix, 2-2 ul 10 mM primer, 1 pl Pfu DNS polimeraz
(Termo Scientific), 1 ul templat DNS.

Kolonia PCR DreamTaq polimerazzal (Thermo Scinetific)

1 ciklus 95 °C, 5 percig a DNS denaturdlasadhoz, 35 ciklus: 95 °C-on 30
masodpercig, 55°C-on 30 masodpercig, és 72°C-on 3 percig, majd 1 ciklus 72°C-on
6 percig, hogy minden PCR termék elkésziiljon. A reakcié 50 pl-es végtérfogatban
ul 2,5 mM dNTPmix, 2-2 pl 10 mM primer, 1 pl DreamTaq DNS polimeraz (Termo
Scientific).Elesztd kolonia PCR eseténtovabbi 5 ul litikazzal kezelt (20 ul élesztd
szuszpenzio és 50 ul litikdz (50U/ml) 30 percig 37 °C-on inkubdlva) élesztd sejtet,
baktériumok esetén pedig egy kis kacsnyi sejtmennyiséget adtunk a reakciod

elegyhez, mint templat.

3.3. A kationos NCR peptidek kolcsonhaté partnereinek meghatarozasahoz

kapcsolodo anyagok és modszerek
3.3.1. Az ORFeome alapu S. meliloti éleszto két-hibrid kényvtar létrehozdsa

A Gateway kompatibilis ,,préda” vektor kialakitdsahoz a pGADT7 AD vektort
(Clontech) az EcoRI restrikcidos enzimmel linearizaltuk, majd a talnyald végeket a

DNS polimaraz I Klenow fragment segitségével feltoltottiik. Ezt kdvetden a Gateway
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Vector Conversion System (Life Technologies) RfB kazettajat inszertaltuk a
felnyitott vektorba. A 1étrehozott vektort a tovabbiakban pGADT7GW-AD

vektorként emlitjuk.

A S. meliloti ORFeome konyvtar (Schroeder, House és mtsai. 2005) pPGADT7GW-
AD vektorba rekombindltatisdhoz a Gateway LR reakcidjanak egy

koltséghatékonyabb valtozatat alkalmaztuk.

Az eredeti LR reakcidhoz (Life Technologies) képest a reakcio térfogatat 10 pl-re
csokkentettiik. A pGADT7GW-AD koncentracidja (300 ng/reakcid) és az ORFeome
konyvtar csoportjait tartalmazd entry klénok koncentracioja (100-300 ng/reakcio)
valtozatlan maradt, mig az LR Clonase™ enzim mix térfogatat a felére (2 pl)
csokkentettiik, valamint a reakci6 puffert (TE puffer, pH8,0) Milli-Q vizre (Millipore
Corporation) cseréltiik. A megfeleld hatékonysag elérése érdekében a
szobahdmérsékleten torténd inkubdlds hosszat egész éjszakara meghosszabbitottuk.
térfogatat a felére (1 pul) csokkentettiik az eredeti protokollhoz képest. Az elegyet 37
°C-on 10 percig inkubaltuk. Ezutan 25 pl kémiai kompetens DHS5a sejtet (Life
Technologies) adtunk a reakcidhoz. A keveréket 30 percen at jégen tartottuk, majd
42 °C-on hdsokkoltuk a sejteket 90 masodpercen at, razatds nélkil. Ezutan a
csoveket rogton 0 °C-ra tettilk. A sejtekhez 125 pl szobahdmérsékletli S.O.C.
tapoldatot adtunk, majd 1 o6ran at 37 °C-on razattuk (200 rpm) Oket. A reakciot
tovabbi 175 ul LB tapoldattal egészitettiik ki, igy a végtérfogat 300 ul lett, amit
harom elémelegitett, 100 pg/ml ampicillint tartalmazé LB lemezre szélesztettiink. A
lemezeket egy éjjen at 37 °C-on inkubaltuk. A lemezeken kinétt Osszes telepet

0sszegytjtottiik a plazmid tisztitdshoz.

3.3.2. Kontroll konstrukciok létrehozasa

Az S. meliloti 1021 genomi DNS-ér6l amplifikaltuk a Hfg, FixA és FixB géneket,

melyekhez a kovetkezd primereket hasznaltuk:
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Kontroll konstrukcidk:

SmFixAfw AAGAATTCGGATCCCACCTTGTAGTCTGTATCAA
SmFixArev AAGTCGACTAGTCACGATTCTCGATCGACA
SmFixBfw AAGAATTCGGATCCAAGAAGGGGCTACCCAAGCA
SmFixBrev AACTCGAGACTAGTCACTGCACAAACTTCTCAAG
HfQfw GGGAATTCGGATCCGCGGAACGTTCTCAAAACTTG
HfQrev TTGTCGACTAGTCAGGAGGCAGCTTCCTCATTC

crer

3clts) amplifikalasdhoz az alabbi primereket terveztiik:

CAATTGGATCCGGAGAAGGTGACG
16.3clfw TC
16.3clrev CTCGCCGGAAAATATTGGTAGCCC

Az amplifikalt géneket a pGADT7-AD ¢és pBD-GAL4Cam vektorokba klonoztuk

az alabbi restrikcios enzimreakciok segitségével:

A Hfq és a FixA PCR termékeket EcoRI és Sall restrikcios enzimekkel emésztettiik
¢s ezutan az EcoRI és Xhol enzimekkel emésztett pGADT7-AD vektorba (Hfq,
FixA) és a hasonloan emésztett pBD-GAL4Cam vektorba (Hfq) klonoztuk. Az
EcoRI-Xhol enzimekkel emésztett FixB fragmentet az EcoRI-Sall enzimekkel
emésztett pPBDGAL4Cam vektorba klonoztuk.

A tompa végekkel rendelkezd 16-3clts represszor fehérje fragmentet a Smal

crer

kléonbol Smal-Munl enzimek segitségével a Smal-EcoRI enzimekkel hasitott pBD-
GAL4Cam és pGADT7-AD vektorokba klonoztuk.

A pGADT7-AD vektorral egyiitt a pGBKT7 DNA-BD vektor alkalmazasa az
ajanlott, azonban a kisérleteink soran bizonyos ,,csali” fehérjék toxikus hatassal

voltak a gazdasejtekre. Igy a masik, kompatibilis ,.csali” vektor pBD-GAL4Cam
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mellett dontottiink, melyben a T7 promoter amultiklonozé (poliklonozo) helyektdl
(MCS=multi cloning site) mogott (downstream) helyezkedik el, ezzel
megakadalyozva a prométer gyenge, ,,szivargd” kifejezodését, mely hatranyos, ha a

,»csali” fehérje toxikus hatassal bir.

3.3.3.Szekvendlas Illumina MiSeq késziilékkel

A létrehozott préda konyvtarak illetve a konyvtar sziirése soran felnétt telepekbol
amplifikalt préda inszertek tomegben torténd szekvendlasara az Illumina cég MiSeq
késziilékét hasznaltuk. Az egyes konyvtarakbol és az amplifikalt génekbdl 5-5 pg
tisztitott DNS-t kiildtiink a Seqomics Kft-nek (Morahalom), ahol a DNS-ekbdl
szekvenald konyvtarakat allitottak el és elvégezték a szekvenalast, valamint a

bioinformatikai analizist.

3.3.4. Az éleszto ko-transzformdcio hatékonysdaganak meghatarozasa:

Az S. meliloti ORFeome konyvtar 6317 klonjat 67, egyenként altalaban 96 klont
tartalmazo csoportba rendezetten bocsatottak a rendelkezésiinkre(Schroeder, House
¢és mtsai. 2005). A 67 csoportot egyenként transzformaltuk az élesztd sejtekbe. Ennek
két oka volt: egyrészt igy érhetd el a magasabb transzformacids hatékonysag,

masrészt a lehetséges kdlcsonhato partnerek meghatarozasa is egyszertibb.

A transzformécios hatékonysagot az SD-LT agar lemezen kindtt telepek szdma
alapjan hataroztuk meg. A transzformaciot hatékonynak tekintettiik, ha az SD-LT
lemezeken legalabb 300 telepet kaptunk, mely atlagban haromszoros lefedettséget

jelentett, azaz minden klon atlagosan haromszor volt jelen a transzforméansok kozott.

53



Anyagok és modszerek

3.3.5. A fehérje-fehérje kélcsonhatasok kimutatdsa a transzformalt élesztd sejtekben

A replica plate” technika megfelelonek tint az élesztd sejtekben talalhato
lehetséges kolcsonhato fehérjék meghatarozasara €s vizualizalasara. Az SD-LT agar
lemezeken felnott élesztd sejteket 200 ul SD-LT tapoldatban szuszpendaltuk fel a 96
lyukt mikrotiter lemezekben. Transzformacionként harom-harom teljes lemezt
hasznaltunk. A lemezeket két napig 30 °C-on inkubaltuk. A kultardkbol két nap
elteltével, egy replikazé eszkozt hasznélva, vittiik at a sejteket a kiilonb6zo szelektiv
taptalajokra (SD-LT, SD-HLT ¢és SD-AHLT). A munkank sordn azt tapasztaltuk,
hogy a kolonidk szine mar jelezheti a benniik talalhato fehérjék kozotti kolcsonhatés
meglétét vagy hianyat. Alapja, hogy az AH109 ade2-101 mutaciot hordoz, vagyis
alacsony adenin tartalmu taptalajokon, néhany nap mulva az éleszté kolonidk enyhe
rozsaszin szint kapnak, melynek a szine napok mulva mélyiilhet is. Abban az
esetben, ha az élesztében a fehérjék kozott kolcsonhatas 1ép fel, az ADE2 marker
komplementalja az AH109 ade2-101 fenotipusat, igy a koloniak adenin hianyaban is
fehérek maradnak (Holm 1993). Ezt a tulajdonsagot figyelembe véve kdnnyebb volt

a kolcsonhato partnerek beazonositasa.

3.3.6. A kélcsonhato partnerek azonositasa

Els6 lépésként a kolonidk koziil random kivélasztottunk 6tot-6tot €s kolonia PCR
segitségével vizsgaltuk dket. A sejteket MQ vizben vettiik fel, és ebbdl 20 pl-t 50 pl
litikazzal (50 U/ml) kezeltiik, és 37 "C-on 30 percig inkubaltuk, majd 10 percre
95°C-ra tettiik a sejteket. A kezelt sejtekbdl 5 pl-t templatként hasznaltuk a PCR

reakciohoz. A PCR reakciok soran alkalmazott primerek:

Y2HsmORFr TCATCTGCAGCTCGAGCTCGATGGA
Y2HsmORFf CCAAAAAAAGAGATCTTTAATACGAC
PGADT7_rev| AGATGGTGCACGATGCACAG

AdapSeq GTTAATACGACTCACTATAGGG
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Amennyiben a PCR reakcid nem volt sikeres az élesztd sejtekbdl plazmidot

tisztitottunk és azokon végeztiik el a PCR reakciot.

A kapott PCR fragmenteket szekvenaltattuk.

3.3.7. Teljes ,,screen” technika

A teljes ,,screen” soran a S. meliloti ORFeome konyvtar pool-jait kiilon-kiilon ko-
transzformaltuk a csali vektorral, vagyis 67 transzformaciot végeztiink. A
transzforméciokat Otdsével csoportositottuk és ezeket egyiitt kentiik ki a szelektiv
taptalajokra, vagyis egy lemezre 6t ko-transzformalt reakcio keriilt. A felndtt

kolonidkat kolonia PCR-rel vizsgaltuk és a kapott fragmenteket szekvenaltuk.

