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1. Bevezeto

Az elmult kozel szdz évben a természettudomanyok gyors elméleti és technikai
fejlodésének koszonhetden szdmos bioldgiai rendszer miikodését tarhattuk fel. Tobb
organizmus valt igynevezett modellszervezetté, melyek segitségével kezdetben alapvetd, majd
késobb finomabb bioldgiai jelenségeket, szabalyokat és 0sszefiiggéseket tanulmanyozhattunk €s
ismerhetiink meg ma is. Bér ,,egyszerli” szervezeteknek tlinnek, de a baktériumokon és - az
élolényeknek nem tekinthetd - bakteriofdgokon végzett kisérletek fontos alapjait teremtették
meg a genetika tudomdnydnak, melyek tapasztalatai Kkiterjeszthetoek a magasabbrendii
eukariota szervezetekre. Mindamellett lehetové tették a ma mdr igen elterjedt rekombinans
DNS technoldgia kialakuldsat. Az 1940-es évekre is visszanyul6 kutatdsoknak koszonhetden az
eddig legjobban ismert baktérium az Escherichia coli, mely ma mar nem csak egy
tanulmanyozott objektum, hanem a molekuléris genetika fontos eszkdze. Tovabba genomjanak
teljes DNS szekvencidja ismert. Az E. coli mellett szdmos mdés baktérium vizsgilata valt
fontossd nemcsak az alapvetd ismeretek szempontjdbol, hanem orvosi €s mezdgazdasigi
vonatkozdsban is. Ilyen organizmus a tovabbiakban részletesen bemutatni kivant szimbiotikus
nitrogénkotésre képes Sinorhizobium meliloti baktérium, mely nem elhanyagolhatéan, részben
magyar kutatok munkdjanak koszonhetOen valt a novény-mikréba kapcsolat és nitrogénkotd
szimbidzis egyik fontos modelljévé. Az elmult évtizedekben az E. coli baktérium
tanulmanyozdasdsa sordn felhalmozott tudds ellenére érdemes megfontolni, hogy ezen a
modellszervezeten kiviil milyen valtozatos a baktériumok vildga és mennyivel tobb egyéb
ismeretet is szerezhetiink altaluk. Ahogy a késObbiekbdl is kideriill — taldn az elfogultsidg
ellenére is — erre igen j6 példa a Sinorhizobium meliloti. Més rhizobiumokhoz hasonldan
génjeinek vizsgdlata vildgossa teheti egyebek mellett, a mar emlitett nitrogénko6td szimbiotikus
partnerséget a rhizobiumok és pillangésvirdgiak kozott, valamint a bakteridlis patogenezishez
kapcsol6dé molekuldris folyamatokat. Ez azért is fontos, mert a rhizobiumok ¢&s
pillangdsvirdguak kozotti szimbidzis 1étrejottének mechanizmusa hasonlé a patogén
baktériumok és az eukaridta sejtek kapcsoléddsdhoz. Ezen kiviil a szintén igen régéta
tanulmanyozott baktérium-bakteriofag kapcsolatrél is tovabbi ismereteket szerezhetiink.

Csoportunk  2000-ben  kezdte meg munkdjait a Pécsi Tudomanyegyetem
Természettudomanyi Kardnak, Genetikai és Molekuldris Bioldgiai Tanszékén, Dr. Putnoky
Péter vezetésével. Azon szerencs€sek kozé tartozom, akik elsoként csatlakoztak didkkoros
hallgatéként a kutatocsoport munkdjahoz €s kezdhették el tanszEékiinkon a genetikai munkaét, a

mar régéta tanulményozott €s Magyarorszagon izolalt Sinorhizobium meliloti 41 baktériumon.



A szimbidzis kialakitdsidt igen sok tényezd befolydsolhatja, egyik ilyen tényezd a
baktérium felszinén 1év6 kapszuldris poliszacharid is. Ez a poliszacharid nemcsak a novény
altali felismerésben segiti a baktériumot, hanem a kornyezeti tényezOkhoz vald
alkalmazkodasban, valamint a bakteriofdgok elleni védekezés egyik ,fegyvere” is. A
szimbidzisban betoltott szerepén tdlmutatva, jelentdsége a patogenitdsban is megmutatkozik,
hisz szdmos baktérium patogenitisit hatdrozza meg a poliszacharid erds antigén
tulajdonsagabdl adéddéan. A Sinorhizobium meliloti 41 egy olyan poliszacharidot termel, mely
analég bizonyos patogén Escherichia coli torzsek éaltal termelt K-antigénekkel.
Végeredményben ezek a vegyliiletszarmazékok, melyek bioszintézise hasonl6 médon torténik,
valtozatos szerepet tolthetnek be baktériumokban: egyik esetben (S. meliloti) eldsegitenek
egyfajta kolcsonos egyiittélést (szimbidzist) a ndvénnyel, masik esetben (E. coli) akar az ember
szdmadra veszélyes tulajdonsdggal ruhdzza fel a baktériumot, komoly betegségeket okozva.

Jelen dolgozatom a csoportban toltott id9 alatt végzett munka eredményeit oleli fel, mely
a kapszuldris poliszacharid szimbidzisban, illetve a baktérium-fag felismerésben nytjtott

szerepének vizsgalatara iranyult.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A nitrogénkotés jelentosége

A novényekkel szimbidzist kialakité diazotréf baktériumok a 1égkori nitrogéngazt
redukaljdk ammoniava, mely a novények egyik alapvetd tdpanyagforrdsa és amit eredendden a
talajbol kotott formaban veszik fel. A kolesonos egylittélés egy szinte kimerithetetlen nitrogén
utanpotlast biztosit a gazdanovények szdmdra (Burns and Hardy, 1975; Gage, 2004). A
rhizobiumok a Rhizobiaceae csalddba tartoz6 Gram-negativ talajbaktériumok (Rhizobium,
Azorhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mezorhizobium), melyek a gyokérgiimd
indukaldsdval endoszimbidzist tudnak kialakitani a pillangésvirdgi (Fabaceae) ndvényekkel
(Dénairé et al., 1992), illetve a nem pillangésvirdgi Parasponia fajokkal (Becking, 1992).

A vizsgdlatunk targyat képezd Sinorhizobium meliloti (régebbi nevén Rhizobium
meliloti), endoszimbiotikus kapcsolatot képes kialakitani a lucerna (Medicago), lepkeszeg
(Trigonella) és a somkord (Melilotus) fajokkal (Dénarié et al., 1992). Az endoszimbiotikus
nitrogénkotés partnerspecifikus modon jon létre. Ebben az esetben egy kolcsondsen hasznos
egyiittélésrol van sz6. A baktérium bioldgiailag hasznos, redukdlt nitrogénforrassal latja el a
novényt, mig a gazdanovény tdpanyagot, illetve a nitrogénkotéshez sziikséges energiat biztosit
a baktérium szamara (Allen and Allen, 1981).

A novényi koérokozok mellett, a szimbidtikus nitrogénkotésre képes baktériumok
mezOgazdasagi szempontbdl is jelentdsek a novényekkel fenndllé kapcsolataik szempontjabdl.
Az Osszes bioldgiai tton torténd nitrogénkotés 50%-at a rhizobiumok végzik, ezért igen fontos
szerepiilk van a tdpanyag korforgdsaban. A novények fejlddésére és életképességére iranyuld
pozitiv hatdsuk miatt hozzdjarulhatnak egy fenntarthaté mezdgazdasdg kialakitdsdhoz is
(Capela et al., 2001). Mindamellett a novekvé nemzetk6zi kornyezetvédelmi igények miatt
eldtérbe keriiltek a megijuld forrasok, ezért a jovoben a bioldgiai nitrogénkotés fontos nitrogén
forrds lehet a mezdgazdasagi teriileten (Dixon and Wheeler 1986; Peoples et al., 1995). Ez a
megoldas okoldgiai szempontbdl elénydsebb, hisz a miitragydzassal szemben nem 4ll fenn a
vizkészletek szennyezése vagy az éldvizek eutrofizacidja (Al-Sherif 1998). Tovébbi elonyokkel
szolgdlhat a fosszilis lizemanyagok visszaszoritdsdban, az Ujraerddsitésben és a nem hasznalt
teriiletek produktivitdsdnak visszadllitdsdban (Burris, 1994; Sprent and Sprent 1990; Zahran,
1999).



2.2. A szimbiozis kialakulasa

A szimbidzis kialakuldsa igen Osszetett folyamat, mely komplex molekuldris jelcserén
alapszik. A gazdanovény kiilonféle fajspecifikus, flavonoid tipusud vegyiileteket bocsdjt ki a
talajpba (Redmond et al., 1986). Ez pozitiv kemotaxist vélt ki a baktériumokban, minek
kovetkezményeként szamuk megnovekedik a novény rhizoszférajaban (Currier and Strobel,
1974). A flavonoidok aktivaljdk a baktériumsejtekben taldlhaté tn. nodulécids (nod) gének
expresszidjat, aminek kovetkeztében a baktérium kivalaszt egy novényi inducert a Nod-faktort
(Schultze et al., 1994). A szintén gazdaspecifikus Nod-faktornak, mely meghatarozza, hogy a
baktérium milyen novényt képes megfertozni, fontos szerepe van a szimbiotikus giimo
kifejlodésében. Kiilonféle novényi vélaszt, fejlodési valtozast indit el, mint a giimOmerisztéma

kialakitdsa vagy az infekcids fonal novekedése (Dudley et al., 1987).

1. dbra: A giimd invazidja (Perret et al., 2000)

(A) A rhizobiumok kolonizaljak a rhizoszférat (rh) és a gyokérszérokhoz (r) tapadnak. (B) A Nod-faktor
indukdlja a gyokérszorok meggorbiilését és lehetdvé valik a baktériumok behatoldsa az infekcids
kozpontba (ci). A ndvényi sejtmag (n) megeldzi az infekcids fonalat (it). (C) A sejtmag (n) koveti az
infekciés fonal (it) novekedését a gyokérszor alapjaig. (D) A kiépiilt infekcids fonal eldgazik (rit) az
oszt6d6 kéreg sejtek altal formalt giimd primordium mellett. (E) A bakteroidok (b) kikeriilnek az
infekciés fonalbdl (it) és szimbioszOmdt hoznak létre (s) a gyokérsejtekben. A peribakteroid
membréannal hatédrolt bakteroidok poly-f hidroxibutarat granulumokat (phb) akkumuldlnak. c: kéreg, d:
emésztd vakuolum, ep: epidermisz, ed: endodermisz.

A Sinorhizobium meliloti indetermindlt giimOképzOodést indukdl, melyre a belso
kéregsejtek allandé merisztematikus aktivitdsa jellemzé (Gage and Margolin, 2000). A

noduldciot kovetden a fertézési folyamat sordn a baktériumok a gyokérszérokhoz tapadnak
8



(Hirsch, 1992), melyet a novény 4ltal kivéalasztott lektinek biztositanak (Mills and Bauer, 1985).
Ezutan torténik a gyokérszorok meggorbiilése, majd az infekcids fonal 1étrejotte (Diaz et al.,
1989). Az invédzié sordn a folyamatosan novekedd infekcids fonal segitségével jutnak el a
baktériumok a gyokérszorsejtekbe, majd végiil a giimdsejtek belsejébe (1. dbra). Az invazid egy
Ujabb felismerési folyamatot jelent a ndvény szdmdra, melyben fontos szerep jut a
késObbiekben targyalt kiilonféle sejtfelszini poliszacharidoknak. Mialatt a novény gyokerén
kialakul a kiilon novényi szervként funkciondlé giimd (Robertson and Lyttleton, 1982), a
baktériumok fiziolégiai és morfoldgiai valtozasokon mennek keresztiil. A névényi gazdasejt
citoplazmdjaba endocitdzissal 1épnek be, sejtorganellummad, Un. bakteroidokkd alakulnak,
melyek peribakteroid membrédnnal hatdroltak (Dudley et al., 1987).