3.3.8.Az éleszté két-hibrid sziirés eredményeinek megerdsitésére alkalmazott

biokémiai modszerek
3.3.8.a Poli-hisztidin affintitds kromatografias tisztitas (pull-down) kisérletek

A pepF gént a S. meliloti genomi DNS-r6l amplifikaltuk, melyet HincII-Smal
enzimekkel emésztve a hasonldéan emésztett 6xHis fuzios epitdp cimkeét tartalmazo
Bluescript vektorba kloénoztuk. A célgént a 6xHis cimkét kodolod szakasszal egyitt
Ncol-Acc651 enzimek segitségével a pSParaC vektroba klonoztuk. A pSParaC-
PepF6xHis konstrukciot TOP10 kompetens sejtekbe transzformaltuk, majd 37 C-on
novesztett sejteket reggel ODgro=0,025-re visszahigitottuk és a sejteket 4 6ran at
0,02% arabindzzal indukaltuk. Az inkubacios 1d6 lejarta utdn a sejteket
centrifugaltuk (10 perc, 4000 rpm), és szonikacids pufferben (50 mM NazPQO,, 0,3 M
NaCl, 10 mM imidazol, 1x complete EDTA free proteaz inhibitor (Sigma-Aldrich),
10 pg/ml lizozim) szuszpendaltuk, majd 20 percig jégen inkubaltuk, és 10-szer 20
masodpercig, 20 masodperces sziineteket tartva ultrahanggal feltartuk. A mintat 15
percig 4°C-on 13000rpm-mel centrifugaltuk. A fehérje mintakat (PepF-6xHis) 1x
SDS pufferben vettikk fel, majd az SDS fehérje gélelektroforézist kovetd
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monoklonalis anti-hisztidin ellenanyaggal (Sigma-Aldrich) elvégzett Western
analizissel mutattuk ki, hogy a fuziés fehérje legnagyobb mennyiségben a

feliiluszoban talalhato.

A termeltetett fuzids PepF fehérje lizatumbol 1500 pl-nyit adtunk a 10 pl His-
Select® nikkel magneses agardz gyongyokhoz (Sigma-Aldrich), melyeket ezutan 1
oran at inkubaltunk 4° C-on. A gyongyokhoz kotott PepF fehérjéken a puffert
lecseréltiik PepF reakcio pufferre (20 mM Tris-HCL pH=7,4; 1 mM CaCl,; 20 mM
NaCl), majd 3 pg STREP-NCR247 szintetikus, fzi6s peptidet adtunk a rendszerhez,
melyet 45 percig szobahOmérsékleten inkubaltunk, majd stringens koriilmények
kozott (1 M NaCl, 10 mM B-merkaptoetanol, 1 % ipegal, 20% glicerin) mosva, a
gyongyoket felfoztilk. A mintakat SDS fehérje gélelektroforézissel elvalasztottuk,
majd Western analizist hajtottunk végre, ahol a nitrocelluloz membran eléhivasat
anti-hisztidin ellenanyaggal (Sigma-Aldrich) és NCR247 peptid elleni ellenanyaggal

végeztik.

3.3.8.b Immunprecipitacio

A fecl gént, valamint sajat promoéterét a S. meliloti genomi DNS-rél amplifikaltuk,
melyet Acc651-Smal enzimekkel emésztve, a hasonldéan emésztett HA fzios tag-et
tartalmazd pMISRA-HAnosT vektorba klonoztuk. A konstrukciét haromsziilds
keresztezéssel SM1021 sejtekbe jutattuk, mely biztositotta a Fecl fehérje
termel6dését. A konstrukciét tartalmazo S. melilotil021 sejteket egy éjszakan at
30C-on novesztettiik, majd masnap ODgp=0,05-re visszahigitottuk. A sejteket
ODgpo=0,4-es értékig novesztettilk, majd a sejteket centrifugaltuk (15 perc, 4500
rpm), és szonikacios pufferben (20 mM Tris-Hcl pH=7,5; 150 mM NaCl; 1 mM
EDTA; 0,1 % B-merkaptoetanol; 1x complete EDTA free proteaz inhibitor (Sigma-
Aldrich)) ultrahang segitségével (30-szer 20 masodpercig, 20 masodperces
sziineteket tartva) feltartuk, majd tovabbi 1% Triton-X-et adtunk a mintdkhoz. A
mintat 15 percig 4°C-on 13000 rpm-mel centrifugéaltuk. A fehérje mintakat (Fecl-
HA) 1x SDS pufferben vettiik fel, majd az SDS fehérje gélelektroforézist kdvetd
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poliklonalis anti-HA ellenanyaggal (Agrisera) elvégzett Western analizissel mutattuk

ki, hogy a fuzids fehérje legnagyobb mennyiségben a feliiluszoban talalhato.

Az immunprecipitacio soran 10 pl Pierce Anti-HA magneses gyongy6t (Thermo
Scientific) ekvilibraltunk a mos6 pufferben (TBS pH=7,5; 0,05% Tween-20
detergenssel). A mosott gyongyokhoz Fecl-HA-t tartalmazo frakciobol 900 ul
adtunk, melyeket 30 percen at szobahdmérsékleten inkubaltunk. A gyongyoket
ezutan haromszor mostuk a moséd pufferrel, eltavolitva igy a rendszerbdl a nem
megkotott Fecl-HA fehérjéket. A rendszerhez 10 png NCR247 szintetikus peptidet
adtunk, melyet tovabbi egy 6rdn at inkubaltunk szobahOmérsékleten. Az inkubacio
utan a gyongyoket ismét haromszor mostuk a mosé pufferrel, eltdvolitva igy a nem
megkotott NCR247 peptidet. Elucio soran a gyongyokhoz 1x SDS puffert adtunk és
10 percig forraltuk a mintakat. A gyongyok eltavolitasa utan 0,05M DTT-t adtunk a
mintdkhoz. A mintdkat SDS fehérje gélelektroforézist kovetd poliklonalis anti-HA
ellenanyaggal (Agrisera), valamint az NCR247 peptid elleni ellenanyaggal elvégzett

Western analizissel vizsgaltuk.
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4. Eredmények és megvitatasuk

41. A Kkationos NCR peptidek antimikrobialishatasanak  és

hatasmechanizmusanak vizsgalata

4.1.1. A kationos NCR peptidek baktericid hatassal rendelkeznek S. meliloti

baktériumon in vitro koriilmények kozott

A defenzinekhez vald szerkezeti hasonlosagbol kiindulva feltételeztiik, hogy
vannak olyan, a terminalis bakteroid differenciacioban szerepet jatszé NCR peptidek,
melyek szintén antimikrobialis hatassal rendelkeznek. Kivalasztottunk 12 kiilonb6zo
izoelektromos ponttal rendelkezé peptidet, és megvizsgaltuk, hogy 50 pg/ml
végkoncentracioban alkalmazva 6ket, miképp hatnak a szabadon ¢é16 S. meliloti

baktériumok koloniaformalo képességére (CFU) (11. abra).

Az egy Oras kezelést kovetden a kationos peptidek (NCR335, NCR044, NCR247,
NCRO35, NCRO55) teljes mértékben eliminaltik a 107 sejt/ml siirliségii kultarabol a
baktériumokat, azaz antibakterialis, baktericid hatassal birnak, mig a semleges vagy
anionos toltésti peptidekkel torténd kezelés nem befolyédsolta a baktériumok

¢letképességét (15. abra).
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15. abra A Kkationos NCR peptidek antimikrobialis hatasa a S. meliloti baktériumokkal

szemben.

A) A Kkisérlet soran alkalmazott peptidek izoelektromos pont szerinti csoportositisa. A piros

téglalapban taldlhatoak a kationos peptidek. B) Telepet formald sejtek szama 1 o6ras peptid-kezelést

kovetden. Puffer: kezeletlen kontroll. A méréseket haromszor végeztem el, az abrakon a szoras

értékeket is feltiintettem (SD).
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Csoportunk késdbbi vizsgalatai kimutattdk, hogy a kationos peptidek nemcsak a
szimbiotikus partnerre, a S. meliloti-ra hatnak, hanem szamos Gram - és Gram +
(human és novény-patogén) baktérium (Tiricz, Szucs és mtsai. 2013), valamint
¢élesztészerlien novo, illetve fonalas gomba (Ordogh, Voros és mtsai. 2014) ellen is
hatasosak in vitro. Ez alapjan elmondhatd, hogy ezek a peptidek széles-spektrumu

antimikrobialis szereknek tekinthetoek.

4.1.2. A kationos peptidek hatdsmechanizmusénak vizsgalata

A peptidek gyakorlati hasznositdsanak valamint a szimbidzisban betoltott
szerepének felderitése érdekében megkezdtiik hatdsmechanizmusuk vizsgalatat. Els6
Iépésben vizsgaltuk, hogy miképp befolydsoljdk a szabadon ¢él6 szimbionta S.
bels6 membranjara, illetve a sejtek energia ellatdsaban alapvetd fontossagu

membranpotencialra.

4.1.2.a. A peptidkezelés hatasara a Dbaktériumok sejtfelszine erdteljesen

megvaltozott

A kationos peptidek antimikrobialis hatasanak kimutatasaval felmeriilt a kérdés,

hogy milyen modon fejtik ki hatasukat a baktériumokra. Ennek tanulméanyozasara

crer

mikroszkdp €s atomerd-mikroszkop segitségével vizsgaltuk a kezelt baktériumokat.
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A)

B)

C)

D)

16. AbraA kationos peptidek hatasa a S.meliloti sejtekre

A) kezeletlen baktériumok B) NCR247 (25ug/ml) peptiddel C) NCR335 (25ug/ml) peptiddel D)
Polymyxin B peptiddel kezelt S. meliloti baktériumok. Fekete nyil: halbzat-formalé anyag; fehér nyil:

sejtfelszini kitliremkedés; nyilhegy: a kezelés hatasara a sejtek kozepe nagymértékben felduzzadt.

A kezeletlen mintdk esetén a baktériumok egyenletes eloszlasa figyelhetd meg, a
latotérben a baktériumok szdma alacsony, a sejtek egyesével vagy parokban, nagyon
ritkan kisebb csoportokban helyezkednek el. Ezzel szemben, az NCR335 peptiddel
tortént kezelés hatisara kisebb aggregalddott csoportok, benniik valdsziniileg a
sejttartalmukat elvesztett vagy éppen elvesztd sejtek, mig NCR247 kezelést kdvetden
egy szinte halézatos szerkezet figyelhetd meg (16. abra). Az NCR335 peptiddel
kezelt sejtek felszinén sok esetben kitiiremkedések lathatoak (16.C abra), amik
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esetleg a sejttartalom kidramladsanak kezdeti szakaszanak felelhetnek meg. Az
NCR247 peptiddel kezelt sejteket sok esetben a felszinrdl "leszakadd", halozatta
alakul6 struktara koti 6ssze (16.B abra). Elképzelhetd, hogy a peptid a sejtfelszini
(extracellularis és kapszularis) poliszacharidokat részben levalasztja a sejtfelszinrdl, s
esetleg keresztkotések indukalasaval, létrehozasaval kialakitja a halézatos
szerkezetet. Erdekesség, hogy a ciklikus pentakationos Polymyxin B szintén a sejtek

crer

része viszont nagymértékben felduzzadt (16.D abra).

Az atomerd-mikroszkopos vizsgalatokhoz a baktériumokat rogzitettiik egy kezelt
felszinhez, igy elvben egy adott sejtet a kezelés el6tt és utan is lehet vizsgélni. Az
NC335 peptid azonban — valdsziniileg az erds pozitiv toltése vagy a sejtfelszinen
okozott valtozasok miatt — megsziintette a sejt és a felszin kozotti kdlesonhatést,
aminek kovetkeztében a sejtek felusztak, igy nem tudtunk képeket késziteni a kezelt
sejtekrol.

Az atomerd-mikroszk6ép magassagprofil (17. abra B) képein jol lathatd, hogy a
baktérium sejtek atlagos magassaga 500-600 nm koriili. A magassag (17. adbra A) és
NCR247 peptiddel torténd kezelés hatasara a sejtek magassaga nem valtozik, viszont
a sejtek felszinében valtozas tortént. A kezeletlen sejtek felszine sima és ivelt, mig
egy oOrdval az NCR247 peptiddel torténd kezelést kovetden a sejtek felszine sokkal
laposabb ¢és durvabb lett. Elképzelhetd, hogy a pasztazd elektron-mikroszkopos
képeken megtigyelhetd felszin "leszakadas" megy végbe ezen esetben is, s a felszini
"hidny"-t detektdlja a mikroszkop. Mivel a sejtek a felszinhez rogzitettek, igy a

leszakadt részek elusznak, s a halézat nem tud kialakulni.
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kezeletlen S.meliloti sejtek NCR247 peptiddel kezelt S. meliloti sejtek

17. abra Az NCR247 peptid membrankarosité hatisanak kimutatisa atomer6-mikroszop
segitségével.
Atomeré — mikroszkép magassag (A), magassagprofil (B), amplitadé (C), és 3D (D) képei a
kezeletlen és NCR247 (25 pg/ml) peptiddel kezelt S. meliloti sejtekr6l.
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4.1.2.b A kationos NCR peptidek kis mértékben megbontjak a kiilsé membran

szerkezetét

A mikroszképos vizsgalataink, illetve a szakirodalmi adatok alapjanfeltételezheto,
hogy a kationos, antimikrobialis hatasu peptidek els6 célpontja a baktériumok
negativ toltésit kiilsé felszine. Gram - baktériumok esetén ezt az anionos
foszfolipidek, valamint a lipopoliszaccharidok foszfat csoportja, a Gram +
baktériumoknal pedig a teichonsavak biztositjak. A kationos peptidek a negativ
toltésti felszinhez elektrosztatikus kolcsonhatas révén kapcsoldodnak é€s egyrészt
kiszorithatjak a kiils membran stabilitasaért felelés kétértékii ionokat (Ca?*, Mg?),
masrészt hidrofob felsziniikkel bedgyazodhatnak a membranba, s igy megbontjak

annak szerkezetét és destabilizaljak azt (Nikaido 1979; Brogden 2005).

A kiils6é membran allapotaban a kationos peptidek hatasara bekovetkez6d valtozasok
Kimutatasara az 1-N-phenylnaphthylamine (NPN) fluoreszcens festéket valasztottuk.
Ez egy neutralis, hidrofob tulajdonsdgokkal rendelkezé festék, mely nem képes az
intakt kiils6 membranon atjutni, illetve abba beépiilni, azonban kiils6 membran
sériilések hatasara a festék képes integralddni a kiills6 membran megrongalodott
szerkezeti elemei kozé. A festék oldott allapotban elenyészé mértékben fluoreszkal,
azonban a membranba torténd integralodasat kovetéen a fluoreszcencia szintje

megsokszorozodik (18.4bra) (Brito és Vaz 1986).
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18. abraA Kkationos peptidek koncentraciojuktél fiiggé mértékben a Kkiilsé membran
szerkezetét megbontva eldsegitik a fluoreszcens festék beépiilését és ezzel a fluoreszcencia szint
megemelkedését.

A peptideket a nyillal jelzett id6pontban adtuk a mintakhoz.

A pozitiv kontrollként hasznalt Polymyxin B, mely kationos aminosavai révén
destabilizalja a kiils6 membrant, gyors €s magas intenzitasu fluoreszcenciat okozott.
Ezzel szemben a vizsgalt peptidek koziil a kationos NCR335 (pI=11,22), s kisebb
mértékben az NCR247 (pI=10,15) hatdsdra tudtuk a fluoreszcencia gyors
emelkedését megfigyelni, aminek az intenzitdsa azonban soha nem érte el a
Polymyxin B éaltal kivaltott szintet. Ebbdl arra kovetkeztethettiink, hogy a kationos
peptidek valoban megbontjak kis mértékben a sejtek kiilsd membranjat, ez a hatas
nagyon gyors, de valdsziniileg nem ez az els6dleges oka a sejtek pusztuldsdnak. Az
anionos illetve gyengén kationos (neutralis) peptidekkel torténd kezelés soran a
mintdk fluoreszcencia szintje nem emelkedett meg, igy elmondhat6, hogy ezek a
peptidek nem rendelkeznek membrankarositd hatassal (18. &abra). Ebbdl arra

kovetkeztethetiink, hogy a kationos NCR peptidek kotddése a negativ toltésii
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lipopoliszaccahrid réteghez okozhatja a kiils6 membran permeabilitdsanak

megemelkedését.

4.1.2.c A kationos NCR peptidek megsziintetik a bels6 membran integritasat

Miutdn kimutattuk, hogy a kationos NCR peptidek a baktériumok kiilsé
membranjat karositjak, megvizsgaltuk, hogy milyen hatissal vannak a belsd
membran integritdsara. A belsd membran permeabilizdcidjanak kimutatisara, a
karosodas mértékének esetleges meghatarozasara kétféle modszert alkalmaztunk:
Egyrészt tanulmanyoztuk, hogy peptid kezelés hatdsara a membran-impermedbilis
DNS-kot6 festék, a propidium-jodid képes-e bejutni a sejtekbe (19. abra). Masrészt
kihasznaltuk azt, hogy a -galaktoziddz enzim aktivitasat egy mesterséges, sejtekbe
bejutni képtelen szubsztrat, az ortho-nitrophenyl-p-D-galactopyranoside (ONPG)
segitségével szoktak mérni oly modon, hogy a sejtek membranjat detergensek (pl.
kloroform és SDS egyiittes) adasaval roncsoljak, hogy az enzim kiszabaduljon a
sejtekbol és szubsztratjaval egy térbe keriiljon. Ezen alapulva vizsgaltuk, hogy a
peptidek atjarhatova teszik-e a bakteridlis membranokat a szubsztrat és/vagy az

enzim szamara.
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19. abra Kationos peptidek membran karositasanak vizsgalata propidium-jodid festéssel

A) Az NCR247 peptid koncentraciojatol (1, 2, 5, 10, 20, 50 pg/ml) fliggben teszi lehetévé a PI
bejutasat a sejtekbe. B) Az NCR335 peptid esetében szintén megfigyelhet6 a koncentraciotol fiiggd
fluoreszcencia szint emelkedés. ((PMB: Polymyxin B).

A kationos peptidek hatdsdra a kezelt baktériumok membranintegritisa oly
mértékben megvaltozik, hogy a PI festék képes a baktériumba bejutni és azok DNS-
¢hez kotédve fluoreszcencia szint emelkedést el6idézni. Sok esetben ez olyan
mértékii,melyet a h6vel elolt, membranjuk integritasat teljesen elvesztd sejtek esetén
figyeltink meg. A két peptid hatdsmechanizmusa nagy valdsziniséggel eltér
egymastol, hisz az NCR247 peptid esetében a legmagasabb koncentraciot
alkalmazva a fluoreszcencia szint emelkedése nem éri el a maximalis fluoreszcencia

szintet (19. abra). Ebbdl kovetkezOen nem tudtuk megbecsiilni, hogy a peptidek
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milyen mértéki membrankarosodast okoztak, ezért egy a [-galaktozidaz enzimet
konstitutivan expresszald S. meliloti torzs alkalmazasaval azt tanulmanyoztuk, hogy
a peptidek képesek-e a membranok olyan kdrosodasat okozni, hogy az enzim

kiszabaduljon illetve a szubsztrat bejusson a sejtekbe (20. abra).

150+

100
100+

50+

Miller Unit %

NCR335 -.-| 8

Polymyxin B4{ =
NCR2474| »
NCR1694 =
NCR0014 =

kloroform + SDS

20. abra A kationos peptidek membran permeabilizalé hatiasanak kimutatisa B-galaktozidaz
aktivitas mérésével (n=5).
A kisérlet soran alkalmazott peptidek koncentracidja 50 pg/ml volt. A méréseket 6tszor végeztem el,

az abrakon a szoras értékeket is feltiintettem (SD).

Kisérleteink soran (20. abra) referenciaként a baktérium sejteket kloroformmal és
0,1% SDS-sel kezeltiik, mely kezelés hatasara a bakterialis membranok teljes
mértékben feloldodtak, az Osszes sejt lizalt, s az enzimreakcid sebességét csak az
enzim mennyisége limitalta. A kiils6 membran karosodasanak vizsgéalatakor pozitiv
kontrollként hasznalt Polymyxin B-r6l ismert, hogy zsirsav oldallancanak
koszonhetden a bels6 membran integritdsat i1s csokkenti, ezért ezekben a
vizsgalatokban is hasznalhattuk kontrollként (Galizzi, Siccardi és mtsai. 1975;
Schindler és Teuber 1975; Storm, Rosenthal €s mtsai. 1977; Scholar és Pratt 2000).
A Polymyxin B-vel kezelt sejtek esetén a maximalis B-galaktozidaz aktivitasnak

minddssze 643 szdzalékat tudtuk mérni, ami arra utal, hogy a Polymyxin B hatasara
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a sejtek membranja nem esik szét, de bizonyos mértékii enzim kidramlas és/vagy
szubsztrat bedramlds a karosodott membranokon keresztiili megtorténhet.
Hasonloképp, a vizsgalt peptidek koziil a legmagasabb izoelektromos ponttal
rendelkez6 NCR335 hatdsara is csak a maximalis aktvitas 20+7 szdzaléka volt
mérhetd, mig a szintén magas antibakteridlis aktivitassal biro6 NCR247 esetén ez az
érték mindossze 2+1 szazalék volt. Az antimikrobialis aktivitast nem mutatoé gyengén
kationos NCR169 ¢és az anionos NCROO1 peptidekkel kezelt sejtekbol a f3-
galaktozidaz aktivitasat - a kezeletlen sejtekhez hasonléan - nem tudtuk kimutatni.
Mindez arra utal, hogy bar mindkét vizsgalt kationos peptid megsziinteti a belsd
membran integritasat, csak az NCR335 peptid roncsolja viszonylag nagy mértékben
a baktériumok belsd membranjat, mig a szintén kationos NCR247 peptid okozta
membrankarosodas kismértékl. Ezzel szemben a semleges €s anionos peptidek

egyaltalan nem okoznak membrankarosodast.

4.1.2.d A kationos NCR peptidek a S. meliloti baktérium membranpotencialjat

eliminaljak

Az ép bakterialis belsé membran két oldala kozott az elektron-transzport lancok €s
a termindlis oxiddzok miikddése kovetkeztében egy elektrokémiai gradiens jon létre,
melynek elektromos komponense a membran két oldala kozotti toltéskiilonbségbol
adodik, kémiai részét pedig az ionoknak, pl. protonoknak, a membran két oldalan
kialakulo eltérd koncentracidja biztositja. Ennek az Un. membranpotencidlnak a
megléte vagy hidnya a baktériumok életképességének egyik indikatora. A megfeleld
membranpotencialhoz ~ kothetd  tobb, a  baktériumok  fennmaradasahoz
nélkiilozhetetlen folyamat, mint példaul a membran két oldala kozott 1étrehozott pH
gradienshez kapcsoloddo ATP képzddés, szdmos tapanyag illetve ion transzportja,
vagy példaul a sejt osztodasaban szerepet jatszo fehérjék (pl. MinD, FtsA) megfeleld
lokalizacioja (Strahl és Hamoen 2010). Az ebben a munkaban ismertetett
vizsgalatok, illetve a csoportunk altal a S. meliloti sejtekben peptid-kezelések

hatasara bekovetkez6 transzkripcids valtozasok (Tiricz, Szucs €s mtsai. 2013) is arra
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utaltak, hogy a kationos peptidek hatasara a sejtek elvesztik membranpotencialjukat,

ami végil a pusztulasukhoz vezet.

A baktériumok membranpotencialjaban bekovetkezé valtozasokat a BacLight™
Bacterial Membrane Potential Kit (Lifetechnologies) segitségével kovettiik nyomon.
A felhasznalt fluoreszcens festék (DiOCy(3): 3,3 '-diethyloxa-carbocyanine iodide)
kezdetben alacsony koncentracioban van jelen a sejtekben, ekkor zold
fluoreszcenciat mutat, azonban idével, a koncentracidja megemelkedik az egészséges
sejtekben, ahol a membranpotencial allanddé. A megemelkedett citoszolikus festék
koncentracid hatasara, a festék molekulak egymassal asszocialodnak, aminek
kovetkeztében fluoreszcencidja a vords felé tolodik el. A membranpotencialban
bekovetkezd valtozdsokat a vords €s zold fluoreszcencia értékek héanyadosanak

meghatarozasaval adhatjuk meg.