Miutdin megtortént a baktériumok differencidléddsa, megindul a nitrogendz
enzimkomplexet kédold gének expresszidja, igy a szimbiotikus giimé alkalmassa valik a
1égkori nitrogén redukdldsdra. A nitrogénkotés megfeleld miikodéséhez sziikséges mikroaerob
kornyezetet a novényi citoszolban lokalizdl6dé leghemoglobin molekula biztositja. A késoi
bakteridlis gének kozé tartoznak a nif és bizonyos fix gének, melyek a nitrogénkotést végzo
nitrogendz enzimkomplex részeit, illetve a folyamathoz sziikséges tovabbi fehérjéket kodoljak
(Mellor and Werner, 1987 ). Egyes nif gének mellett a nitrogénfixdlds szabdlyozdsiban van
fontos szerepe a fixLJ, illetve fixK géneknek melyek az alacsony oxigénszintet érzékelik és
ennek megfelelden irdnyitjdk az enzimkomplexet alkoté fehérjék atirédasat (Fischer, 1994). A
nitrogendz enzim segitségével a 1égkori nitrogéngdz ammoniava alakul a bakteroidban, majd a
novény citoplazmajaba jutva a glutamin-glutaminsav bioszintézisen keresztiil €piil be a szerves
vegyliletekbe, biztositva a megfeleld nitrogénforrast a novény szaméara. A kolcsonds
egyiittélésnek megfeleléen a bakteroid részesiill a novényi fotoszintézisbdl szarmazd
szachar6zb6l, mely tobbek kozott a nitrogénkotéshez sziikséges jelentds energiaigényt

biztositja.
2.3. A Sinorhizobium meliloti genomja

A Sinorhizobium meliloti széles korben ismert 1021-es torzsének teljes genomi
szekvencidja 2001-ben valt ismerté tobb kutatécsoport munkdja nyomén. A baktérium teljes
genomja egy 3,65 Mb nagysdgi kromoszomabdl (Capela et al., 2001) és két un.
megaplazmidbdl all: az 1,35 Mb méretli pSymA (Barnett et al., 2001) és az 1,7 Mbp nagysiagu
pSymB plazmidbdl (Finan et al., 2001) (2. dbra). A harom genomi komponens szekvencidjanak
részletes elemzésébdl kirajzolddott annak géndsszetétele, aminek eredményeként kiillonbozd

Osszefiiggések vonhatdk le. Az dsszehasonlité genomika segitségével 6204 fehérjekodolé gént

9



azonositottak a genomban. Tovdbbd a GC tartalom alapjdn ,,idegen eredetli”, utdlagosan
beépiilt régidkat lehet elkiiloniteni, mivel egyes szakaszok az alap haztartasi génektdl eltéréd GC
tartalommal és kodonhasznalattal rendelkeznek (Galibert et al., 2001).

A S. meliloti kromoszomaja foként az un. esszencidlis hdztartasi géneket tartalmazza,
melyek elengedhetetlenek a sejt mikodéséhez, a sejt osztodasdhoz. Példaként emlithetd a
kiilonféle rRNS és tRNS molekuldk Iétrehozasa, valamint a nukleinsav és fehérje metabolizmus
elemeinek kddoldsdhoz sziikséges gének. Ezen kiviil szamos olyan genetikai informécidt is
tartalmaz, melyek a kornyezeti adapticidhoz sziikségesek, mint a mobilitds vagy a stressz
valaszok. A GC tartalom vizsgélata alapjdn hat, valdszinilileg idegen eredetii régiot
azonositottak. Ezek a teljes genom 2,2%-at kitevo inszercios és bakteriofag elemek, valamint a
horizontdlis géntranszfer sordn utélagosan beépiilt génrégiok, mint az in. szimbiotikus szigetek

(Capela et al., 2001).

Chromosome

3.65 Mbp

2. abra: A S. meliloti 1021 genomjanak sematikus rajza (Downie and Young 2001)

Ellentétben a kromoszémaval, a pSymA plazmid nem tartalmaz esszencialis géneket,
hidnydban a baktérium életképes. Ahogyan az elnevezése is utal rd, foként a szimbidzis
kialakitdsdhoz sziikséges géneket tartalmazza, mint a nod, nif, fix gének, ezen kiviil a kornyezeti
adapticidhoz sziikséges géneket (Barnett et al., 2001). A tobbi rhizobiumra jellemzden az
inszerciés és bakteriofdg elemek ezen a plazmidon taldlhatéak a legnagyobb ardnyban, a
szimbiotikus régiok kornyékén. A jelenség bizonyitja, hogy ezen régidk hajlamosak a DNS
atrendezddésre (Kaneko et al., 2000; Freiberg et al., 1997; Gottfert et al., 2001). Mindkét

megaplazmid rendelkezik a plazmidoknal el6forduld replikdciés origéval és a rep-ABC
10



génekkel, valamint a pSymA plazmid tartalmazza a konjugativ transzferért felelos géneket
(traACDQG)) is.

A pSymB megaplazmidon taldlhatunk esszencidlis géneket, mint példdul az arginin
tRNS-t kddold gént, a sejtosztoddsért felelos minCDE és az aszparagin szintézisében fontos
géneket. Mar kordbban is ismert volt, a thiCOSGE és thiD génekrdl, hogy hibajuk
thiaminauxotréfidt okoz, ezért valoban esszencidlisak (Finan et al.; 1986). A gének stirlisége
hasonlé a kromoszémdhoz vagy a tobbi bakteridlis genomhoz. A teljes genom 12%-at a
transzport rendszert kddold gének teszik ki, amelyek foként olyan fehérjéket kddolnak, melyek
ATP kot6 doménnel rendelkeznek (ABC-transzporterek). Az emlitett transzporter fehérjék a
pSymB megaplazmidon is nagy ardnyban fordulnak elé. Szamos olyan gént is tartalmaz, amely
segiti a baktérium életben maraddsat a talajban, a rhizoszféraban, és az endoszimbionta
koriilmények kozott, valamint hozzdjarul, hogy a baktérium természetes él0helyén
versenyképes legyen. Ilyenek példaul a kiilonbozo sejtfelszini poliszacharidok szintéziséért
felelds géncsoportok (Finan et al., 2001; Galibert et al., 2001).

A két megaplazmid mérete alapjan feltételezhetnénk, hogy kiilon-kiilon olyan Osi
baktériumoktdl szarmaznak, melyeknek egyetlen kromoszémdjuk volt. Amennyiben
onmagaban nézziik a kromoszoma Osszetételét, egy tipikus aerob heterotr6f baktérium
rajzolodik ki. A két megaplazmid lehetdvé teszi, hogy a baktérium novelje metabolikus
kapacitdsat €s kornyezeti adaptaciéjat. A pSymB plazmid megléte biztositja, hogy a baktérium
kiillonboz6 vegyiileteket tudjon metabolizdlni a talajban és a rhizoszféraban. Emellett a pSymA
génjei altal kolonizdlédhat az alacsony oxigén tartalmd giimdben (Galibert et al., 2001). A
gének szdmdnak szemszogébdl nézve a genom mérete nagyobb, mint amire dltalinosan egy
baktériumnak sziiksége van, példaul az eukariéta €leszté hasonlé szamu génnel rendelkezik
(Downie and Young 2001).

Guerrero és munkatarsai evolucios, strukturalis és funcionalis 0sszefliggések tekintetében,
genomi Osszehasonlité elemzéseket végeztek a Rhizobiales rend fajai kozott, a Sinorhizobium
meliloti, Agrobacterium tumefaciens, Mesorhizobium loti, Brucella melitensis baktériumok
genomi szekvencidjanak segitségével. Azt a kérdést vetették fel, vajon van-e bioldgiai értelme a
gének elrendezddésének a baktérium kromoszomdjan? Els6sorban a szinténia jelenségét
vizsgaltdk vagyis olyan géneket, géncsoportokat, melyek elrendez6dése pdrhuzamos a
kiilonb6zé genomokban (Guerrero et al., 2005). Feltételezhetd, hogy a fiziolégiailag fontos
géncsoportok pozitivan szelektdlodnak és a szinténia megléte feltarhatja a gének funkcionélis
tulajdonsagait (Tamames 2001). Azonban a rekombinéci6 €s a transzpozonok feldaraboljdk a

szinténikus csoportokat, valamint a horizontdlis géntranszfer is megvaltoztatja a gének
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elrendezését (Doolittle 1999; Ochman et al., 2000). Az elemzések alapjan, a szinténia
konzervalt egy relativ kromoszomalis elrendezést, ami jellemz6 az Enterobacteriales rendre is
(3. 4bra). Ez éaltaldban igaz a létfontossagi génekre, ezzel ellentétben a nem létfontossagu
géneknél ez a jelleg felbomlott és egy résziik valdszinili, hogy horizontélis transzferrel keriilt be
a rhizobiumok genomjaba, melyek a faj 6koldgiai niche-€hez valé alkalmazkodast segitik eld
(Guerrero et al., 2005). Ezek a tények is bizonyitjdk, hogy a baktérium sokoldalisdganak

koszonhetden képes tobbféle komplex kornyezetben €lni.

100 -

Covarags (%)

40 4

Function

3. dbra: A S. meliloti-A. tumefaciens szinténids és nem szinténids gének Osszehasonlitasabol
szarmazo6 funkcids csoportok kiterjedése (Guerrero et al., 2005)

X tengely: funkcids csoportok: 1) Transzkripcid, 2) Transzlacid, 3) Zsirsav és foszfolipid metabolizmus,
4) Sejt burok, 5) Kofaktorok, prosztetikus csoportok és szallité molekulédk szintézise, 6) Purin, pirimidin,
nukleozid és nukleotid metabolizmus, 7) DNS metabolizmus, 8) Aminosav metabolizmus, 9) Sejt
folyamatok, 10) Energia metabolizmus, 11) Transzport és ATP kot6 fehérjék, 12) Szabalyozé funkcidk,
13) Kozponti kozvetitd molekuldk metabolizmusa. Az oszlopok piros, alsé része: szinténids gének a
négy rhizobiumban; felsdé rész: szinténids gének a S. meliloti-A. tumefaciens 0sszehasonlitdsban. Az
oszlopok kék alsé része: nem szinténids gének a négy rhizobiumban; felsé rész nem szinténids gének a
S. meliloti-A. tumefaciens 0sszehasonlitdsban. Y tengely: terjedelem %-ban.