Kontrollként a proton ionofér CCCP-t (carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone)
¢s a Polymyxin B-t hasznaltuk. A CCCP a proton gradiens megsziintetésével
eliminalja a membranpotencialt (21. abra) és 6li meg a sejteket (Novo, Perlmutter és
mtsai. 1999; Novo, Perlmutter és mtsai. 2000). A Polymyxin B-rél az ismert, hogy
alacsonyabb koncentracioban (2-20 pg/ml) alkalmazva a kalium-ionok kiadramlasat,
ill. a kiils6 membran permeabilitisanak megemelkedését okozza, azonban a
membran potencidlra nincs hatassal. Magasabb koncentracidoban azonban a
citoplazma membran depolarizacidjat, valamint ion ateresztd CSatornak

megjelenésétokozza (21. abra) (Daugelavicius, Bakiene és mtsai. 2000).
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[ " L .o

relativ fluoreszcencia (voros/zold)
>
L

S. meliloti
CCCP A

NCR247 (50,,g/ml)-
NCR335 (50,.g/ml)
NCRO001 (50 .g/ml)

Polymyxin B (50 ,g/ml)

21. abra Az NCR peptidek hatasa a membran potencialra.
A peptideket illetve a Polymyxin B-t 50 ug/ml koncentraciéban alkalmaztuk 30 percen keresztiil. A
CCCP és az NCR247 ill. NCR335 hatasa kozott nem szignifikans az eltérés (P < 0,05). A méréseket

haromszor végeztem el, az abrakon a szoras értékeket is feltiintettem (SD).

Kisérletiink soran - ahogy vartuk - azt tapasztaltuk (21. abra), hogy a kationos NCR
peptidek is depolarizaljak a baktériumok membranjat. A folyamat sebessége eltérd a
peptidek kozott. Mig az NCR335 peptid membran depolarizald hatasa, a kezelést (30
perces inkubaciod) kdvetden, a baktérium populacio 100%-an megfigyelhetd, addig az
NCR247 peptid esetén ez a hatas idében elnytltabbnak bizonyult. Ahogy az varhato

volt, az NCROO1 peptid nem volt hatassal a baktérium membranpotencialjara.

Vizsgalataink sordn kimutattuk, hogy a szimbiotikus gyokérgiimd kialakulasa soran
kationos NCR peptidek baktericid hatasuak a szimbionta baktériumokkal szemben.
Ezt a hatast els6sorban a baktériumok kiilsd és bels6 membranintegritasanak
megbontdsaval, a sejt membranpotencidljanak megsziintetésével érik el, bar egyéb
vizsgalatok alapjan, sejten beliili célpontok megléte (Van de Velde, Zehirov és mtsai.

2010; Farkas, Maroti és mtsai. 2014) sem kizarhato.
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Béar az NCR peptidek az IRLC csoportba tartozé pillangdsokban valdszinileg
ciszteinben gazdag antimikrobialis peptidekbdl fejlédtek a baktériumok fejlédésének
iranyitasara, s a kationos peptidek megtartottak antimikrobidlis hatasukat, a glimdben
mégsem pusztitjak el a vad tipust baktériumokat. Mi lehet ennek az ellentmondéasnak
a magyarazata? Az NCR peptidek erésebb hatasa ex planta az in vitro kisérletekben
hasznalt magas koncentracioval magyarazhato. Erre utalhat, hogy a BacA fehérje
hianyaban a Sinorhizobium sejtek érzékenyebbé valnak az NCR peptidekkel
szemben, aminek kovetkeztében elpusztulnak, miutan kiszabadulnak a ndvényi
sejtek citoplazmajaba, ahol a peptidek célpontjaiva valnak. Emellett a bakteroidok a
glimé sejtjeiben a kationos ¢s anionos peptidek keverékével talalkoznak, melyek
egylittes jelenléte €s 0sszehangolt miikodése befolyasolja a membranok szerkezetét.
Lehetséges, hogy a kationos és anionos peptidek egyideju jelenléte a baktériumok
felszinén enyhiti a membrankdrosodéast, a toltésen alapuld kdlcsonhatasok
gyengitésével. Mindezek mellett, a membranok enyhébb kéarosodasa eldsegitheti az
anionos peptidek bejutdsat a baktérium citoplazmajaba is. Osszességében
elmondhat6, hogy tovabbi széleskorii kisérletek sziikségesek ahhoz, hogy a giimé
kialakulasanak kiilonb6z6 fejlodési szakaszaiban szerepet jatszo peptidek egyedi és

Osszehangolt hatasat jobban megérthessiik.

4.2. Uj, az éleszté két-hibrid rendszerre atalakitott, S. melilotil021 ORFeome

konyvtar létrehozasa

Ahogy az el6zd fejezet végén kifejtettiik, a (kationos) NCR peptidek elsddleges
szerepe a gimodben valdszinlileg nem a baktériumok elpusztitdsa, hanem
differencialodasuk iranyitasa. Eppen ezért sziikség van olyan eszkoztarak
fejlesztésére és hasznalatara, melyek segitségével a peptidek bakterialis célpontjai,

valamint a peptidekkel kdlcsonhato fehérjék azonosithatdak.
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4.2.1. Az j ORFeome konyvtar létrehozésa

Az elére mutatd genetikai technikdk, valamint a transzkriptom analizisek
lehetéséget biztositanak egyedi gének/fehérjék szerepének vizsgalatara adott
koriilmények kozott, azonban egyedi fehérjék ritkan fejtik ki hatdsukat 6nmagukban,
altaldban mint egy multiprotein komplex tagjaként vesznek részt a biologiai
folyamatokban. Az Aaltaluk, mas fehérjékkel kialakitott kolcsonhatasok fontosak
lehetnek szignél transzdukcids, vagy metabolikus folyamatokban, stb. igy pontos
funkciojuk meghatarozdsa, csak a mas fehérjékkel kialakitott kolcsonhatdsuk

kontextusaban értelmezhetd, hatarozhatdé meg.

Szamos biokémiai és genetikai technikat fejlesztettek mar ki a fehérje-fehérje
kolcsonhatasok vizsgalatara, melyek kozil néhany automatizalhaté és nagy
ateresztOképességli (high throughput) vizsgalatok soran is alkalmazhato (Wetie,
Sokolowska és mtsai. 2013). Célunk egy olyan G mddszer kidolgozasa volt, mely
felhasznalva a felhalmozott genom informaciokat és az éleszté két-hibrid rendszer
eloényeit, segitséget jelent a nitrogénfixald kolcsonhatds soran kialakult fehérje-

fehérje kolcsonhatasok meghatarozasaban.

Az 10j ,,préda” konyvtar kialakitasa soran a mar létezé S. melilotil021 ORFeome

konyvtarat hasznaltuk fel (https://apps.vetmed.wsu.edu/kahn/). Ez a konyvtar, a S.

meliloti 1021 genom mind a 6317 prediktalt génjét tartalmazza egyesével
klénozva(Schroeder, House és mtsai. 2005). A plazmidokat altalaban 96-oséaval
csoportositva (3 csoport kevesebb klont tartalmaz) 67 csoportban (pool) bocsatottak
a rendelkezésilinkre. Ahhoz, hogy az ORFeome konyvtar alkalmas legyen az élesztd
két-hibrid rendszerben torténé felhasznalasra, ahhoz az Osszes ORF-et, melyek a
pMK2010 ,entry” vektorban talalhatoak, at kellett vinni az altalunk Gjonnan
1étrehozott pGADT7GW-AD ,,destination”’vektorba.

Az alkalmazott GATEWAY® LR reakcié haté¢konysagat a kapott telepek szaméanak
meghatarozasaval, valamint lonTorrent szekvenaldssal ellendriztiik. Mivel a pool-

onként végrehajtott LR reakciobol a kapott telepek szama elérte a 300-at, a reakciot
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hatékonynak tekinthetjiik, hisz ez pool-onként tobb mint haromszoros lefedettségnek
mindsil. Az ujonnan létrehozott ORFeome pool-ok koziil 6tot valasztottunk ki az
llumina MiSeq asztali szekvenalon torténéen masse szekvenalasra. Minden pool
esetén legalabb 90 ORF-et lehetett azonositani, mely alapjan megfelelének tekinthetd

az en masse rekombinécio és a transzformacid hatékonysaga.

Az uj ORFeome ,,préda” konyvtar létrehozasa soran a kodold szekvencidknak a
GALA4 fehérje aktivalo doménjével egy leolvasasi keretbe (frame) helyezése sokkal
hatékonyabbnak ¢s kiszamithatobbnak bizonyult, mintha a koényvtarat random
genomikus DNS fragmentekbdl allitottuk volna eld, ahol a kédold szekvencidknak

csak kis hanyada lett volna hasznalhat6 (Shimoda, Shinpo és mtsai. 2008).

42.2. Az 10 élesztd két-hibrid konyvtar tesztelése - kontroll konstrukciok

létrehozasa

Az altalunk Gjonnan létrehozott S. meliloti ORFeome konyvtar alkalmassaganak
tesztelésére kontrollnak olyan fehérjéket valasztottunk ki, melyeknek ismertek, vagy

feltételezhetoek a kdlcsonhato partnereik.

HfQ (host factor required for phage QB RNA replication) egy homohexamer
struktura kialakitasara képes S. meliloti fehérje, mely elészeretettel kapcsolodik A/U
gazdag RNS-ekhez (Barra-Bily, Pandey és mtsai. 2010). Képessége, hogy dnmagaval
Osszekapcsolodva egy komplexebb struktirat hoz létre, alkalmassa tette szamunkra,
hogy pozitiv kontrollként hasznalhassuk az 0j éleszté két-hibrid konyvtar tesztelése
doménjeit, mely forgasszimmetrikus flexibilis fehérje homodimer kialakitasara képes
(Dallmann, Marincs és mtsai. 1991; Papp, Nagy és mtsai. 2002; Ferenczi, Orosz és
mtsai. 2006).

Ezeken az dnmagukkal kapcsolodni képes fehérjéken kiviil, kivalasztottunk olyan
fehérjéket is, melyek kozott a kolcsonhatds nem teljesen tisztazott. A FixA

(feltételezett elektron transzfer flavoprotein béta lanca) és a FixB (feltételezett
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elektron transzfer flavopotein alfa lanca) S. meliloti fehérjék feltehetéleg egyiitt
termelddnek, ugyanis a fixABCX operon génjei altal termelt FixA és FixB fehérjék a
feltételezések szerint egy olyan elektron transzport flavoprotein o és B lancat
képezik, melyek fontos szerepet jatszanak a nitrogenaz enzimhez torténd elektron
transzportban. Ezekbdl kifolyolag feltételezhetd, hogy a FixA ¢és FixB fehérjék
egymassal kolcsonhatnak (Dusha, Kovalenko és mtsai. 1987; Gubler, Zurcher és
mtsai. 1989). Kisérletiink soran a FixB fehérjét, mint ,,csali” fehérje, a FixA fehérjét,

mint ,,préda” fehérje alkalmaztuk.

csali pBD-GAL4Cam::HfQ | pBD-GAL4Cam::16-3clts | pBD-GAL4Cam::FixB
pGADT7-AD::HfQ PGADT7-AD::16-3clts PGADT7-AD::FixA
47. pool 46. pool 5. pool
préda 22.pool 22.pool 22.pool
45, pool 45, pool 45, pool
ures pGADT7-AD ures pGADT7-AD ures pGADT7-AD

3. tablazat Az éleszté két-hibrid rendszer tesztelésére hasznalt kontroll 6sszeallitasok.
Megvizsgaltuk, hogy a kivalasztott fehérjék valoban képesek-e kolcsonhatod partnerként viselkedni,
illetve kivalasztottuk azokat a pool-okat az 0j konyvtarunkbol, melyekben a vizsgalt fehérjék, ill.
kolcsonhatd partnerek megtalalhatbak. A kisérletben negativ kontrollként szerepelnek olyan
konyvtarak, melyekben nem varunk kolcsonhatd partner jelenlétét, valamint az iires ,,préda” vektort,

kizarandé a vektorok kozotti kolesonhatas lehetdségét.

Eldézetes elképzeléseinket tisztdzandd, vizsgaltuk az altalunk kivalasztott fehérjék
kozotti direkt kolcsonhatasokat, valamint kivalasztottuk azokat a pool-okat az
altalunk létrehozott ORFeome konyvtarbol, melyekben a vizsgalt fehérjék
feltételezett kolcsonhatd partnerei megtalalhatoak, és olyanokat is (22. €s 45. pool)
melyek esetén nem varunk kolcsonhatast (3. tablazat). A S. meliloti HfQ fehérje a 47.
poolban talalhat6, mig a FixB fehérjével feltételezetten kdlcsonhatd FixA fehérje az
5. pool-ban. Ezen feliil vizsgaltuk, hogy a 16-3clts fehérje mutat-e kdlcsonhatast a
46. pool-ban talalhatd RNS polimeraz alegységek valamelyikével (SMc01317 — rpoB

DNS fliggd RNS polimerdz béta alegység, SMc01316 — rpoC DNS fiiggé RNS

75



Eredmények és megvitatasuk

4,

polimeraz béta’ alegység, SMc01285 — rpoA DNS fiiggd RNS polimeraz alfa
alegység) (Dallmann, Marincs és mtsai. 1991; Papp, Nagy és mtsai. 2002; Ferenczi,
Orosz ¢s mtsai. 2006). Ezen feliil vizsgaltuk az iires vektorokkal torténd kolcsonhatas
lehetéségét is, kizarva ezzel a lehetséges fals kolcsonhatasokat, illetve az

autoaktivaciot.

4.2.3. Eleszt transzformécios protokoll optimalizalasa

A kisérletek megtervezése utdn a legfontosabb 1épés az élesztd transzformacios
protokoll optimalizalasa volt. A kétlépéses transzformalds helyett, mely sok mutacios
esemény kialakuldsdhoz vezethet, egy altalunk optimalizalt ko-transzformacios
protokollt hasznaltunk. A transzformacios hatékonysagot a kapott telepek szdmaval
hataroztuk meg. A transzformacios hatékonysagot megfelelonek tekintettiik abban az
esetben, ha a kapott telepek szama elérte a 400-at, ezzel elérve a pool-onkénti

négyszeres lefedettséget (a pool-okban 96 plazmid talalhato)(4. tablazat).

. . transzformdcios hatékonysag
Csali Préda (CFU/1 g DNS)

o pPGAD-T7:HfQ 547
ES
E pool 47 805
o
o
< pool 22 635
G}
& pool45 643
2

lires pGAD-T7 753
g PGAD-T7::16-3cl 1530
)
o pool 46 922
£
o] pool 22 773
2
g pool 45 615
8
a lires pGAD-T7 1052
- pGAD-T7::FixA 628
E 5 723
g poo!
S
b pool 22 407
I
2 pool 45 542
==}
= iires pGAD-T7 642

tablazat A médositott ko-transzformacios protokoll hatékonynak bizonyult.
A ko-transzformacios hatékonysag a transzformaciot kovetden SD-LT taptalajon megjelend telepek

szamaval hataroztuk meg 1 ug felhasznalt DNS-re vonatkoztatva.
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Az Uj rendszeriinkben a transzformécids hatékonysdg minden esetben elérte a
legalabb négyszeres lefedettségi szintet (407 ¢és 1530 kozotti volt a kapott
transzformansok szama 1 ug DNS-re vonatkoztatva) (4. tablazat), mely
elengedhetetlen a fehérje-fehérje kolcsonhatasok kimutatdsdhoz. Poisson eloszlas
alapjan annak az esélye, hogy egy individualis klon is hianyozzon kevesebb, mint
2% az el6bbi esetben, és kevesebb, mint 107 az utobbiban.

Ezek alapjan elmondhat6, hogy az 10j rendszerhez kidolgozott transzformacios

protokoll hatékony, igy a munkénk soran a tovabbiakban is hasznalhato.

4.2.4. A kontrollként hasznalt fehérjék és pool-ok kozotti kdlesonhatasok kimutatasa,

ill. tovabbi lehetséges kdlcsonhato partnerek azonositasa

A kapott transzforméns sejtekkel térténé munka megkdnnyitésére egy un. ,,replica
— plate” technikat vezettiink be (22. dbra). Minden kisérleti 6sszeallitas esetén kozel
300 telepet vittiink at kiilonboz6 szelektiv taptalajokra (SD-LT, SD-HLT ¢és SD-
AHLT), hogy kideritsiik a transzformans sejtek hordoznak-e kdlcsonhatéd fehérjéket,

illetve, hogy a kdlcsonhatds milyen erdsségii.

SD-AHLT

pBD-GAL4 Cam::HfQ +47. pool pBD-GAL4 Cam::HfQ +47. pool pBD-GAL4 Cam::HfQ +47. pool

22. abraA Hfq fehérje kolcsonhato partnerének kimutatasa a 47. pool-bél a ,,replica — plate”

technika segitségével.

A szelektiv SD téaptalajon novekvd telepekbdl, melyek a lehetséges kolcsonhatd

fehérjéket hordozzék, a ,,préda” fehérjét kodolod gén azonositasa élesztd kolonia PCR
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segitségével tortént. A folyamat soran keletkezett termékeket a ,,préda” vektorra

tervezett specifikus primerekkel szekvenaltuk.

Minden ,,pair wise” 0Osszehasonlitds (plazmid a plazmiddal) esetén az erds
kolcsonhatast mutatd koloniak kozil véletlenszertien valasztottunk ki 5-5 telepet,
hogy teszteljiik, vajon a megfelel konstrukcidt tartalmazza-e az élesztd sejt, ezzel
kizarva a fals interakciok lehetdségét. Minden esetben azt tapasztaltuk, hogy a

kolonidk a megfeleld, az altalunk bevitt plazmidot tartalmazzak.

a kilonboz6 taptalajokon
megjelend koléniak szazalékos
Csali Préda aranya
SD-LT SD-HLT |SD-AHLT
g pGAD-T7::HfQ 100 80 77
z pool 47 100 0,3 0,3
g pool 22 100 0 0
§ pool45 100 0 0
2 ures pGAD-T7 100 0 0
:‘5’ PGAD-T7::16-3cl 100 97 96
;ﬁ pool 46 100 0 0
Q pool 22 100 0 0
% pool 45 100 2 0
%_ ures pGAD-T7 100 0 0
g PGAD-T7::FixA 100 49 1
% pool 5 100 6 0
§ pool 22 100 12 0
2 pool 45 100 a 0
2 ures pGAD-T7 100 3 0

5.  tablazat. A sziirés (screen) eredménye a vizsgalt fehérjék és pool-ok esetében.
A szamok szazalékban vannak megadva, ahol a 100% a kolonidk szama az SD-LT szelektiv

taptalajon.

A HfQ fehérje esetében a valdszinliség, hogy megtalaljuk a kdlcsonhatd partnerét a

47. pool-bol 1,041 %. volt (1/96x100), azonban mégis csak a telepek 0,347 %-a
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hordozta a megfeleld klont, ravildgitva a magas transzformacids hatékonysag

sziikségességére.

Annak ellenére, hogy kevés esélylink volt a HfQ fehérjével kolcsonhatd fehérjét
azonositsuk a 47. pool-bol, mégis a kapott egy telepb6él amplifikalt fragment
szekvenalasa utan bebizonyosodott, hogy az a hfq gént tartalmazd plazmidot

hordozza.

e ey

rendszerben is beigazolodott, mivel a legszelektivebb taptalajon (SD-AHLT) nagyon
sok telepet kaptunk és a vizsgalt kolonidk minden esetben a 16-3clts gént
tartalmaztak. Azonban a 46. pool-al végzett transzformaciot kovetden elmondhatjuk,
hogy az abban talalhatd RNS polimeraz alegységekkel, nagy valosziniiséggel nem
hat kolcson a fehérje (5. tablazat).

A FixA ¢és FixB fehérjékrol a 5. tablazat alapjan elmondhatd, hogy kozottiik csak
gyenge kolcsonhatés lehetséges, ha van egyaltalan. Emellett a 22. és a 45. poolban is
lehetnek kolcsonhatd partnerek, bar a FixB fehérje minimalis fals kolcsonhatést is

mutat az tires ,,préda” vektorral (self-activation) (5. tablazat).

Génazonositd Géntermék

SMa0822 FixA

SMa0811 FdxN

SMa0736 hipotetikus fehérje
SMa0739 hipotetikus fehérje
SMa0763 hipotetikus fehérje
SMa0771 hipotetikus fehérje
SMa5003 hipotetikus fehérje
SMa5036 hipotetikus fehérje
SMa0789 GntR transzkripcids regulator

6. tablazat.AFixB fehérjével kolcsonhato fehérjék azonositasa az 5. poolbol.
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Mivel a célunk a rendszer tesztelése volt, igy csak az 5. pool-bol szarmazd
telepeket vizsgaltuk, amelybdl sikeriilt a FixA fehérjét kodold gént azonositani (6.
tablazat). Igy a rendszeriink tesztelése mellett még a FixA és FixB fehérjék kozotti
interakcids kapcsolat meglétére is kaptunk indikaciot, melyrél eddig még nem jelent
meg publikéacid. A magasabb szdmu lehetséges kolcsonhatd partner megjelenésének
oka néhany esetben a funkcionalis redundancia is lehet — Sma0763 a Fixl
flavoprotein oxidoreduktazra, mig az Sma5036 a dioxigenazra hasonlit, amelyek a
FixABCX fehérjékkel részt vehetnek az elektron transzportban. Valamint
azonositottuk a FdxN gént, ami hasonl6ésagot mutat a FixABCX operonban kodolt

FixX ferredoxinnal.

Mint mar utaltunk ra, a fixB gént tartalmazé plazmid az iires ,,préda” vektorral kis
mértékben aktivalta a riporter rendszert. Megvizsgalva ezeket a telepeket, arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy ezek egy részében, valamilyen muticidés esemény

torténhetett, mivel plazmidot nem tudtunk bel6liik izolalni.

Tovabba, taldltunk olyan telepeket, melyekben elméletileg az egymassal
kolcsonhatd  fehérjéket tartalmazé plazmidok talalhatok, mégsem ndttek a
szelektivebb SD téptalajokon. Szerettiik volna kideriteni ennek a jelenségnek a
genetikai hatterét kolonia PCR segitségével, de nem jartunk sikerrel. A ,,préda”
vektorra specifikus primerek nem miikodtek. EbbOl arra kovetkeztettiink, hogy
valamilyen mutacids esemény torténhetett, ami nem teszi lehetové a PCR reakciot.
Ennek a feltevésnek a tisztizdsara tovabbi PCR reakciokat allitottunk Ossze a
plazmid kiilonb6zd régiodira, de egyik esetben sem jartunk sikerrel. Ezek utdn szamos
plazmid tisztito protokollt kiprobaltunk, de egyik esetben sem jartunk sikerrel.
Ezekbdl a sikertelen kisérletekbdl arra kovetkeztettiink, hogy vagy a szelekcios
marker valamilyen médon az éleszté genomba integralodott, vagy a sejtek mutacioja

revertalodott, mivel képesek voltak a szelektiv taptalajokon novekedni.

Osszességében elmondhatjuk, hogy az j rendszeriink képes a megfeleléen magas
szamu ¢élesztd sejt alkalmazasaval, a mutacios eseményekbdl fakado fals pozitiv

események ellenére, a kialakulo fehérje-fehérje kolcsonhatdsok kimutatasara. A
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»replica plate” technika segitségével pedig konnyen kezelhetové valik a nagyszamu

¢leszto sejtekkel a munka.

4.2.5. Az 1j rendszer hatékonysaganak ellendrzése a HfQ kdlcsonhatod partnereinek

meghatarozasaval a teljes konyvtar hasznalataval (full screen)

Az éltalunk Gjonnan létrehozott ORFeome konyvtar, a modositott ko-transzformacios
protokoll és a kolcsonhatéds kimutatasara kialakitott kondiciok tovabbi tesztelésére, 1)
koriilmények kozott vizsgaltuk a HfQ fehérje kolcsonhatd partnereit, ahol a
reakcioban mind a 67 pool részt vett (full screen). Bar a ko-transzformaciokat
minden csoporttal kiilon-kiilon végeztiik el, de koltségesokkentés céljabol 6-6 (egy
esetben 7) pool-bdl szuperpool-okat képeztiink, s egyiitt szélesztettiik ki oket
szelektiv lemezekre. Az atlagos transzformécids hatékonysag a vizsgalat soran 698
telep lett 1 pg DNS-re vonatkoztatva, mely azt jelenti, hogy egy egyedi gén
hianyanak valoszinlisége kevesebb, mint 1%. A legszelektivebb taptalajon (SD-
AHLT), ahol csak az erés kolcsonhatd partnereket tartalmazé koloniak képesek
¢letben maradni, 6sszesen 35 telep nétt ki, melyek mindegyike a hfq gént hordozta a
»prey” vektorban. Harom kolonia esetében az ¢lesztok két ,,prey” plazmidot
hordoztak. Ez a jelenség gyakran megfigyelhetd élesztOk transzformalasa soran,
mivel az élesztd sejtek tobb plazmid felvételére is képesek. Ezt igazolja az a tény is,

hogy mind a harom fehérje ugyanabbol a pool-bdl szdrmazik, mint a HfQ fehérje.