2.4. Sejtfelszini poliszacharidok és a bioszintézisben fontos gének

A rhizobiumok sejtfelszini poliszacharidjai kulcsszerepet jatszanak a szimbidzis
kialakuldsdnak 1épéseiben: az infekcids fonal novekedésében, a giimd invazidjaban, és a
gazdaspecificitdsban, megvédik a baktériumot a kornyezeti artalmakkal szemben (David et al.,
1988). Tovabba az antimikrobidlis anyagok termelésének gatlasdval novényi védekezési
mechanizmusokat is akaddlyozhatnak (Niehaus et al., 1997). A poliszacharidok jelentOsége
abban is megmutatkozik, hogy a bioszintézis gének kozel 17%-at teszik ki a pSymB
megaplazmidon taldlhaté géneknek. Hasonlo szerkezetli sejtfelszini struktirdkat a patogén
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baktériumoknadl is taldlunk (Reuhs et al., 1998). Szdmos Gram-negativ baktériumhoz hasonléan
a S. meliloti kiillonféle mucoid sejtfelszini poliszacharidokat termel. Az exopoliszacharid (EPS)
a kiilsé kornyezetbe szekretdlodik, elfojtja a novényi védelmi valaszt. A lipopoliszacharid
(LPS) az infekcié késdbbi szakaszdban lehet fontos, példaul az infekcids fonal ndvekedését
segiti a gyokér kortikdlis sejtekig. A sejtmembrdn koriil taldlhaté kapszularis poliszacharid

(KPS, K-antigén) a szimbiotikus felismerés korai szakaszdban lényeges (Reuhs et al., 1993). A

poliszacharidok szimbidzisban bet6ltott szerepére kiilonbdzd infekcidban hibas (Inf-) baktérium
mutans vizsgdlataval deritettek fényt. [lyen mutdnsok a giimd invézidjéara képtelen baktériumok,

melyek el tudjék inditani a giiméfejlodést, de nem képesek bejutni annak belsejébe, “iires”

giimok keletkeznek, illetve némely Fix- fenotipusi mutdns, mely a normalis nitrogénkotésre
alkalmatlan. A kovetkezdekben az EPS, LPS, de legféképpen a KPS bioszintézisét, szerkezetét,

funkci6jat mutatom be.
2.4.1. Az exopoliszacharidok

A Rhizobium fajok 4ltal termelt exopoliszacharidok (EPS) a sejt felszinén
akkumulalodnak, majd a sejt kornyezetébe szekretalodnak. Harom tipusat ismerjiik. Az egyik
tipus az EPS-I (mdsnéven savas EPS) (Kannenberg and Brewin, 1994), amely 7-9 hexdz
szarmazékbol allo ismétlddd alegységek heteropolimere. Az alegységeken szukcinil, acetil és
piruvil moédositasokat tartalmaz. Savas jellegét az uronsav, szukcindt, piruvat elemek
jelenlétének koszonheti. A S. meliloti altal termelt savas exopoliszacharid (EPS-I) a
szukcinogliikdn, hét gliik6z és egy galakt6z molekulat tartalmazdé, ismétlodo alegységekbdl épiil
fel (Fraysse et al., 2003). Molekula tomeg alapjan két fajtdja ismert: az alacsony
molekulatomegli (LMW) és nagy molekulatomegli (HMW) EPS (Reinhold et al., 1994). A
szukcinogliikan poliszacharid szintézise négy 1épésbol all, melyért a pSymB megaplazmidon
elhelyezkedd exo gének feleldsek. Elso 1épésként, az UDP-gliikéz és UDP-galaktéz szintézise
torténik (pl. exoB,C,N,Y), majd egy sejtmembranba dgyazott lipid hordozé felszinén zajlik az
ismétlodé oktoszacharid alegység szintézise nukleotid-cukorbdl (exoF,J,A,L,M,N,O,U).
Kovetkezd 1€pésben az alegységek modositdsa (szukcinil — exoH, acetil — exoZ, piruvil — exoV),
majd legvégiil az oktoszacharid alegységek polimerizacidja, és a sejtfelszinre val6 szallitdsa
torténik (exoP,T,Q) (Reuber and Walker, 1993). Az exopoliszacharidnak alapvetden a nitrogén
koto giimo 1étrejottében, az infekcids fonal kialakuldsaban van meghatérozoé szerepe (Leigh and
Walker, 1994). A determindlt giimd létrehozdsdban nem meghatidroz6, de az indeterminalt
giim0 esetében létfontossagl, melyre a belsd kéregsejtek dllandé merisztematikus aktivitdsa

jellemzd (Gray et al., 1991).
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Szamos exopoliszacharid termelésében hibds S. meliloti torzs nem képes a ndvény

invazigjara (Exo-, Inf- fenotipus), mert az infekcios fonalak abortdlédnak a fejlodé giimo
belsejében (Cheng and Walker, 1998; Gonzdles et al., 1998). A galaktozil-1-P transzferdz
szintéziséért felelds exoY génben mutdns baktériumok vizsgdlata rdvilagitott arra, hogy a
szukcinogliikdn nem fontos a gyokérszor meggorbiilésében és az infekcids fonal inicidcidjaban,

de létfontossdgi a fonal novekedésében. Az EPS-t termeld, de azon acetil csoporttal nem

rendelkezd exoZ~ és szukcinil csoport nélkiili exoH™ mutansok vizsgdlata is hasonl6 eredményre
vezetett (Cheng and Walker, 1998). A madsik, az EPS-II néven ismert poliszacharid a gliik6zt és
galaktozt tartalmazd, diszacharid egységekbdl felépiild galaktogliikdn. A bizonyos szerkezetli
kapszularis poliszacharidhoz hasonléan képes helyettesiteni az EPS-I funkci6jat, de kevésbe
hatékonyan (Glazebrook and Walker, 1989; Petrovics et al., 1993; Putnoky et al., 1990).
Létezik egy harmadik exopoliszacharid csoport, melyet djabban kiilonvéalasztnak az
emlitett EPS-I1 és EPS-II poliszacharidokt6l. A periplazmatikus térben taldlhaté ciklikus B-
gliikdnoknak, egyrészt a baktérium gyokérszOrokhoz valé kapcsoldddsidban van szerepe,
masrészt a novényi védekezési valaszok blokkoldsaban (Breedveld and Miller, 1994; Bhagwat
et al., 1999). Szerkezetik p-1,2-gliikdn szdrmazék neutrdlis homopolimerje, melyen
foszfoglicerol, foszfokolin és szukcinil moddositds van. Szintézisiikért egyes ndv gének
felelosek. Az ndvB a poliszacharid szintézisében, mig az ndvA a transzportban vesz részt. Az
ndv mutdnsok vizsgalata alapjan kideritették, hogy a szimbidzis kialakuldsdban valdjdban nem a
poliszacharidnak van f6 szerepe, hanem baktériumsejtek hipoozmotikus adaptécids

képességének, melyet az emlitett gének biztositanak (Dylan et al., 1990).
2.4.2. A lipopoliszacharidok

A lipopoliszacharidok (LPS) a Gram-negativ baktériumok sejtfelszinének fontos
alkotéelemei, melyek a legfobb védekezd mechanizmust biztositjdk a kiils6 kornyezeti
tényezokkel szemben (Campbell et al., 2002). Mind a szimbiotikus rhizobiumok, mind a veliik
rokon baktériumok, mint az emlds sejteket fert6z6 patogén Brucella fajok esetében, a
gazdasejtben val6 tdléléshez 1ényeges az LPS megléte (LaVier et al., 2000; Ferguson et al.,
2004). Szerkezetileg harom egységre bonthatdok. A kiilsd foszfolipid membranba egy un.
horgonyz6 molekulédval, a lipidA egység segitségével rogziilnek, mely dltaldban 2,3-diamino
gliikoz egységbdl all. Elsdsorban 4-6 a-hidroxi zsirsavat hordoz a gliikkézamin-diszacharid.
Ehhez kapcsolodik Kdo (keto-deoxi-oktulonsav) szerkezeti molekuldn keresztiill egy
konzervalédott ‘“‘core” oligoszacharid, melyhez a torzsspecifikus, immunogén aktivitassal
rendelkezd O-antigén kotddik. Az O-antigén uronsavat, heptézokat tartalmazhat, de dltaldban
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igen gazdag deoxi- és/vagy metildeoxi-cukor szarmazékokban. A lipidA és a ,.core”
oligoszacharid egységeket kozosen tartalmazé LPS-t ,,rough” (R-LPS) formanak nevezziik. Az
O-antigén egységet is tartalmazo6 format ,,smooth” LPS-nek (S-LPS) hivjuk.

A rhizobiumok 4ltal termelt LPS tobb tulajdonsagban is eltérhet. A horgonyz6 molekula
kiilonbozo szerkezetl lehet és igen hosszu zsirsavldnccal rendelkezhet (Miiller et al., 1988). A
Rhizobium sp. NGR234-es torzsnél megfigyelték, hogy a szabadon €16 forma foként R-LPS-el
rendelkezik, mely nem tartalmazza a variabilitdst okoz6é O-antigén, mig a S-LPS szintézise
jelentdsebb a flavonoid indukcié sordn és a bakteriod formédban (Reuhs et al., 2005). A
baktériumot koriilvevd kornyezet befolydsolhatja, hogy melyik forma jelenik meg a
sejtfelszinen.

A S. meliloti LPS muténsok szimbidzisra képesek a gazdanovénnyel, de a szimbidtikus
kapcsolat lassabban alakul ki, mint a vad tipusi baktériumok esetében (Kannenberg and
Brewin, 1994). A megfeleld mutins baktériumok hidnya miatt még nem teljesen ismert a
lipopoliszacharid 4ltalanos és szimbiotikus funkcidja, bioszintézis génjei. A megfeleld

ismeretek hidnyanak oka az is, hogy nem minden baktérium-névény kapcsolatnal fontos,

inkdbb a partnerspecifikussdgot hatirozza meg . Az [psB génben mutins baktériumok (Fix-
fenotipus) esetében ilyen gazdaspecifikus funkciét mutattak ki. A mutdnsok normal szimbidzist
alakitanak ki a M. sativa novénnyel, mig M. truncatula fajjal nem képesek (Lagares et al.,
2001). Léteznek olyan baktérium torzsek is, mint példaul a S. meliloti 41 torzs, melyeknél az
LPS nem jatszik fontos szerepet a fertdzésben, vagy mas struktira veszi at a szerepét. Itt az R-
LPS forma hidnyozhat. Mas rhizobium fajokndl azonban sok esetben el6fordul, hogy csak az
LPS bizonyul 1ényeges tényezdnek, mig a tobbi poliszacharid nem (Lagares et al., 1992).

Rhizobium etli baktériumban eddig hdrom régidt azonositottak, melyeknek szerepe van az
LPS bioszintézisében. Az a és y régiok (o-lps, y-Ips) a kromoszémdn, a B régié (B -lps)
plazmidon helyezkednek el (Noel, 1992). Az a-lps az O-antigén és core oligoszacharid, a B-lps
pedig csak a core oligoszacharid szintéziséért felelds (Cava et al., 1989). A lipidA molekula
prekurzora az UDP-N-acetil-gliik6zamin (UDP-GIcNA), melyet az Esherichia coli génjeihez
hasonlé gének alakitanak at Kdo,-lipid IV 5, molekuldva, majd ebbdl alakul ki a rhizobiumokra
jellemzd szerkezetli lipidA (Price et al., 1995).

2.4.3. A kapszularis poliszacharidok

Léteznek olyan rhizobiumok, melyek nem termelik egyik formdji exopoliszacharidot
sem, mégis szimbidzist tudnak kialakitani a gazdandvénnyel. Ennek oka az, hogy ezek a

baktériumok olyan kapszuléris poliszacharidot (KPS vagy K-antigén) termelnek, amely atveszi
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az exopoliszacharid szerepét a szimbidzis kialakitdsaban. Ilyen baktérium a S. meliloti 41 torzs
exoB mutansa (mas néven AK631) (Putnoky et al., 1990). A K-antigén kivaltja a gazdanovény
izoflavonoid bioszintézis génjeinek gyors indukcidjat, beinditva a novényi felismerési
folyamatokat (Becquart-de Kozak et al., 1997). A KPS, mint egy kapszula veszi koriil a
baktériumot, amely rezisztenciat biztosit egyes bakteriofdgokkal szemben, védi a kiilonféle
abiotikus tényezOktol, mint a kiszdradds, valamint igen jelentds a szimbiotikus felismerés korai
szakaszdban (Petrovics et al., 1993; Putnoky et al., 1990). A lipopoliszacharid egy
konzervalddott szerkezetli poliszacharid, ezzel ellentétben a KPS torzsspecifikus, sok varidnsa
fordul el6 (Whitfield and Roberts 1999). A KPS szorosan kapcsolodik a baktérium felszinéhez
és rendelkezik alacsony (LMW) és nagy (HMW) molekulatomegii tipussal. Az emlitett exoB
muticié esetében a HMW KPS tudja helyettesiteni az EPS-t. A KPS szintézise sordn egy 8-15
egységbdl 4allo oligoszacharid szintetizalddik, majd polimerizdlédik a HMW tipus és
exportdlédik a sejtmembranon keresztil. A LMW KPS viszont membranhoz kotott

poliszacharid (Reuhs et al., 1995).