Korabban mas modszerekkel tobb direkt és indirekt kolcsonhatd partnerét is
azonositottak a HfQ fehérjének (Butland, Peregrin-Alvarez és mtsai. 2005), melyeket
azonban vizsgalatunk soran nem tudtunk azonositani. Erre tobb magyarazat is
lehetséges: az élesztd két-hibrid rendszer csak direkt kdlcsonhatd partnerek
azonositasara alkalmas, igy az indirekt partnerek kimutatasa nem lehetséges. Abban
az esetben sem mutathaté ki a kdlcsonhatds, ha a lehetséges kolcsonhatd parner
esetleg karos hatassal van a gazdaszervezetre. Raadasul, az éleszté két-hibrid

rendszeriinkben a fehérjék a sejtmagban, mint fuzids fehérjék fordulnak eld, mely
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konformacidja nem minden esetben segiti elé a kdlcsonhatéas kialakulasat a csali és a

préda fehérje kozott.

Konkluzidként elmondhatd, hogy létrehoztunk egy, a szolubilis fehérjék kozotti
kolesonhatasok kimutatasara alkalmas, klasszikus éleszté két-hibrid rendszerre
alkalmazhat6, GATEWAY® kompatibilis S. meliloti ORFeome konyvtarat. Ezen
feliil optimalizaltuk a konyvtar létrehozésa soran a GATEWAY® LR reakcié egy

koltséghatékony verziojat.

Ugy véljiikk, hogy a modositott ko-transzformacios protokoll, az uj ORFeome
konyvtar, a ,replica plate” technika ilyen mddon torténd alkalmazésa eldsegiti a S.
meliloti ~ fehérjék  konnyebb, gyorsabb és  hatékonyabb  fehérje-fehérje

kolcsonhatasainak meghatarozasat.

Munkank soran bebizonyitottuk, hogy a megfelelé6 mennyiségli ¢élesztd koldnia
felhasznalasaval, még az olyan kolcsonhatasok is kimutathatok, melyek

meghatdrozasara kevés az esély.

A rendszeriink tesztelése soran a FixA és FixB fehérjék kozotti gyenge
kolcsonhatas lehetdségére is fény deriilt, melyrdl eddig nem taldlhato informéaci6 a

szakirodalomban.

4.3. Az NCR247 peptid kolcsonhaté partnereinek meghatirozasa az aj S.

meliloti ORFeome konyvtar segitségével

A rendszer hatékonysagédnak tesztelése utdn, egy a csoportunkban mar vizsgalt
giimé specifikus peptid (NCR247) kolcsonhatd partnereit is szerettikk volna
meghatarozni. A peptidrdl  kordbban  kimutattdk, hogy a bakteroidok
differencidlodasaval egy iddben termelddik, s valosziniileg tobb, a bakteroidok

differencidlodasaban, illetve sejtosztddasban szerepet jatszo fehérje aktivitasat
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befolyasolja. A csali vektor l1étrehozasa soran az NCR247 peptid érett valtozatat (a

szignal peptid nélkiil) alkalmaztuk.

4.3.1. NCR247 peptid kolcsonhatd partnereinek meghatarozasa a teljes S. meliloti

ORFeome konyvtar hasznalataval (full screen)

A HfQ kolcsonhatd partnereinek meghatarozasahoz hasonléan 11 szuper-pool-t
alkalmaztunk a ko-transzformacié soran. A ko-transzformacios hatékonysag 789 cfu
volt 1 ng DNS-re vonatkoztatva, mely alapjan a valdsziniisége, hogy egy egyedi gén
kimaradjon a vizsgalatbol 2,72x10™. A lehetséges (erSs és gyenge) kolesonhatd
partnerek azonositdsa céljabol a sejteket az erds és a gyengébb szelekcids
taptalajokra (SD- AHLT és SD-HLT) is kiszélesztettiik. A legszelektivebb taptalajon
(SD-AHLT) megjelend koloniak mindegyikében meglepé modon ugyanazt a
fragmentet detektaltuk. Ez az SMc04012 gén volt, mely az oligopeptidaz F (PepF)
fehérjét kodolja. A kevésbé szelektiv téptalajokon tovabbi 201 lehetséges
kolesonhato fehérjét azonositottunk, melyeket a Fiiggelékben taldlhatd tdblazatban

foglaltunk ossze.

A vizsgalt gének kozel fele (98) hipotetikus, vagy ismeretlen funkcidju fehérjéket
kodol. Ezek mellett taldltunk a kiilonb6z6 vegyiiletek metabolizmusaban és
transzportjaban, redox reakciokban és az elektron transzport folyamatokban szerepet
jatszo fehérjéket kodold géneket. Ezen feliil riboszomalis fehérjéket, transzkripciods

regulatorokat, valamint protedzokat kodol6 géneket is azonositottunk.

4.3.2. NCR247 peptid kolcsonhatd partnereinek megerdsitése mas biokémiai

technikak alkalmazéséaval (pull-down, immunprecipitacio)

Az ¢élesztd két-hibrid rendszer alkalmas a fehérje-fehérje kolcsonhatasok
kimutatasara, de eléfordulhat, hogy félrevezetd eredményeket ad. Eppen ezért
érdemes a kapott eredményeket mas biokéimai technikdk segitségével is

megerdsiteni.
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Ehhez immunprecipitacios kisérleteket végeztiink a gyenge kolcsonhatd partnerek
kozil, az SMc04203 gén altal kodolt, azextra-citoplazmatikus funkcioval (ECF)
rendelkez6 RNS polimeraz szigma faktorok kozé tartozo Fecl fehérjével. A tovabbi
vizsgalatok céljara azért valasztottuk ezt a fehérjét, mert ismert, hogy a fehérjét
kodolo gén, illetve a feltételezhetden a szabalyozéasa alatt 4llo szideroforok és mas
stressz helyzethez torténd sejtszintli adaptacidban szerepet jatszo gének expresszidja
NCR247 peptid kezelés hatasara megemelkedik(Tiricz, Sziics ¢és mtsai. 2013;

Penterman, Abo és mtsai. 2014).

Az ¢leszté két-hibrid rendszerben kapott eredményeknek megfeleléen
immunprecipitacios technika segitségével vizsgaltuk a kolcsonhatast az NCR247
peptid és a Fecl fehérje kozott. A fecl gént sajat promoterével és egy HA fzios tag-
gel egyiitt, mint fizios fehérjét termeltettiik S. meliloti sejtekben. A Fecl-HA fuzids
fehérjét Anti-HA magneses gyongyokhoz kotve tisztitottuk, majd vizsgéltuk, hogy a
hozz4 adott szintetikus NCR247 peptid képes-e kotddni a Fecl fehérjéhez. A
gyongyrdl szarmazd eluatumot, poliklonalis anti-HA, és anti-NCR247 ellenanyag
segitségével, Western analizissel vizsgaltuk. Sikeresen kimutattuk mindkét
komponens jelenlétét, mellyel igazoltuk, hogy a Fecl fehérje és az NCR247 peptid
képes kolcsonhatasba 1épni egymassal.

input
HA-Fecl
Kontroll

23. abraA S. meliloti RNS polimeraz szigma faktor Fecl fehérjéje valoban kolcsonhaté
partnere az NCR247 peptidnek.

Input: A rendszerhez adott NCR247 peptid; HA-Fecl: Anti-HA magneses gyongyhoz kotott HA-
Fecl fehérjéhez adtuk az NCR247 peptidet; Kontroll: {ires Anti-HA magneses gydngyhoz adtuk az
NCR247 peptidet.
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Az NCR247 peptid egyetlen erds kdlcsonhatod partnere az oligopeptidaz F (PepF)
fehérje, mely a peptiddzok M3 csaladjaba sorolhat6. Az ehhez a csaladhoz tartozo
peptidazok altalanos jellemzdje, hogy endopeptidaz aktivitasuk csak alacsony
molekulastlytl szubsztratokra korlatozodik, vagyis kizarolag a 19 aminosavnal

rovidebb szubsztratokat képesek hasitani.

Az élesztd két-hibrid rendszerben tapasztalt kdlcsonhatds megerdsitésére hisztidin
pull-down kisérleteket végeztiink, ahol a PepF fehérjét 6xHis tag-gel fuzionaltattuk.
A PepF-6xHis fuzios fehérjét arabindz indukcid segitségével E. coli sejtekben
termeltettiik. A fazids fehérjénket His-Select® nikkel magneses agar6z gyongyok
segitségével tisztitottuk, majd a PepF fehérjének megfeleld reakcio puffer
jelenlétében a rendszerhez adtuk a szintetikus NCR247 peptidet. Az eludtum anti-
hisztidin és anti-NCR247 ellenanyag segitségével, Western analizissel vizsgaltuk. Az
ellenanyagok segitségével képesek voltunk kimutatni mind a PepF-6xHis, mind az
NCR247 peptid jelenlétét, mellyel igazolni tudtuk a koztiik 1évé kdlcsonhatéast (25.

abra).

input
Kontroll
Hisg-PepF

25. abraA S. meliloti oligopeptidaz F (PepF) fehérje és az NCR247 peptid kolcsonhato
partnerek.

Input: A rendszerhez adott NCR247 peptid; Kontroll: His-Select® nikkel magneses agar6z
gyongyhoz adtuk az NCR247 peptidet; Hisg-PepF: His-Select® nikkel magneses agardz
gyongyokhoz kotott Hisg-PepF fehérjéhez adtuk az NCR247 peptidet;

Csoportunkban korabban mar vizsgaltak a szintetikus Strepll- és FLAG-toldalékkal
ellatott NCR247 peptid lehetséges kolcsonhatd partnereit ,,pull-down” kisérletek
segitségével. A két rendszer (pull-down, Y2H) segitségével kapott kolcsonhatd
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fehérjék kozott csak két esetben tapasztaltunk atfedést: ezek a riboszomalis S18 és
L23 fehérjék(Farkas, Maroti és mtsai. 2014). A két modszer eredményei kozott
tapasztalhatd eltérések nagy valoszinliséggel a kisérlet soran alkalmazott peptidek
eltéré konformacios tulajdonsagaival magyarazhatok. A ,,pull-down” kisérletek soran
alkalmazott szintetikus peptidekben molekuldn beliili, ill. molekuldk kozott diszulfid
hidak alakulhatnak ki, mig a klasszikus két-hibrid rendszer esetén, a sejtmagi
koriilmények kozott, a diszulfid hidak kialakuldsa kevésbé valoszinli, valamint a
peptid, mint fuzids fehérje jelenik meg a rendszerben, ahol a fuzids partner sokkal
nagyobb a peptidnél. fgy a két technikat egymas kiegészité partnereinek kell
tekinteni. Azonban elmondhat6, hogy sem a ,,pull-down” kisérletben, sem a két-
hibrid rendszerben kialakuldo peptid konformacié nem felel meg a glimdben,

természetes koriilmények kozott tapasztalhato, érett NCR247 szerkezetnek.