4. abra: A S. fredii USDA205 torzs Krl antigén ismétlodo egységének (Kdops) elsddleges
szerkezete (Reuhs et al., 1993)

A K-antigén széleskorben elterjedt a talajbaktériumokban. Rhizobiumokban eldszor a
Sinorhizobium fredii USDA205 torzsben izoléltdk (4. dbra) és kideriilt, hogy strukturdlisan
analég a kiilonbozd E. coli torzsek altal termelt II-es tipusi K-antigénekkel, amelyeknek a
patogenitdsban van szerepiik (Forsberg and Reuhs, 1997; Reuhs, 1997). A hasonlésdg a KPS
magas Kdo tartalmdra is utal. A Il-es tipusu K-antigének szintéziséért harom génrégio felelds E.
coli baktériumban. A torzsspecifikus alegységek szintéziséért felelds 2-es régié hatdrozza meg a
poliszacharid szerotipusat, glikoziltranszferazokat, specidlis cukor nukleotid szintetdzokat
koédol (Roberts, 1996; Whitfield and Roberts, 1999). A masik két régié konzervalddott géneket
tartalmaz: az 1-es régié a polimer exportjaért €s transzlokdcidjaért felelos fehérje komplex

elemeit kodolja (kpsF, kpsE, kpsD, kpsU, kpsC,), mig a 3-as régié ABC transzportereket
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tartalmaz (kpsT, kpsM). A polimer ABC-transzporter komplex segitségével jut at a
sejtmembranon, majd a-glicerofoszfit molekuldkon keresztiil d4gyazddik a kiilsé membranba
(Silver et al., 2001).

Az E. coli termelte KPS alkotéeleme a szidlsav, mely a 9 szén atomot tartalmazé 2-keto-
3-deoxi cukrok csalddjdba tartozé vegyiiletek koz¢€ sorolhaté (Schauer et al., 1995). Ebbe a
csoportba tartozik a rhizobiumok dltal termelt pszeudaminsav (Pse5,7Ac) vagy a 3-deoxi-D-
manno-2-oktulozonsav (Kdo). A rhizobiumok kapszuldris poliszacharidjai tartalmaznak
megegyez0 €s eltérd egységeket, kozos elemek a hexo6z és 1-karboxi-2-keto-3-deoxi cukrokbdl
all6  i1smétlodd egységek, kiillonboznek a glikozil alegységek elrendezésében, a
térszerkezetiikben, a kapcsolddé oldallancok mintdzatdban, molekula méretben (Reuhs et al.,
1993; Reuhs et al, 1998; Reuhs et al., 1997). Szdmos Gram-negativ faj sejtfelszini
struktdrdjaban taldltak pszeudaminsavat, igymint az LPS, KPS, flagellum és pilus alkotdjaként.

A S. meliloti 41 torzse egy Kr5 antigén néven ismert kapszuldris poliszacharidot termel,
mely szimbiotikusan aktiv. A Kgr5 antigén diszacharid alegységekbdl épiil fel. Az alegység egy
gliikuronsavbol és egy 5,7-diamino-3,5,7,9-tetradeoxi nonulozonsavbol all (pszeudaminsav,
Pse), melyen 7-N-acetil és 5-N-B-hidroxibutiril mdédositdsok is taldlhatok, roviditve: [(5-
OHBut, 7-NAcPse)-GIcA] (Reuhs et al., 1998; Rosenow et al., 1995). Az elmult évek kutatasai
sordn hdrom géncsoportot azonositottak a S. meliloti 41 torzsben, melyek a KPS
bioszintéziséért felelosek: ezek az rkp-1, rkp-2, és rkp-3 régiok.

A kromoszomalis rkp-1 régiéban (régebbi nevén fix-23) 10 gén taldlhat6 (rkpA-J). Az
elsé tanulmdny szerint a gének nagy része olyan fehérjéket kddol, melyek hasonléak a
kiilonbozd zsirsavszintézisben részt vevd enzimekkel, ezek a fehérjék a lipofil molekuldk
modositdsdban €s szdllitdsdban jitszanak szerepet (Petrovics et al., 1993). Az emlitett gének
feladata - a feltételezések szerint - , hogy a K-antigén bioszintéziséhez sziikséges lipid hordozot
létrehozzak. Az RkpF esetében kisérletesen is bizonyitottdk, hogy egy acil csoport szallité
fehérje (Acyl carrier protein) (Epple et al., 1998). Az RkplJ fehérjének a kapszularis
poliszacharid transzportjdban lehet szerepe, mivel az E. coli KpsS fehérjéjével homoldg, melyet
mar részletesebben tanulmanyoztak (Whitfield and Roberts 1999). Ha muticié torténik az
emlitett génekben, akkor a KPS nem jelenik meg a baktérium felszinén, viszont a régiéban
nincsenek olyan gének, melyeknek a cukoralegységek bioszintézisében vagy a KPS
polimerizacidjaban lenne szerepiik (Petrovics et al., 1993; Kiss et al., 1997).

A kromoszéman taldlhaté rkp-2 régié két olyan génnel rendelkezik, melyek a vad tipusu
LPS kialakitdsdhoz sziikségesek. A bioinformatikai elemzések alapjan az IpsL gén altal kédolt

fehérje egy UDP-gliikkuronsav epimeraz, mely a lipopoliszacharid bioszintézisében lehet fontos.
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A masik fehérje, az RkpK valdszinli, hogy egy UDP-gliik6éz dehidrogendz, amely az UDP-
glik6z UDP-gliikkuronsavvd oxiddlasat katalizdlja. Az RkpK fehérje az LPS és a KPS
bioszintézisében is fontos (Kereszt et al., 1998). A KPS illetve LPS bioszintézis utvonalban

betoltott helyiiket az 5. dbra szemlélteti.

glucose-6-phosphate

ExoC

glucose-1-phosphate

LPS| . / ExoN + ?
aﬂP-gﬂacluWnic acid UDP-glucose
LpSL \ l/Rka { UDP-glucose dehydrogenase )
{ UDP-glucuronic acid epimerase } UDP-glucuronic acid
I
: rkp-2 region 7 -
" -

aminohexuronic acid  dinminononulosonic acid

,;,L/

-

5. abra: Az RkpK és LpsL fehérjék szerepe a lipopoliszacharid és kapszularis poliszacharid
szintézisében (Kereszt et al., 1998)

A pSymB megaplazmidon taldlhat6 rkp-3 régiéban eddig 10 gént (rkpLMNOPQ, rkpRST,
rkpZ) azonositottak, melyek pontos funkciéja homoldgidk alapjan feltételezett, még kisérletesen
nem teljesen bizonyitott. Az rkp-1 és rkp-2 régiéban taldlhaté gének altaldnosan eléfordulnak a
Sinorhizobium genusban, ezzel szemben az rkp-3 régiét eddig csak a S. meliloti 41 torzsben
azonositottdk (Kiss et al., 2001; 6. dbra). Az emlitett gének a KPS bioszintézisért, és a
sejtfelszinre valé exportdlasaért, valamint ezaltal a novény infekcidjaért feleldsek. A S. meliloti
41 torzsben feltételezhetden az egy policisztronos operont alkoté rkpL-Q gének kozott vannak
olyan gének, melyek homoldgiat mutatnak kiilonféle transzferdz enzimet kodolé génekkel
(példaul: rkpM, rkpO, rkpP).

Az rkpLMNOPQ gének feltételezett funkcidja a cukor prekurzorok bioszintézise a KPS
polimer szaméra. Az rkpLMNQ gének feltehetden a pszeudaminav szintézisét végzik, az rkpO
valdszinlileg a pszeudaminav transzportjaért felelds. Kiilon csoportot alkotnak az rkpR, rkpT,
rkpS génektdl. A fehérje homologia vizsgdlatok alapjan a harom gén feladata lehet az, hogy a

KPS polimert transzportaljdk a citoplazmabdl a sejtfelszinre. Az rkpT és rkpS olyan szekvencia
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motivummal rendelkeznek, mely specifikus az ABC transzporterek csalddjaban. A régié utolsé
génje a polimerizacié szabdlyozdsat biztositdé rkpZ, melyet kordbban IpsZ génként
azonositottak. Az RkpZ fehérje homoldg az E. coli KpsC fehérjéjével, melyrdl tudjuk, hogy
befolydsa van a termelt KPS méretére és exportjara (Brzoska and Signer, 1991). Ez a gén
lehetdvé teszi, hogy a KPS LMW formdja is termelddjon és ezzel biztositsa a megfeleld

szimbiotikus kapcsolat 1étrehozédsat (Reuhs et al., 1995).
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6. abra: A S. meliloti 41 rkp-3 régidjanak fizikai és genetika térképe (Kiss et al., 2001)

Az dbra felsd részében a két komplementdlé kozmid klén (pAT399 és pAT401) lathato, fiiggdleges
vonallal a Tn5 inszercidk vannak jeldlve, a vonalak hosszisdga a fenotipust jelzi. Az abra alsé felén az
azonositott gének elhelyezkedése van feltiintetve.

Az eldzbéekben ismertetett poliszacharidok fontos feladatot tolthetnek be a baktérium-
novény szimbidzis kialakuldsdban, a baktérium kiilsé kornyezeti tényezdok elleni védelmében,
ahogyan a bakteriofdgok elleni védekezésben is. Az EPS és KPS szerkezete nagymértékben
kiilonbozik, mégis azonos szerepiik lehet a szimbidzisban. A S. meliloti AK631 torzsnél az EPS
feladatat a kapszularis poliszacharid veszi at. Ismeretes, hogy a baktérium és a gazdandvény
kozotti kapcesolat igen specifikus a poliszacharidok tekintetében is. Az, hogy alapvetden eltérd
szerkezetll poliszacharidok helyettesiteni képesek egymast az invazié folyamatdban arra utal,
hogy a novény tobb fiiggetlen mechanizmussal is felismerheti a baktériumot.

A sejtfelszini struktirdk tanulmanyozasdban, a bioszintézis gének azonositisaban fontos
eszkozok lehetnek a torzsspecifikus bakteriofagok. A Kgr5 antigén esetében a /6-3 bakteriofdg

fontos szerepet jatszott a bioszintézis gének feltérképezésében. EzErt a tovdbbiakban attekintem
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a fagfertdzéssel és fagreceptorokkal kapcsolatos eddigi kutatdsok eredményeit és azokbol

felallitott elméleteket.
2.5. Bakteriofag receptorok

Ahogy a bevezetdoben is emlitettik a baktériumok és bakteriofagok fontos modelljei,
illetve eszkozei a genetikai kutatdsoknak. A baktériumok virusai a bakteriofdgok vagy roviden
fagok a bioszféra legnépesebb tagjai (Briissow and Hendrix, 2002). A legtobb ismert fag
ikozaéder alaku feji résszel és ehhez kapcsol6dd farkirosttal rendelkezik (Caudovirales).
Egyfajta nanomolekuldris gépezetek, melyek felismerik a gazdasejt felszinét és bejuttatjak
genomjukat a baktérium citoplazmdjaba, majd atprogrammozzdk a sejtet, hogy sokszorozza
meg azt. A bakteriofdgok a kiils0 membrdnon taldlhat6 komponensekhez kapcsolédnak a
fert6zési folyamat elején (Charbit and Hofnung, 1985; Hashemolhosseini et al., 1994a;
Hashemolhosseini et al., 1994b; Wang et al., 2000). Példaul a kiilonb6z0 E. coli baktériumon
izolélt és leginkdbb tanulmanyozott fagok koziill a Mu (Sandulache et al., 1984) és ®X174
(Incardona et al., 1985) fag a lipopoliszacharidhoz kapcsolédik, mig a A fidg (Szmelcman és
Hofnung. 1975), T6 (Schneider et al., 1993), és TLS (German és Misra 2001) fagok a LamB,
Tsx, TolC kiils6 membranfehérjékhez. A T2 (Lenski 1984) és T4 (Silverman és Benson 1987;
Yu és Mizushima 1982) fagok lipopoliszacharidhoz és fehérjéhez is kotddhetnek. A fehérjék
porin tipustak, fémionok felvételéért felelések, fagok, toxinok, antibiotikumok receptorai
(Nikaido 1994; Nieweg és Bremer 1997.).

Ismeretes, hogy egyes fagok specifikusan képesek felismerni bizonyos kapszularis
poliszacharidokat. Példaként emlitve a kiilonboz6 K antigénnel rendelkezd E. coli torzseken
izolalt K fagok (KPS specifikus, kapszula specifikus fagok), mint a K1 (Gross et al., 1977)
vagy K5 kolifagok (Gupta et al., 1983). A fag farki részén 1év6 fehérjének enzimatikus
aktivitdsa van, mely degraddlja a kapszuldris poliszacharidot, midltal a fag kapcsolédhat a kiilsé
membréanon 1évé mésodlagos receptorhoz. Endoglikozid4z vagy poliszacharid lidz segitségével
bontjdk a KPS molekuldkat (Hanfling et al., 1996). Ezen fehérjék kulcsfontossdguak a
gazdaspecificitds tekintetében. A KPS nemcsak receptorként, hanem védelemként is szolgal
mads fagokkal szemben, melyek a kapszula alatti struktirdkat ismernék fel, viszont a kapszula
egy fizikai akadalyt jelent szdmukra, ahogyan ez a K1 poliszacharid esetében is fennall. A T7
fag egy olyan farkirost fehérjét kodol, amely specifikusan képes felismerni és kotddni az LPS-
hez, viszont a K1 poliszacharid blokkolja adszorbcigjat a baktériumhoz (Steven et al., 1988).
Hasonl6 esetet lefrtak mds E. coli torzsben is ahol az LPS O-antigén lianca védi a

fagreceptorként szolgdld kiilsO membran fehérjéket (van der Ley et al., 1986) mig a
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Staphylococcus aureus és Streptococcus pneumoniae kapszuldris poliszacharidja a fagfertdzést
gétolja (Bernheimer és Tiraby et al., 1976; Wilkinson és Holmes 1978). Valdszintisithetd, hogy
a természetben €16 baktériumok kapszuldris poliszacharidjdnak fennmaraddsa nagyban
koszonhetd annak, hogy képes megvédeni a sejtet a fagoktdl. A KPS sokfélesége és az ezt
lebontani képes bakteriofagok diverzitdsa a baktériumok és fagok kozotti ,fegyverkezési
verseny” eredménye lehet. Ez azt feltételezi, hogy a kapszula specifikus fagok kifejlesztették a
depolimerizacié képességét, hogy ezdltal feliilkerekedjenek a KPS fizikai akaddlyan. Sajnos
azonban még kevés olyan tanulmény van, ahol kideritették, hogy a KPS direkt médon blokkolja
a fagadszorbciét (Bernheimer és Tiraby et al., 1976; Ley et al., 1986; Wilkinson és Holmes
1978).

A bakteriofagok vizsgdlata nem csak a patogenitds és a baktérium-fag felismerési
folyamatok szempontjabdl jelentOsek. A bakteriofdgok fontos eszkozei a kiilonb6zd baktérium
fajok kozotti horizontdlis géncserének és részben megmagyardzzdk az egy fajba tartozd
baktérium torzsek kozotti genetikai kiillonbségeket is (Desiere et al., 2001; Lawrence et al.,

2001).
2.6. Rhizobium fagok

Szdmos alkalommal izolédltak mar rhizobium fiagokat vagyis un. rhizobiofdgokat talajbdl
és szimbiotikus giimObdl. A kisérletek kimutattdk, hogy hatdssal vannak a gazdabaktériumok
populécidjdnak méretére és természetére, befolydsoljdk a rhizobium torzsek versengését a
noduléci6 sordn és elOsegitik a fagrezisztens szimbiontdk szelekcigjat. A fagrezisztensé valas
gyakran egyiitt jar az infekcids és szimbiotikus képességek elvesztésével. A talajban hasonld
szelekcios aktivitds a teljes szant6foldi gyokér-giimo baktériumok populédcidjanak
nitrogénkotését csokkenti, igy befolyasoljak a pillangésvirdgi gazdanovények novekedését is
(Lawson et al., 1987).

A kiilonbozd kolifagokhoz hasonléan, sejtfelszini poliszacharidot depolimerizal6
fehérjéket taldltak rhizobium fagoknal is, melyek feladata, hogy lebontsa a poliszacharidot
mieldtt a fag kotddik a receptorhoz a sejt felszinén (Barnet and Humprey 1975; Higashi and
Abe 1978).

A Sinorhizobium meliloti 41 torzs temperdlt, specidlis transzdukdlé figja a 16-3
rhizobiofag, melyet Szende és Ordogh izoldlt Balatonberény kornyékén (Szende and Ordogh,
1960). A rhizobiumok fagjai koziil részleteiben a legismertebb. Molekuldris tulajdonsdgaiban
hasonlit a A fagra. Meghataroztdk mar fizikai és genetika térképét, részletesen tanulmanyoztiak

tobb gén és kromoszémalis régi6 funkcidjat (Orosz et al., 1973; Dallman et al., 1979; Dorgai et
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al., 1981; Dorgai et al., 1983). A kutatidsok eredményeibdl megismerhetjiik a lizogenitdsért
felelds 6 ¢ represszort, valamint ennek operonjat (Dallmann et al., 1987; Dallmann et al., 1991;
Papp et al., 2002), a helyspecifikus rekombinacié elemeit az int, xis géneket (Semsey et al.,
1999), a fag DNS integracidjaban szerepet jatszo attP és attB régidkat, a homoimmun fagok
ellen védettséget adé immX régiot (Csiszovszki et al., 2003). Egy un. "host-range" mutédcid
izoldldasa és térképezése lehetOséget adhat arra is, hogy azonositsuk a fagreceptort és

tanulmanyozhassuk a baktérium-fag felismerési folyamatot (Orosz and Sik, 1970).
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3. A munka el6zményei

Szamos kutatocsoport jellemezte mar a szimbiodzis kialakuldsdban szerepet jdtszo
novényi, illetve bakteridlis géneket. A ndvény invazidjadhoz sziikséges bakteridlis gének
funkcidjarél viszonylag még kevés ismerettel rendelkeziink, ezért az emlitett folyamat
pontosabb megismerése €rdekében, jonéhdny infekcidban hibas (Inf-) S. meliloti mutinst
izoléltak és jellemeztek mar (Putnoky et al., 1988). Segitségiikkel sikeriilt kimutatni, hogy a
baktérium kiilonbozd poliszacharidjainak fontos szerepilk van a szimbidzis kialakuldsanak
invaziés szakaszdban. Mindemellett leirtdk, hogy az EPS vagy bizonyos szerkezetli KPS
jelenléte elengedhetetlen a funkciondlis giim6 kialakuldsdhoz (Putnoky et al., 1990; Petrovics et
al., 1993; Kereszt et al., 1998).

Ahogyan a bevezetében is emlitettik a S. meliloti AK631 torzs nem termel
exopoliszacharidot, mégis képes szimbidzist kialakitani a gazdanovényeivel, mivel a torzs altal
termelt KPS helyettesiteni tudja az exopoliszacharidot a giimdfejlddés sordn (Putnoky et al.,
1990; Petrovics et al., 1993). Bizonyos vizsgélatok, melyeket tobb S. meliloti torzson végeztek
arra utalnak, hogy a kapszuldris poliszacharidoknak akar elsddleges szerepiik is lehet az
infekcids folyamatban, szerkezetiik meghatdrozhatja a gazdaspecificitast (B. Reuhs személyes
kozlés).

A Kgr5-antigén bioszintézis génjeinek feltérképezésénél szdmos TnS inszercids mutanst
izolédltak az rkp régidkban, AK631 genetikai héttérben (Putnoky et al., 1990; Kiss and
Kondorosi, 1997; Kereszt et al., 1998; Kiss et al., 2001). A legtobb mutdns invaziéra képtelen
volt, az infekcids fonal abortdlédott, minek folytdn iires giimdk keletkeztek. A mutansok 76-3
bakteriofdggal szemben rezisztencidt mutattak és a poliszacharid mintdzatdnak vizsgalatira
alkalmas DOC-PAGE elemzések alapjan a KPS részlegesen vagy teljesen eltlint. Néhany gén

esetén mint az rkpR, rkpT, a muticié nem okozott valtozast ezen tulajdonsdgokban, mig az
rkpO vagy rkpH esetén Inf- fenotipus €s vad tipustdl eltérd mintazati KPS mellett a 76-3 fag

irdnyédban a szenzitivitds megmaradt. Gyanitani lehetett, hogy az Inf- fenotipusu torzsek faggal
szemben mutatott rezisztencidgjat is a KPS hidnydnak vagy hibdjanak koszonhetik.
Kovetkezésképpen, a poliszacharid bioszintézise ¢és a figreceptor jelenléte nagy
val6szintiséggel Osszefiigg. Ezen informdaciokbdl kiindulva feltételezték azt, hogy a KPS
molekula egyuttal receptorként szolgdlhat a 16-3 fag szamara (Petrovics et al., 1993; Putnoky et

al., 1990).
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3.1. Az rkpY gén azonositasa és jellemzése az rkp-3 régioban

El6z6 munkdk sordn az rkp-3 régi6 még ismeretlen szekvencidju jobb oldaldn olyan Tn5
inszercids rkp mutdnsokat izoldltak, melyek képtelenek voltak a novény invazidjara és a 16-3
vad tipust faggal szemben rezisztencidt mutattak (Kereszt et al., 1998; Kiss et al., 2001; 6.
abra). A kapszularis poliszacharid DOC-PAGE elemzése alapjdan a mutdnsok alacsony
molekulatomegli (LMW) poliszacharidot termeltek nagy mennyiségben. A jellegzetes
mintdzatd poliszacharidot a KPS prekurzoranak vélték. A mutdcidkat hordozo feltételezett gént
rkpY génnek nevezték el. A Tn5 inszercidk segitségével izoldltak egy koriilbeliil 6 kb nagysigu
BamHI fragmentet. Meghataroztdk a DNS-szekvencidjat (AJ249130), melyen egy 1024
aminosavat kédol6 ORF-et azonositottak. Megdllapitottdk a Tn5 inszercidk pontos helyzetét
(Putnoky Péter munkdja) és komplementicios kisérletekkel bizonyitottdk, hogy a leirt
fenotipust az azonositott ORF muticidja okozza. Meglepd moédon nem taldltak az rkpY
termékével semmilyen homoldg fehérjét az adatbazisokban, vagyis egy teljesen 4j poliszacharid
szintézis gént sikeriilt azonositaniuk.

Ahogyan minden més rkp mutdns baktérium esetében, igy az rkpY mutansok esetében is
a vad tipusu 7/6-3 fag képtelen kotddni a sejtfelszinhez. Az rkpY mutdnsokra jellemz6 16-3
fagrezisztenciat kihaszndlva az rkpY génben spontdn mutdns baktériumot izolaltak (EN3222
torzs, Nagy Enik6 munkdja), mely az rkpY mutdnsokra jellemzd jellegzetes mintdzatd

poliszacharidot termelte. Ez a torzs a tovdbbi genetikai munka fontos eszkoze lett.
3.2. A 16-3 rhizobiofag receptoranak azonositasa

A kapszuldris poliszacharid fagfertézésben mutatott szerepe lehetdséget adhat tovabbi
KPS bioszintézis gének és a fagreceptor alkotéinak megismerésére. Erre alkalmas a
receptorhibds baktériumok és a host-range fagmuticiok azonositdsara kidolgozott
mutansizolalasi médszer (Orosz and Sik, 1970).