Mindezek ellenére a lehetséges kolesonhato partnerek meghatarozasa eldsegitheti a
tovabbi célzott kisérleteket, melyek azonosithatjak azokat a folyamatokat, melyekre
az NCR247 peptid hatassal van. Részben mar ismert, hogy az NCR247 gatolja a Z-
gyiri kialakulasat a baktériumokban, mind in vitro, mind in vivo koriilmények
kozott, azaltal, hogy az adott riboszomadlis alegységekkel, valamint az FtsZ
monomerekkel kolcsonhatasba 1ép (Farkas, Maroti és mtsai. 2014). A tovabbi
kutatasi célpontok koz¢é tartozhatnak még egyrészt az elektron transzportlanc
folyamatok, mivel tobb elektron transzport fehérjét (négy ferredoxin fehérje) is
azonositottunk, mint lehetséges kolcsonhatd partner, a kiilonbdzd protedazok
aktivitdsaban bekovetkezd valtozasok (lasd késdbb), valamint a transzkripcids
regulatorok is. Korabban mar kimutattak, hogy az NCR247 peptid hatassal van a S.
meliloti tobb mint 800 génjének expresszidjara, melyek kozé tartoznak a
riboszomalis alegységeket kodolod gének mindegyike (Tiricz, Szucs és mtsai. 2013;
Penterman, Abo ¢és mtsai. 2014). Mindezek mellett a lehetséges kolcsonhatd
partnerek kozott talaltunk 6t olyan transzkripcios regulatort, melyek koziil kettordl
mar bebizonyitottdk, hogy az NCR247 peptid szabalyozasa alatt all. Habar az
NCR247 peptid altal kivaltott transzkripcidés valtozasok nagy részét, mint a

peptidkezelés hatasara bekdvetkezd stressz valasznak tekintik, el6fordulhat, hogy a
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transzkripcids regulatorok aktivitdsa a peptidekkel vald kolcsonhatds hatasara

megvaltozhat.
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5. Osszefoglalas

Napjainkban a gyakori és nem mindig megfeleléen alkalmazott antibiotikum kezelések
hatasara szamos tgynevezett multidrog rezisztens mikroorganizmus jelent meg. Ezek
ellen a védekezés sokkal nehézkesebb, hosszabb kezelések sziikségesek, melyek
komoly problémakat okoznak a gydgyaszatban. Igy egyre siirgetdbb feladatot jelent

ujabb, a rezisztens korokozok ellen hatdsos antimikrobidlis szerek felfedezése.

Az antimikrobialis peptidek (AMP), mint 0j generacios antibiotikumok, 0j, hatékony
megoldast nyudjthatnak e problémara. AMP-k termelésére szinte minden ¢€l61ény képes,
ndvényekben illetve gerinctelen és gerinces allatokban, mint vele sziiletett immunitas
effektor molekulai jelennek meg. Ezek a peptidek gyors gatlo, ill. 616 hatasuk miatt

alkalmassa valhatnak a gyogyaszatban mar hatastalan antibiotikumok helyettesitésére.

Az antimikrobialis peptideknek rendkiviil gazdag forrasai a ndvények, melyek minden
egyes 1ész¢Ebol, tigymint a szarbol, a levélbol, a viragbdl és a termésekbdl, tudtak mar
izolalni ilyen molekulakat. Csoportunkban azonositottak a defenzin tipusit AMP-khez
nagyon hasonlo, specifikusan csak a szimbiotikus gyokérgiimé rhizoébiumok altal
fert6zott sejtjeiben termel6dé giimé-specifikus, ciszteinben gazdag peptideket (NCR:
nodule-specific cysteine-rich peptides). Az NCR gének rovid, 25 — 60 aminosav hossz{,
szekretalt peptideket kodolnak, melyek érett formai négy vagy hat ciszteint
tartalmaznak konzervalt poziciokban. A Medicago truncatula genomban azonositott
kozel 600 peptid elsddleges szekvencigjat tekintve gyenge homoldgiat mutat
egymashoz, ¢és jelentds eltérések figyelhetdk meg izoelektromos pontjukbanés
expresszios mintazatukban. Kideritettiik, hogy a peptidek elsédleges Szerepe
valoszinlileg a szimbionta partner terminalis differenciacidjanak irdnyitasa.A
defenzinekhez vald hasonlosaguk miatt korabban megvizsgaltuk van-e antimikrobialis
tulajdonsdguk, s kimutattuk, hogy a magasabb izoelektromos ponttal rendelkezd,
kationos NCR peptidek mind Gram negativ, mind Gram pozitiv baktériumokkal
szemben, illetve szamos élesztdszeriien novo és fonalas gombaval szemben is nagyfoka

aktivitast mutattak.
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Munkém soran az antimikrobidlis tulajdonsédgokkal rendelkezd kationos NCR peptidek
hatdsmechanizmusanak pontosabb megismerése érdekében tanulméanyoztuk, hogy
miképp valtozik a baktériumok morfologiaja, kiilsé- €s belsé membranjuk atjarhatdsaga,
atomerd ill. szkenning elektron mikroszképos felvételekkel vizsgaltuk, melyek soran a
peptidek hatasmechanizmusanak kiilonbségei is felfedezhetéek voltak. Bizonyos
sejtek kozotti halozatos szerkezet megjelenését indukaltak, masok pedig a baktérium
sejtek  kitirtilését okoztdk. A kationos peptidek kiils6 membranra kifejtett
koncentraciofiiggd membrankarosité hatasat olyan neutralis, hidroféb festék (1-N-
phenylnaphthylamine) segitségével mutattuk ki, mely csak a kiils6 membran
megrongalddott szerkezeti elemei kozé képes integralodni. A bels6 membran
integritdsanak vizsgalata soran kihasznaltuk, hogy az intracellularis B-galaktozidaz
enzim szubsztratja nem képes 4atjutni az intakt membranokon, igy a peptidkezelést
kovetd enzimaktivitds mérésével kimutattuk, hogy a kationos peptidek a kiils6 membran
mellett a bels6é membrant is képesek karositani. Kijelenthetjiik, hogy a kationos
peptidek  antimikrobialis hatasanak elsddleges oka a  baktréiumok
membranpotencialjanak eliminalasa, melyet a fluoreszcens festék (DiOCy(3))
alkalmazéséaval is tudtunk bizonyitani. Mindazonaltal nem zarhatjuk ki, hogy egyes
peptideknek sejten beliili célpontjai is lehetnek, ami a szimbiotikus kapcsolat

kialakitasaban jatszott szerepiik alapjan is feltételezheto.

A peptidek sejten beliili kolesonhatd partnereinek, célpontjainak azonositdsara az
egyik lehetOséget az élesztd kettGs-hibrid technoldgia biztositja. Munkdm soran a
Sinorhizobium meliloti 1021-es torzsének Osszes prediktalt ORF-jét tartalmazo
ORFeome konyvtarat juttattam be egy altalunk készitett préda-vektorba, mely
kompatibilis a klasszikus éleszté két-hibrid rendszerrel. A rendszer létrehozasa és
tesztelése soran koltséghatékony Gateway (LR) rekombinacios protokollt, illetve
hatékonyabb élesztd transzformacids eljarast dolgoztunk ki, valamint igazolni tudtuk
rendszeriink hatékonysagat, olyan fehérjék hasznalataval, melyeknek ismertek a
kolcsonhato partnerei. A rendszer bedllitdsa utan megkezdtiik az eddig legjobban ismert

peptid, az NCR247 kolcsonhatd partnereinek azonositasat, melynek soran képesek
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voltunk erds illetve gyenge kolcsonhatd partnerek meghatarozasara is. Az azonositott
feltételezett kolcsonhatd partnerek koziil kivalasztott néhany fehérje és a vizsgalt
kationos peptid kozotti kapcsolatot mas biokémiai technikdk (immunprecipitacid, pull-
down analizis) segitségével is sikeriilt bizonyitani. Az élesztd két-hibrid rendszer
segitségével azonositott lehetséges kolcsonhatd partnerek azonban nagyrészt nem
fednek 4t a mar kordbban affinitds kromatografiaval azonositottakkal, melybdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a rendszeriink nem helyettesiti, hanem kiegésziti a mar

megszerzett ismereteket.
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6. Summary

The frequent and not always properly performed antibiotics treatments have resulted in
the spreading of multidrug resistance among microorganisms. The defense against them
is more complicated and requires prolonged therapy. The development of novel drugs

effective against these resistant microbes is becoming a more and more urgent task.

Antimicrobial peptides (AMPs) as a new generation of antibiotics can be the efficient
solution for this problem. AMPs are produced by the majority of the living organisms.
In plants as well as in invertebrate and vertebrate animals, these peptides are the effector
molecules of the innate immune system. Due to their strong inhibiting and Killing

activity they might replace the antibiotics that became ineffective.

Plants are appeared to be extremely rich sources of AMPs. These peptides can be
isolated from most plant organs such as stem, leaf, flower or seed. Our group identified
nodule specific cysteine rich (NCR) peptides - resembling the defensin-like AMPs -that
are produced specifically in the infected cells of the symbiotic nodules. The NCR genes
are coding for short, 25-60 amino acid long, secreted peptides, which in mature forms
contain four or six cysteine in conserved positions. The primary structure of the approx.
600 peptides identified in the Medicago truncatula genome shows weak homology to
each other and significant differences were found in their isoelectric point and
expression pattern. We revealed that their primary function in the symbiosis is probably
to govern the terminal bacteroid differentiation of the endosymbiotic bacteria. Due to
their similarities to the defensins we examined their antimicrobial features. We found
that the cationic NCR peptides with higher isoelectric point have strong activity against
Gram negative and Gram positive bacteria as well as yeast-like growing and

filamentous fungi.
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In order to reveal the mode of action of the cationic peptides with antimicrobial
activity,we investigated how peptide treatments affect the morphology, the integrity of
the outer and inner membrane as well as the membrane potential of bacteria.. The
changes induced by the cationic peptides in the surface and the shape of the bacteria
were determined by atomic force and scanning electron microscopic studies,which
revealed differences in the mode of action of the examined cationic peptides, too. Some
of these peptides caused the aggregation of the bacterial cells and the formation of
thread-like structures that seem to be formed by materials released from destabilized
cell surfaces, and some others cause the excretion of the content of the bacterial cells.
The dose-dependent membrane disruptive effect of the cationic peptides on the outer
membrane (OM) was measured with the hydrophobic fluorescent probe 1-N-
phenylnaphthylamine (NPN), whichcannot enter the intact OM, but can pass the
destabilized one and by entering the phospholipidlayer gives rise to strong fluorescence.
To investigate the possible damage of the inner membrane (IM) due to the cationic
peptides,we took advantage of the fact that the IMis not permeable for the artificial
substrate of thecytoplasmic B-galactosidase enzyme, thus, the enzyme activity can be
measured only after thedisruption of the membrane. The IM damage caused by the
cationic peptides wasfurther confirmed by measuring the membrane potential of the
peptide treated cells using thefluorescent membrane-potential indicator dye, DiOCy(3),
provided in the BacLight™ Bacterial Membrane Potential Kit. Thus we concluded that
the primary reason for the antimicrobial activity of the cationic peptides is the
elimination of the membrane potential. Additionaly, the peptides may have intracellular
targets with a role in the symbiotic relationship between the plants and their bacterial

partners.

The yeast two-hybrid system provides an opportunity to identify the intracellular
interacting partners, targets of the examined cationic peptides. During my work, we
transferred the ORFeome library containing all the expressed gene of the S. meliloti
bacteria into a newly created prey vector, which is compatible with the classic yeast
two-hybrid system. During the construction and testing of the new system we
established a cost-efficient Gateway (LR) recombination protocol and a more effective

yeast transformation method. To verify the efficiency of the system, we used proteins
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with known interaction partners. After setting up the new system, we initiated the
identification of the targets of the most investigated NCR247 peptide and could isolate
strong and weak interacting partners. The interaction between the peptide and a few
putative interactors were proved by other biochemical techniques, such as
immunprecipitation and pull-down analysis. However, the set of proteins identified by
using the yeast two-hybrid system showed almost no overlap with the set identified by
affinity chromatography, which suggests that our system does not substitute, but rather

complements the previous experiments.
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7.Fuggelék

KATEGORIA/GEN

| FELTETELEZETT FUNKCIO

Gének, melyek a szén

metabolizmusban szerepet jatszo fehérjéket kodolnak

SMc03103

szén monoxid dehidrogenaz kdzepes alegysége, transzmembran fehérje

SMc02524 format dehidrogenaz gamma alegység

SMc01270 S-thidroximetill) glutation dehidrogenaz / alkohol dehidrogendz
SMc03929 zink-tipusu alkohol dehidrogenaz transzmembran protein
SM_b20170 glutation-fiiggd formaldehid dehidrogenaz

SMc00105 feltételezett oxidoreduktaz transzmembran protein

SMc02466 szukcinat dehidrogenaz vas-kénalegység

SMal491 izoguinolin 1-oxidoreduktaz, alfa alegység

SM_ 20343 feltételezett izoquinolin 1-oxidoreduktaz

Gének, melyek a nitrogén metabolizmusban szerepet jatszo fehérjéket kodolnak

SM_b20986 nitrat reduktaz, nagy alegység protein
SMc03806 nitrogén szabalyozo protein PII 2
SMc01832 jarulékos ureaz protein UreE
SMc01837 ureazalfa alegység