Els6 megkozelitésként olyan baktérium mutdnsokra volt sziikség, melyek felszinén a KPS
modosult formdban van jelen, vagyis ,finom” szerkezeti valtozdsokat szerettiink volna
vizsgalni, melyek egyben hatdssal vannak a szimbidzis kialakuldsara és a fagérzékenységre.
Ennek érdekében csoportunkban olyan mutansizolalasi eljarast alkalmaztunk, melynek soran a
S. meliloti 41 (RM41) torzsre specifikus /6-3 bakteriofagot hasznaltuk szelekcids eszkdzként.
Az RM41 torzsbdl izolélt muticidk azonositdsa az un. host-range jelenség segitségével tortént.
A gazdaspecificitdsi vagy host-range muticié a fag baktériumfelszint felismerd fehérjéjét
kédolé gén muticidja révén alakult ki. Ha egy fagra rezisztenssé valt baktérium mutdnson

lehetséges volt host-range fagmutanst izoldlni, ez azt jelentette, hogy a receptor a mutéicid
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kovetkeztében csak kisebb szerkezeti véltozast szenvedett, de megtaldlhat6 volt a felszinen. A
fag egy specidlis mutaci6 (host-range) révén képes volt alkalmazkodni ehhez a véltozashoz.
Tobb szempontot kellett figyelembe venniink a spontdn receptor mutdns baktériumok és
host-range fagok azonositasandl, mivel a vad tipusu fag fert6zé€sének elmaraddsat a kovetkezd
tényezOk okozhatjdk: 1) a fig nem képes kotddni a receptorhoz vagy akér a fagreceptor nincs is
jelen a baktérium felszinén, ii) a baktériumok lizogénidja, iii) a fdg szaporoddsdhoz sziikséges
bakteridlis gének hibdja. A fag kotésére képtelen baktérium mutansok kozott azokat kerestiik,
melyek felszinén a receptor nem tiint el, csak médosult vagyis host-range fagot tudunk izolélni
rajta. Természetesen ez akkor valdsulhatott meg, ha a fag populdciéban tortént olyan mutacié a
baktériumfelszint felismerd farki rost fehérjét kddolé génben, mely dltal a fag képes volt

kotdédni a megvaltozott fagreceptorhoz.
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4. Célkitiizések

Munkénk elsédleges célja az volt, hogy ujabb kapszuléris poliszacharid bioszintézis
géneket azonositsunk illetve, hogy tovabbi ismereteket szerezziink a bioszintézis folyamatarol.
A KPS bioszintézis €s a fagreceptor feltételezett osszefiiggése alapjan kivancsiak voltunk, hogy
a KPS valéban fagreceptor szerepet is betolthet, vagy valamilyen mas struktira latja el a
feladatot, mely kapcsolatban van annak génjeivel. Amennyiben a fagreceptor a KPS, tigy még
ismeretlen bioszintézis gének azonositdsdra is lehet0ség nyilhat. Ezaltal a KPS, invazié sordn
bioszintézisében van-e olyan 1€pés, szerkezetbeli mddositds ami ezt meghatdrozza. Emellett, a
fagreceptor alkotdinak azonositdsat terveztiik, illetve tudni szerettiik volna, milyen médon épiil
fel a receptor.

Tovébbi célunk volt, az rkpY régid szekvencidjanak kiterjesztése €s Osszeillesztése a mar
ismert rkp-3 r1égi6 szekvencidjaval. Kiilonosképpen a KPS poliszacharid bioszintézis
tekintetében szerettiink volna tovabbra is tjabb géneket azonositani és jellemezni az Gjonnan
meghatdrozott DNS szakaszon. Annak kideritésére, hogy az rkpY mutdnsok altal termelt
ismeretlen szerkezetli LMW poliszacharid bioszintézisében mely, mér ismert, illetve dltalunk
azonositott rkp gén vehet részt, un. kettés mutans baktériumok létrehozdsat terveztiik. A
vizsgalatokkal azt szerettiik volna kideriteni, hogy az LMW poliszacharid milyen kapcsolatban
all az rkp génekkel, a KPS bioszintézisével, valamint az eredmények tiikrében, milyen funkciét

tolthet be az RkpY fehérje?

Osszefoglalva a kovetkezé feladatokat tiiztiik ki:

e Receptorhibds baktériumok €s host-range fagok izolédldsa és jellemzése.
* Az rkpY régi6 szekvencidjanak kibovitése €s bioinformatikai elemzése.

e Az dujonnan meghatdrozott szekvencidn taldlhatdé gének jellemzése genetikai

kisérletekkel.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Baktériumok, bakteriofagok, plazmidok

A munkank sordn hasznalt baktérium és bakteriofdg torzsek, valamint plazmidok

jellemzdit az 1. tablazat tartalmazza.

1. tablazat: Felhasznalt baktérium és bakteriofag torzsek, plazmidok

ELNEVEZES JELLEMZOK

REFERENCIA

I. Baktérium torzsek, bakteriofagok, plazmidok, transzpozonok:

Escherichia coli torzsek

XL1 Blue R
Tc

DH50 supE44, AlacU169 (D80 lacZAM15) hsdR17 recAl endAl
gyrA96 thi-1 relAl

JF1754 met leu his hsr” hsm"

PP211 JF1754 (pRK2013) Km®

PP2843 pAT401 Tc®

PP4166 pAT613 Amp®

PP4170 pAT617 Amp®

Sinorhizobium meliloti torzsek

RM41 S. meliloti vad tipust (Exo", Nod", Fix")

AK631 RM41 exoB631 (Nod" Fix")

GH4046 RM41 16-3 fagra rezisztens, spontdn mutins
GH4178 RM41 16-3 tagra rezisztens, spontdn mutans
GH4180 RM41 16-3 tagra rezisztens, spontdn mutans
AT212 AK631 rkpM::Tn5(212) Km® Sm®

EN3222 AKG631 rkpY pont mutdns Sm®

PP4073 AKG631 rkpY pont mutins Sm*

AT212 AK631 rkpM::Tn5(212) Km®Sm"®

Bakteriofagok

16-3 S. meliloti 41 torzs vad tipusu fagja

16-3 hs S.meliloti GH4046 t6rzson izolalt host-range mutans
16-3 hy, S.meliloti PP4073 torzson izolalt host-range mutans
16-3 hy; S.meliloti PP4073 torzson izolélt host-range mutdns
M1 S. meliloti SU47 baktériumon izolalt bakteriofag

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lacZAM 15

Bullock et al., 1987

Hanahan 1983

Friesen, J

Putnoky Péter
Putnoky et al., 1990
Kereszt Attila
Kereszt Attila

Szende és Ordogh 1960
Banfalvi et al., 1981
Putnoky et al., 2004
Putnoky et al., 2004
Putnoky et al., 2004
Kiss et al., 2001

Nagy Eniko

Putnoky Péter

Kiss et al., 2001

Orosz Laszl6
Putnoky et al., 2004
Ez a munka

Deak Veronika
Finan et al., 1984
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Plazmidok

pBluescript SK 1T (+/-)
pCU101
pBBRI1-MCS2
pBBR1-MCS5
pRK2013
pPP428
pAT330
pAT399
pAT401
pPP4054
pPP4055
pPP4056
pPP4049
pPP4053
pPP4048
pPP4051
pPAG160
pCU101
pPP2543
pAT401
pAT613
pAT617
pEN3265

pAV579

Transzpozonok

Amp"®

Cm"®

széles gazdaspecificitdsi klénozé vektor Km"®
széles gazdaspecificitsi klénozé vektor Gm"®
Helper plazmid keresztezéshez Km"®

rkp-1 régiét hordozé kozmid klén

rkp-2 régiot hordozé kozmid klén

rkp-3 régid bal oldalat tartalmazé kozmid klén
rkp-3 régid jobb oldalat tartalmazé kozmid klén
PAT399 orf140::Tn5(174)

pAT399 rkpL::Tn5(187)

PAT399 rkpM::Tn5(212)

pAT399 rkpN::Tn5(107)

pAT399 rkpO::Tn5(168)

pAT399 rkpP::Tn5(105)

pAT399 rkpQ::Tn5(124)

pSEM 155 szarmazék Sp*/Str®

helper plazmid - pPPAG160 Cm"®

pUC BamHI::B2 frag. rkp-3 Amp"

pVK102 HindIll frg. rkp-3 Tc®

pUC EcoRI::El frag. rkp-3 Amp"

pUC EcoRI::E4 frag. rkp-3 Amp®
pBBR1-MCS2 BamHI::rkpY 6 kb frag. Km"
pBBR1-MCS5 BamHI-Pst1::rkpY 1097 bp BamHI-
Pstl frag. Km"®

ET-KanR-3 Mu Entranceposon KanR-3 (F779), TGS-II kit

I1. A munka soran létrehozott baktérium torzsek, plazmidok:

Plazmidok

pAV409
pAV410
pAV411
pAV413
pAV414
pAV415
pAV416
pAV417
pAV418
pAV421
pAV423
pAV426
pAV427

pPP4166 rkpZ::ET-KanR-3 (11222) Amp® Km"®
pPP4166 rkpT::ET-KanR-3 (9821) Amp® Km"®
pPP4166 rkpS::ET-KanR-3 (9091) Amp" Km"®
pPP2543 0rf8077::ET-KanR-3 (21174) Amp® Km"
pPP2543 rkpY::ET-KanR-3 (18387) Amp® Km®
pPP2543 0rf8077::ET-KanR-3 (21840) Amp* Km"
pPP2543 rkpY::ET-KanR-3 (17298) Amp® Km®
pPP4170 0rf8077::ET-KanR-3 (22183) Amp* Km"
pPP4170 rkpT2::ET-KanR-3 (23345) Amp" Km®
pPP4170 rkpT2::ET-KanR-3 (23731) Amp" Km"
pPP2543 0rf7343::ET-KanR-3 (20447) Amp® Km"
pPAG160 Pyull:: pAV414 Psil frag.::ET-KanR-3 (18387) Spc® Km®
pPAG160 Pyull:: pAV414 Psil frag.::ET-KanR-3 (18387) Spc® Km®

Stratagen, USA
Thatte et al., 1985
Kovach et al., 1995
Kovach et al., 1995
Orosz and Sik, 1970
Putnoky et al., 1990
Kereszt et al., 1998
Kereszt et al., 1998
Kereszt et al., 1998
Kiss et al., 2001

Ganyu et al., 2005
Thatte et al., 1985
Putnoky Péter
Kereszt el al., 1998
Kereszt Attila
Kereszt Attila
Nagy Enikd

Deak Veronika
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pAV428 pPAG160 Pyull:: pAV415 Sall frag.::ET-KanR-3 (21840) Spc® Km®
pAV429 pPAG160 Pyull:: pAV417 Pstl frag.::ET-KanR-3 (22183) Spc® Km®
pAV430 pPAG160 Pyull:: pAV417 Psil frag.::ET-KanR-3 (22183) Spc® Km®
pAV431 pPAG160 Pyull:: pAV410 Sacl frag.::ET-KanR-3 (9821) Spc® Km®
pAV432 pPAG160 Pyull:: pAV410 Sacl frag.::ET-KanR-3 (9821) Spc® Km"®
pAV433 pBs EcoRV:: pPP2843 Ncol frag.

pAV435 pPAG160 Pyull:: pAV409 Sall frag.::ET-KanR-3 (11222) Spc® Km®
pAV436 pPAG160 Pyull:: pAV411 Sall frag.::ET-KanR-3 (9091) Spc® Km"®
pAV438 pPAG160 Pyull:: pAV413 Sall frag.::ET-KanR-3 (21174) Spc® Km®
pAV439 pPAG160 EcoRI:: pAV416 EcoRI frag.::ET-KanR-3 (17298) Spc® Km"
PAV440 pPAG160 Pyull:: pAV418 Psil frag.::ET-KanR-3 (23345) Spc® Km®
pAV441 pPAG160 Pyull:: pAV421 Pstl frag.::ET-KanR-3 (23731) Spc® Km®
pAV442 pPAG160 Pyull:: pAV424 Psil frag.::ET-KanR-3 (20447) Spc® Km®
pAV444 pAV433 rkpR::ET-KanR-3 (7591) Amp" Km"

PAV445 PAV433 rkpR::ET-KanR-3 (7416) Amp® Km"®

pAV451 pPAG160 Pyull:: pAV444 Ehel frag.::ET-KanR-3 (7591) Spc® Km"®
pAV452 pPAG160 Pyull:: pAV445 Ehel frag.::ET-KanR-3 (7416) Spc® Km®
pPAV568 pBBR1-MCS2 Sall:: rkpY 1720 bp Sall fragment

pAV571 pBBRI1-MCS2 Sall:: rkpY 1318 bp Sall fragment

Sinorhizobium meliloti torzsek

AV457 AK631 0rf8077::ET-KanR-3 (21174) Km®
AV458 AK631 rkpY::ET-KanR-3 (18387) Km"®
AV459 AK631 rkpY::ET-KanR-3 (17298) Km®
AV460 AK631 0rf8077::ET-KanR-3 (22183) Km®
AV461 AK631 rkpT::ET-KanR-3 (9821) Km®
AV462 AK631 0rf8077::ET-KanR-3 (21840) Km®
AV463 PP3222 rkpT::ET-KanR-3 (9821) Sm® Km"®
AV4T5 AK631 rkpZ::ET-KanR-3 (11222) Km®

AV476 PP3222 rkpZ::ET-KanR-3 (11222) Sm® Km"®
AV477 PP3222 rkpS::ET-KanR-3 (9091) Sm® Km"
AV478 PP3222 rkpR::ET-KanR-3 (7591) Sm" Km"

AV479 PP3222 rkpR::ET-KanR-3 (7416) Sm® Km"
AV483 PP3222 0rf8077::ET-KanR-3 (21174) Sm® Km"®
AV484 PP3222 0rf8077::ET-KanR-3 (21840) Sm® Km®
AV485 PP3222 0rf8077::ET-KanR-3 (22183) Sm" Km"®
AV486 AK631 rkpS:: ET-KanR-3 (9091) Km"®

AV488 PP3222 rkpR::ET-KanR-3 (7591) Sm" Km"
AV489 AK631 rkpR::ET-KanR-3 (7416) Km"

AV490 AK631 rkpT2::ET-KanR-3 (23345) Km"®
AV491 PP3222 rkpT2::ET-KanR-3 (23345) Sm® Km®
AV493 AK631 orf7343::ET-KanR-3 (20447) Km®
AV494 PP3222 orf7343::ET-KanR-3 (20447) Sm® Km®
AV518 PP4180 rkpY::ET-KanR-3 (18387) Km"



5.2. Baktériumok novesztése

A S. meliloti torzseket komplett TA (1,5 % agar) (Ditta et al., 1980) vagy GTS (minimal)
(Orosz et al., 1973) szilard taptalajokon, 28°C -on illetve TA tdpfolyadékban 32°C-on, az E.
coli torzseket pedig LB (Sambrook and Maniatis 1989) tapkozegben 37°C-on valamint plazmid
DNS izolalashoz LB tapfolyadékban novesztettiik. A tdptalajok a megfeleld antibiotikumot a 2.

tdblazatban feltiintetett végkoncentracidban tartalmaztak.

2. tablazat: Az antibiotikumok végkoncentraciéja (pg/ml)

Antibiotikum E. coli S. meliloti
Tetraciklin 15 15
Kanamicin 30 200

Spektinomicin 50 --

Streptomicin -- 100

Kloramfenikol 20 5

Ampicillin 200 --

5.3. Fagok szaporitasa

A felszaporitani kivant /6-3 fag egy tarfoltjat 15 ml TA folyadékba tettiik, és 0.2 ml
éjszakan at felnovesztett baktériumtorzs hozzdaddsa utdn a lombikot 32°C-on, 12-24 6radn at
razattuk. A faglizdtumhoz 0.1 térfogat kloroformot adtunk, majd meghataroztuk a fagszamot
(titerét) ugy, hogy 0.1 ml megfelelden higitott fagot, 0.1 ml éjszakan 4t felnovesztett
baktériumot és 4 ml TA feddagart (0,8 % agar) 0sszekeverve TA lemez tetejére rétegeztiink. A
lemezeket 12-24 6ran at 28°C-on torténd inkubélds utan értékeltiik ki. A faglizatumok éltalaban

108-10'° részecskét tartalmaztak milliliterenként.
5.4. A baktériumok keresztezése

A keresztezni kivant baktériumokat és a “helper” torzseket (pRK szarmazékokhoz a
pRK2013-as plazmidot, a mutans torzsek 1étrehozdsandl a pCU101 plazmidot hordozé ,.helper”
torzset) felnovesztettik a megfelelo antibiotikumokat tartalmazé komplett taptalajon. A
keresztezést 0.9%-os NaCl-oldatban felszuszpendalt baktériumokkal végeztiikk, TA lemezen

osszecseppentve Oket. 16-24 6ras 37°C-on torténd inkubdlds utdn a felndtt baktériumokat
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felszuszpendaltuk, és a megfeleld antibiotikumot tartalmazé GTS szelektiv lemezre kentiik

kiilonbozd higitasban.
5.5. Fagérzékenységi teszt

A baktériumok fagérzékenységét az adott kisérletnek megfelelden kiilonb6zo 16-3 és M1,
M5, M9 bakteriofdg torzsekkel szemben vizsgdltuk. A baktériumot tartalmazé TA feddagar
felszinére 5 pl, koriilbeliil 10%-10'° darab fagot tartalmazé lizdtumot cseppentettiink, és 24 drés,
28°C-os inkubdlds utan vizsgaltuk, hogy bekovetkezett-e a lizis, vagyis megjelentek-e az erre

utal6 plakkok a cseppentés helyén.
5.6. Osszes DNS izolalas

1.5 ml, éjszakan at novesztett, baktériumkultirabdl a sejteket centrifugaldssal iilepitettiik
és 300 ul TE oldatban (50 mM Tris-HCI, 20 mM EDTA, pH=8,0) szuszpendaltuk. 100 ul 5%
SDS-t tartalmazé TE oldatot és 100 pl prondz oldatot (2.5 mg/ml prondz TE oldatban) adtunk
hozza. 1-3 6rds 37°C-os inkubdlds utdn 500 pl fenollal raztuk Ossze, majd centrifugdlas utdn a
feliiliszo6t djabb eppendorf csébe pipettaztuk at. 500 pl fenol:kloroform oldattal (25 térfogat
fenol:24 térfogat kloroform:1 térfogat izoamil-alkohol) rdztuk Ossze. Centrifugédlds utin a
feliiluszéhoz 500 pl kloroform oldatot (24 térfogat kloroform:1 térfogat izoamil-alkohol)
adtunk, 0sszeraztuk és centrifugaltuk. A vizes fazist 1000 pl etanollal kicsaptuk. A kocsonyés
csapadékot 1j, 500 ul 70%-os etanol tartalmu, eppendorf csObe tettikk at pipettahegy
segitségével. Centrifugélds utan a feliiliszot ledntve, szaritast kovetden, a DNS csapadékot 100

ul steril desztillalt vizben oldottuk fel (Sambrook and Maniatis, 1989).
5.7. Plazmid DNS izolalas

A plazmid vagy kozmid DNS-t E. coli esetén 3-3 ml LB t4pfolyadékban, S. meliloti
esetén pedig TA tdpfolyadékban, a megfeleld antibiotikum jelenlétében éjszakan at novesztett
sejtekbdl Ish-Horowicz és Burke (Meade et al., 1982) szerint alkalikus lizissel preparéltuk. 1.5
ml kultirat eppendorf csObe tettiink €s a sejteket centrifugdldssal iilepitettiik. A sejteket 100 ul
TEG oldatban (25 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 50 mM gliik6z pH=8,0) szuszpendaltuk fel. A
feltarast 6vatos keverés mellett 200 pul NS oldat (0.2 N NaOH, 1% SDS) hozzéaadaséaval
végeztilk. A mintdkat 5 percig 0°C -on inkubdltuk, majd erds razdssal 160 ul jéghideg Na-acetat
oldatot (3 M, pH=4.8) adtunk hozzdjuk. 5 perces 0°C-os inkubdacié utdn 5 percig centrifugaltuk,
és a feliiluszobol 320 ul izopropanollal kicsaptuk a plazmid DNS-t. 20 perces (vagy egy
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éjszakdra) -20°C-os inkubdcié utdn a csapadékot lecentrifugaltuk és szaritottuk. A csapadékot
100 pl Tris-pufferben (50 mM Tris-HCL, 100 mM Na-acetat, pH=8.0) oldottuk fel, majd 200 ul
etanollal ismét kicsaptuk. 10 perc 0°C-os inkubdcié utin a csapadékot centrifugéltuk,
szaritottuk, majd 30-50 pl RNaz-os tridesztillalt vizben (100 pl/ml RN4zA) oldottuk fel.

A szekvendldshoz és a transzpozicids in vitro reakcidhoz készitett prepardtumoknal
tovabbi tisztitasi 1épést iktattunk be. A plazmid DNS izoldldlas végén 50 ul RNaz-os desztillalt
vizben vettiik fel a csapadékot, majd 0.1 térfogat 10% SDS és 1 térfogat 7.5 M NHy-acetét utdn
15 percig inkubéltuk jégen. Ezutdn centrifugaltuk 5 percig €s a feliiliszo6t G csObe pipettaztuk,
ehhez 0.6 térfogat izopropanolt adtunk és -20°C-ra tettiik 20 percig vagy egy éjszakara. Az
inkubdlds utdn 400 ul 70%-o0s etanolos mosas, és szdritds kovetkezett. A csapadékot 40 ul steril

desztillalt vizbe vettiik fel.
5.8. Polimeraz lancreakcio (PCR)

Az rkpM gént magédba foglald, illetve ennek egy részét tartalmazd DNS-szakaszt
sokszoroztuk meg polimerdz lancreakcié segitségével. A felhasznalt oligonukleotidokat az 3.
tdblazat tartalmazza. DNS szekvencia meghatarozdshoz az rkpMy; rkpMypss, illetve rkpMy;7s
allélt magéba foglalé DNS szakaszt az RM-15 és RM-13 primerekkel, valamint az aldbbiakban
részletezett RKP-M program alkalmazasdval amplifikéltuk (1625 bp).

A transzpoziciés muticiok kiilonbozd S. meliloti torzsekbe juttatdsdndl a helytelen
rekombindcids események kovetkeztében 1étrejott, kointegralt beépiilések szelekcidjara a pPAG
plazmid pCU101 origéjara (pag51, pag31) és a Str/Spc rezisztencia génjére (omgaS1, omga3l)
terveztiink PCR primer parokat. A pozitiv kontroll reakcié a pPAG160 plazmid DNS pag illetve
omga primerekkel torténd amplifikdlasa volt. Azt, hogy az amplifikdlni kivant DNS valéban a
recipiens rhizobiumbdl szarmazik és nem a donor E. colibodl, az rkpM génre tervezett RM-15 és
RM-33 primerek segitségével ellendriztiik. A reakciokat a PAG160 programmal végeztiik.

Az rkpY 4973 allél szekvencia meghatdrozasdhoz kivant DNS szakaszt a Y-Bam734U és Y-

Bam2163L primerekkel szokszoroztuk fel, az RKP-Y programmal.