SMc01941 uredzgamma alegység

Gének, melyek az am

inosavak metabolizmusaban szerepet jatszo fehérjéket kodolnak

SMc00673

N-formimino-L-glutamat deaminaz

SMc03932 szarkozin oxidazdelta alegység
SMc03858 korizmat mutaz
SMc00155 DAHP szintaz protein

Gének, melyek a kofaktorok és vitaminok metabolizmusaban szerepet jatszé fehérjéket

kodolnak

SMc03191 preckrin-2 C(20)-metiltranszferaz
SM_b21179 FAD-fiiggd glicerol-3-foszfat dehidrogenaz
SMc02723 7-ciano-7-deazoguanin reduktaz

SMc00144 molibdenum kofaktor bioszintézis protein A
SMc01777 6,7-dimetil-8-ribityllumazinszintaz
SMc03939 NAD(P) transzhidrogenazalfa alegység

Gének, melyek a puri

n/pirimidin metabolizmusaban szerepet jatszo fehérjéket kédolnak

SMc02166

dihidroorotaz

SMc02698 adenin foszforiboziltranszferaz

SM_b21558 aldehidvagy xantin dehidrogenaz, vas-kénalegység protein
SM_bh21011 xantindehidrogenaz

SMa2349 xantindehidrogendz , vas-kén -kotdalegység

Gének, melyek a szén

hidratok metabolizmusaban szerepet jatszo fehérjéket kodolnak

SMc01992

D-xilul6z reduktaz

SMc04460

glikogén foszforilaz

SMa0868

NodB kitooligoszaccharid deacetilaz

Gének, melyek a sejtfal bioszintézishen/modositasban szerepet jatszo fehérjéket kédolnak

SMc01335

N-acetilmuramoil-L-alanin amidaz AMIC prekurzor transzmembran
protein
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SMc02942 peptidogliikan-asszocialt lipoprotein
SMc01846 lizozim-szeriifeltételezetthidrolazglikozidaz protein
SM_b20577 feltételezett protokatekuat3,4-dioxigenaz béta lanc protein

Gének, melyek a kis szubsztituenssel rendelkezé komplex molekuliak modifikalasaban
szerepet jatszo fehérjéket kédolnak

SM_h21243 szulfotranszferaz
SMc03094 aminoglikozid 3'-foszfotranszferazfehétje csalad
SM_h21213 szerint/treonin protein foszfataz 1

Gének, melyek a sejtek motilitisaban szerepet jatszo fehérjéket kodolnak

SMc03032

| flagellum bazalis test P-gylrii fehérje

Gének, melyek a redox folyamatokban szerepet jatszo fehérjéket kodolnak

SM_b20252 koenzim F420 hidrogenaz/dehidrogenaz domént tartalmazo fehérje
SMc02282 réz-tartalmuoxidoreduktaz

SMa2073 FMNH2-fiigg6 acil-CoA kettes tipusu dehidrogenaz

SMc01754 feltételezett réz-tartalmu oxidoreduktaz

SM_b21129 FAD-fiiggd oxidoreduktaz

SMc02469 NAD(P)-fiigg6 oxidoreduktaz

SMal735 FAD-fiigg6 oxidoreduktaz

SM_b20403 vas-kénklaszterttartalmazo6 oxidoreduktaz protein

Gének, melyek fehérj

e degradacioban szerepet jatszo fehérjéket kodolnak

SMc02694

ATP-fiiggé Clp proteaz adaptor

SMc02720 ATP-fiiggd Clp protedzproteolitikus alegysége
SMc04012 oligoendopeptidaz F protein

SMc03782 Membran-kotottfémtartalmu-peptidaz M23/M37 csalad
SMc04031 prolin iminopeptidaz

Gének, melyek az elektron transzportban szerepet jatszo fehérjéket kodolnak

SMa0834 FdxB ferredoxin 111

SMc02347 ferredoxin ASFB vas-kén protein

SMa0816 FixX ferredoxin-szerii protein

SM b20819 ferredoxin

SMal891 tioredoxin reduktaz

SMc02443 glutaredoxin 3

SMal523 NuoG2 NADH:quinone oxidoreduktazalegység (G lanc)
SMal544 NuoK2 NADH:quinone oxidoreduktazalegység (K lanc)
SM_b20174 citokrom c protein

SMc01981 citokkrom C transzmembran protein

Gének, melyek a membran transzportban szerepet jatszé fehérjéket kodolnak

SMc00713 ChaC kation transzport protein

SMc02281 kiils6 membran efflux protein, TolC-szer(i

SMc04017 kiils6 membran lipoprotein

SMc00172 f6 facilitator szupercsalad transzporter

SMa0298 ABC transzporter ATP-ko6t6 protein

SMa0199 ABC transporter ATP-kot6 protein

SMc03850 hem exporter D (citokroém C-tipusubiogenezis protein) transzmembrane

SMc03183 monovalens kation/H+ antiporter alegység F

SMc02344 periplazmatikus koto protein

SMa0576 periplazmatikus odott anyag(solute) (Leu/Val/lle) k6t6 protein, egy
ABC transporter komponenese, R.leguminosarum? BraC ortologja

SMc03182 pH adaptacioskalium efflux rendszer E transzmembran protein

95




Fuggelék

SM_b21707 feltételezett elagazo lanct aminosav felvevé ABC transzporter ATP-
koto fehérje

SMc03135 feltételezett aminosav szallito rendszer, ATP-k6té ABC transzporter
fehérje

SM_b20712 rhizopine felvevé ABC transzporter szubsztrat-koto protein prekurzor

SM_b21345 cukor felvevé ABC transzporter szubsztrat-koté protein prekurzor

Gének, melyek a DNS replikacioban és javitasban szerepet jatszo fehérjéket kddolnak

SMc03966 Holliday junction DNA helikaz RuvA
SMc03764 DNA mismatch endonukledz, patch repair protein
SMc02077 exodeoxiribonukleaz Il protein

Gének, melyek a tran

szkripcios szabalyozasban szerepet jatszo fehérjéket kodolnak

SMc01585

hideg sokk transzkripcids szabalyozo protein

SMa0181 CspAb hideg sokk protein transzkripcids regulator
SMc00182 feltételezetttranszkripcios regulator protein
SM_b20592 RNSpolimeraz szigma faktor

SMc04203 RNS polimerdz szigma faktor FECI protein
SMc03896 LUxR csaladtranszkripcios regulator

SM_b20626 AraC csaladtranszkripcids regulator

SMc05011 bakteriofag DNS-kotétranszkripeios regulator
SMc00681 Lrp/AsnC csaladtranszkripcios regulator
SMc00720 feltételezett 2-komponensii felvevé (receiver) domén protein
SMc03949 NtrP antitoxin

SMc04408 MazE antitoxin, virulencia-asszocialt protein

Gének, melyek riboszomalis fehérjéket, és a transzkripcios gépezet biogenezisében
szerepet jatszo fehérjéket kédolnak

SMc02799 16S rRNS metiltranszferaz GidB
SMc00567 30S riboszomalis protein S18
SMc03934 30S riboszoémalis protein S21
SMc01299 508 riboszomadlis protein L14
SMc03770 508 riboszomadlis protein L21
SMc01304 508 riboszomalis protein L22
SMc01307 50S riboszomadlis protein 123
SMc03772 50S riboszomadlis protein L27
SMc00704 508 riboszomadlis protein L28
SMc03990 508 riboszomalis protein L31
SMc04003 508 riboszomalis protein L36
SMc01353 aszpartil/glutamil-tRNS amidotranszferaz C alegység

Gének, melyek hipotetikus fehérjéket vagy ismeretlen funkcidju fehérjéket kodolnak

SMc00167 ismeretlen funkcidju fehérje
SMc00664 ismeretlen funkcioju fehérje
SMc05008 ismeretlen funkcioju fehérje
SMc03936 ismeretlen funkcidju fehérje
SMc02485 ismeretlen funkcidja fehérje
SM_h21569 ismeretlen funkcioju fehérje
SMa0900 ismeretlen funkcioju fehérje
SMc00692 hipotetikus fehérje
SM_h20808 hipotetikus fehérje
SMc05014 hipotetikus fehérje
SMc04290 hipotetikus fehérje
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SMc02631 hipotetikus fehérje
SMc02286 hipotetikus fehérje
SMal455 hipotetikus fehérje
SMc03144 hipotetikus fehérje
SMab5032 hipotetikus fehérje
SM_b21642 hipotetikus fehérje
SMc00134 hipotetikus fehérje
SMc01995 hipotetikus fehérje
SMc04457 hipotetikus fehérje
SMc03935 hipotetikus fehérje
SMa0310 hipotetikus fehérje
SMc01459 hipotetikus fehérje
SM_h21358 hipotetikus fehérje
SM_h21267 hipotetikus fehérje
SMa2275 hipotetikus fehérje
SMc04313 hipotetikus fehérje
SMc02052 hipotetikus fehérje
SMc03989 hipotetikus fehérje
SMc04289 hipotetikus fehérje
SMc04030 hipotetikus fehérje
SMc03941 hipotetikus fehérje
SM_b20464 hipotetikus fehérje
SMc00655 hipotetikus fehérje
SMc01405 hipotetikus fehérje
SMc02795 hipotetikus fehérje
SMc04092 hipotetikus fehérje
SMc00688 hipotetikus fehérje
SMc01505 hipotetikus fehérje
SM_h20401 hipotetikus fehérje
SM 021330 hipotetikus fehérje
SMc05013 hipotetikus fehérje
SMc04022 hipotetikus fehérje
SMc03284 hipotetikus fehérje
SMc00686 hipotetikus fehérje
SMc02803 hipotetikus fehérje
SMc03844 hipotetikus fehérje
SM_b21667 hipotetikus fehérje
SMc01940 hipotetikus fehérje
SMc01748 hipotetikus fehérje
SMc02716 hipotetikus fehérje
SMc01989 hipotetikus fehérje
SM_b21329 hipotetikus fehérje
SMc01194 hipotetikus fehérje
SMc03977 hipotetikus fehérje
SMc02989 hipotetikus fehérje
SMal767 hipotetikus fehérje
SMc01833 hipotetikus fehérje
SMc03244 hipotetikus fehérje
SMc03976 hipotetikus fehérje
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SMc04025 hipotetikus fehérje
SMc03960 hipotetikus fehérje
SM_b20411 hipotetikus fehérje
SMc03289 hipotetikus fehérje
SMc02447 hipotetikus fehérje
SM_b22021 hipotetikus fehérje
SM_b20811 hipotetikus fehérje
SMc03794 hipotetikus fehérje
SMc01549 hipotetikus fehérje
SMc01519 hipotetikus fehérje
SMc00732 hipotetikus fehérje
SMc03746 hipotetikus fehérje
SM_h21173 hipotetikus fehérje
SMal808 hipotetikus fehérje
SMc03999 hipotetikus fehérje
SMc02351 hipotetikus fehérje
SMc02709 hipotetikus fehérje
SMc02497 hipotetikus fehérje
SMc03751 hipotetikus fehérje
SM_b20454 hipotetikus fehérje
SM_b20471 hipotetikus fehérje
SMc03263 hipotetikus fehérje
SMc04094 hipotetikus fehérje
SMc00656 hipotetikus fehérje
SM_b22012 hipotetikus fehérje
SM_b21154 hipotetikus fehérje
SMc03288 hipotetikus fehérje
SMc04437 hipotetikus fehérje
SMc04329 hipotetikus fehérje
SMc00665 hipotetikus fehérje
SMa0728 hipotetikus fehérje
SMa0992 hipotetikus fehérje
SMal095 hipotetikus fehérje
SMal394 hipotetikus fehérje
SM_h21554 hipotetikus fehérje
SM_h20542 ISRm14 hipotetikus fehérje
SMc03279 ISRM28 2-es szamutranszpozazszekvencia inszercio

* Pull-down technikaval azonositott géntermékek vastaggal vannak kiemelve. Az alahtzott és

délttel jelolt gének expresszidja in vitro koriilmények kozott az NCR peptidek altal

szabalyozott.
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