Az aldbbi PCR-programokat alkalmaztuk:

RKP-M PAG160 RKP-Y

1. 1 min. 94°C 1. 1 min. 94°C 1. 1 min. 94°C
2. 30 sec. 94°C 2. 30 sec. 94°C 2. 30 sec. 94°C
3. 30 sec. 62°C 3. 30 sec. 50°C 3.30 sec. 51°C
4. 1 min. 72°C 4. 1 min. 72°C 4. 1 min. 72°C
5.34x GO TO 2 5.33x GO TO 2 5.33x GOTO 2
6. End 6. End 6. End
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3. tablazat: A PCR reakciékhoz hasznalt oligonukleotidok

Primer Nukleotid szekvencia (5°-3%) Szamitott Tm (°C) PCR termék
RM-15 GCATTAGGCCCGGGGAGAAGC 62.4 1625 b
RM-13 CAGGCCGAAGGAACGGAACCTC 62.0 P
RM-15 GCATTAGGCCCGGGGAGAAGC 62.4 659 b
RM-33 AGCGAAATGCACGAGCACAA 59.0 p
pag5S1 GCTTGCGAGGGTGCTACTTA 52.4 1076 b
pag31 CGGTTACGAGATCCATTTGCT 51.3 p
0mga51 GCGCGATTTTGCCGGTTACT 58.8 655 b
0mga31 GATGTTACGCAGCAGGGCAGTC 58.4 p
Y-Bam734U AGCGAAATAGCGGGATGTTC 53.5 1429 b
Y-Bam2163L GCCGGAATCCGTTTCTGA 53.2 p

5.9. Fragmentizolalas

A PCR reakcioval és restrikciés emésztéssel eldallitott DNS fragmenteket agardz
gélelektroforézis segitségével tisztitottuk. 2-3 6rds elvalasztast kovetden az izoldlni kivant
fragment elé a gélbe Whatman DE 81 papirt tettiink és 20 perces 60V fesziiltség melletti
elektroforézis utdn az izoldland6 fragment a papirra keriilt. A papirt eppendorf csdbe tettiik, és a
DNS-t 100 pl 1M NaCl oldattal mostuk le, kétszer egymads utdn. A DNS kicsapésa 20 pl 3M
Na-acetét oldattal (pH=7.0) és 120 ul izo-propanollal tortént. 20 perces -20°C-os inkubdlds utdn

lecentrifugéltuk, szaritottuk és 10-20 ul steril desztillalt vizben oldottuk fel a csapadékot.
5.10. DNS szekvencia meghatarozas

Az izolalt PCR fragmentek és a mutagenizélt plazmidok DNS szekvencidjat megfeleld
oligonuklotidok segitségével (4. tdblazat) az MTA Szegedi Bioldgiai Kézpont DNS Szekvendld
Laboratériumédban hatdroztdk meg, illetve az altalunk tervezett oligonukleotidok szintetizdldsa
is itt tortént. A részszekvencidkat a Chromas Pro program segitségével ellendriztiik, javitottuk
(www.technelysium.com.au/ChromasPro.html) és a Lasergene (DNAStar Inc.) program

segitségével illesztettiik Gssze.
5.11. Restrikcios emésztés, kettos emésztés, tompa vég létrehozasa

A DNS minték restrikcids emésztését Sambrook és mtsai szerint és a Fermentas cég

termékeit haszndlva végeztiikk. (Sambrook er al., 1989). A kettds emésztés esetén, az elso
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enzimreakcié utdn a minta DNS tartalmat kicsaptuk 0.1 térfogat 3 M Na-acetit (pH=7) és 2
térfogat EtOH (96%) hozzdaddsaval, és min. 20 percig vagy €jszakédn at inkubdltuk -20°C-on,
majd 5 perc centrifugdlds és 70% EtOH mosés, szaritds utdn 30 pl steril desztilldlt vizben
oldottuk fel. Ezutan végeztiik el a masodik enzimreakciot.

A transzpoziciés mutdciokat tartalmazé ragadés végi fragmenteket pPAG160 plazmidba
torténd beépitése eldtt bizonyos esetekben T4 DNS polimerdz reakcidval tompa végiivé

alakitottuk a megadott protokoll alapjdn (Fermentas).

4. tablazat: A kiilonb6z0 szekvendldsokhoz felhasznalt oligonukleotidok

Oligonukleotid Nukleotid szekvencia (5°-3’) Szamitott Tm (°C)
Rm-15 GCATTAGGCCCGGGGAGAAGC 62.4
Rm-13 CAGGCCGAAGGAACGGAACCTC 62.0
Rm-25 GGAGCCAAGGTGGACTTCGTT 59.4
Rm-23 CAGGCCGGAATAGCTGTCAGG 59.5
Rm-35 CTGGCTCGGCGATATGATAAG 54.9
Rm-33 AGCGAAATGCACGAGCACAAC 59.0

Squ CGACACACTCCAATCTTTCC 59.1
SeqW CTGGCTCGGCGATATGATAAG 58.1
Y-Bam734U AGCGAAATAGCGGGATGTTC 53.5
Y-Bam1375U TTGCTAGCCGCTCCCGA 55.1
Y-Bam1531L CCTGGAGGGGCTGGTCTTT 55.2
Y-Bam2163L GCCGGAATCCGTTTCTGA 53.2

5.12. Gélelektroforézis

A fragmentek elvélasztisara az adott igényeknek megfeleléen 0.6-1.2%-o0s agaréz gélt és
TBE puffert hasznaltunk (Sambrook and Maniatis 1989). Az elvélasztasra szant DNS mintdhoz,
az alabbiakban leirt 6sszetételii STOP-oldatot adtunk (5xSTOP:). A gélelektroforézist minigél
esetében 60 V-on, fragmentizolalasnal 40 V-on, valamint nagyobb gél esetében pedig 120-130
V-on végeztiik. Kontrollként, PstI enzimmel emésztett A DNS-t vagy 100 bp Ladder DNS-t
(Fermentas) alkalmaztunk.

A géleket UVP BioDoc-It System késziilékkel fotztuk le.
5.13. Kompetens sejt készités

Kompetens sejtek készitéséhez XL1-Blue E. coli torzset hasznéltunk, melyet 3 ml LB
tapfolyadékban a megfeleld antibiotikumok mellett egy éjszakan 4t 32°C -on novesztettiik. 200

ml SOB tédptalajban (2% Bacto trypton, 0.5% Yeast extract, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI,
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pH=7.0) higitottuk a baktérium kultirdit (ODsg= 0.05-0.1) majd éjszakan & 22°C-on
novesztettiik tovdabb (ODsgp= 0.5-0.6-ig), ezutdn 10 percre jégre tettiink. A 10 perces
centrifugaldssal 0sszegyiijtott sejteket 80 ml hideg TB pufferben (10 mM PIPES, 15 mM CaCl,,
250 mM KCI, pH=6,7) szuszpendaltuk. 10 percig jégen inkubdltuk, majd centrifugilassal
Osszegyjtottiik a sejteket, €s 20 ml jéghideg TB pufferben szuszpendaltuk. A szuszpenzidhoz
1.5 ml DMSO-t adtunk, a sejteket Eppendorf-csovekbe szétosztva -80°C-os hiitdben
fagyasztottuk €s taroltuk transzformécidig (Ish-Horovicz and Burke, 1981).

Azonnali felhasznéldsra tigynevezett gyors kompetens sejteket készitettiink. A DHSa E.
coli sejteket 3 ml LB tipfolyadékban a megfeleld antibiotikumok mellett éjszakdn 4t 32°C -on
novesztettiik, majd 10 ml SOB folyadékban higitottuk (ODsgp= 0.05) és novesztettiik tovabb 3-4
orat 37°C-on (ODsgo= 0.5-0.6-ig), majd 10 percig jégre tettiik. Transzformalasonként 1.5 ml
kultirdbdl centrifugaldssal (12000 rpm, 1 perc) gytijtottiik Ossze a sejteket, majd 400 pl 0°C-os
TBE pufferben szuszpendiltuk. Ujabb centrifugaldst kovetéen a sejtket 100 pl szintén TBE

pufferben vettiik fel, majd 7 ul DMSO-t adtunk hozza. A sejteket azonnal transzformaltuk.
5.14. Ligalas

A ligdlasi elegyet vektor DNS oldat, fragment DNS oldat, ligdz puffer (5xkoncentracio:
200 mM TrisHCL, 50 mM MgCl,, 50 mM dithiotreitol (DTT) 2,5 mM ATP, pH=7.8) és steril
desztillalt viz felhaszndldsaval készitettilk. A fragment mennyisége tizszeres volt a vektor
mennyiségéhez képest. A reakcidhoz T4 DNS ligazt hasznéltunk, és az elegyet legalabb 2 6réig

szobahOmérsékleten, illetve tompa végli DNS fragmentek ligdldsanél 4°C-on inkubaltuk.
5.15. Transzformalas

Egy transzformdldshoz 100 vagy 200 pl kompetens sejtet hasznaltunk fel. El0szor a
sejteket -20°C-rol jégre tettiik, és 15 perc elteltével hozzdadtuk a transzformacidhoz hasznélt
DNS-t. 20 percig jégen inkubdltuk, majd 3 perces 37°C-os hdsokkot alkalmaztunk. A hdsokk
utdn 100 pl sejt esetében 400 pl, 200 ul sejt esetében 800 pl LB tipfolyadékot adtunk. 1-3 6ra
37°C-os inkubdcié utdn a sejteket szelektiv tdptalajra tettiilk. pBluescript hasznalata esetén a
taptalajba 40 ul IPTG (100 mM) és 40 ul Xgal oldatot (2%, dimetil-formamidban) tettiink, és a
transzformédnsokat kék-fehér screen segitségével detektdltuk. (Inoue et al., 1990). A

transzpoziciés mutagenezissel elddllitott klénokndl antibiotikumot haszndltunk szelekcids

eszkozként (Km, Spc).
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5.16. In vitro transzpoziciéos mutagenezis

Az rkp-3 régié vizsgdlni kivant génjeinek transzpozonos mutagenezisét a TGS II Kit
(Template Generation System'™ II, TGS™ 1II, F-702, Finnzymes) alapjan végeztiik el.
Kanamicin rezisztencia gént juttattunk be az adott génekbe, ezzel mutécioét 1étrehozva. Plazmid
DNS tisztitds utdn megmértiik a minta DNS koncentracidjat. A reakciohoz sziikséges DNS
mennyiséget a target DNS hossza alapjan (40 ng DNS/kb) hataroztuk meg. A reakcidkat a leiras
alapjan allitottuk Ossze. A mintit 1 6ran at 30°C-on inkubaltuk, ezutdn 10 percig 75°C-on
inaktivaltuk, majd XL1 Blue kompetens sejtekbe juttattuk be transzformdlds mddszerével. A
sejteket antibiotikumot (Km, Amp) tartalmaz6 lemezeken szelektaltuk, majd plazmid DNS
izolélds utdn fizikai térképezéssel és DNS szekvendldssal hatdroztuk meg az inszercidk helyét

(Isd. 5.10. fejezet).

5.17. KPS-LPS preparalas

A sejtfelszini poliszacharidok tisztitdsa forré fenolos extrakcioval, és ezt kovetden
dializissel tortént (Kiss and Kondorosi, 1997). Az egy éjszakdn at novesztett baktérium
kultirabdl 1.5 ml-t iilepitettiink centrifugdldssal, majd a sejteket 500 pl steril desztillalt vizben
felszuszpendaltuk. 500 pl fenol hozzdaddsa utdn a mintdkat 6sszeraztuk és 15 percig 65°C-on
inkubdltuk, mikozben 5 percenként megkevertiik dket. A centrifugalast kdvetden a vizes fazist
dializdlé csObe mértiik, és kétszer hat 6rdn keresztiil csapvizben, majd hat 6rdn 4t desztillalt
vizben dializdltuk tovabb. Ezt kovetéen a mintdkat liofilizdldssal beszaritottuk, végiil a

preparatumokat felvettiik 100 ul steril desztillalt vizben.

5.18. DOC poliakrilamid gélelektroforézis (DOC-PAGE)

A futtatdshoz 10 pl tisztitott KPS-LPS mintat és 10 ul, 2x Sample puffer és futtatd puffer

2:1 aranyu keverékébol készitett minta puffert mértiink 6ssze, melybdl 3-5 ul vittiink fel gélre.
(2x Sample puffer: 100mM Tris (pH=6.8), 20 % glicerol, 2 % DOC, 2 mM EDTA, 10 %
merkaptoetanol, 0.002 % Bromphenol Blue.) A mintdkat 18 %-os DOC-poliakrilamid gélen
futtattuk és az analizist BioRad Miniprotean II késziiléken végeztiik. A gélhez a kovetkezd
torzsoldatokat készitettiik el: (A oldat) 40 w/v % akrilamid, 0.8 w/v % biszakrilamid; (B oldat)
22,1 g TRIS/100 ml desztillalt viz pH=8.8; (C oldat) 7.69 g TRIS/100 ml desztillilt viz pH=6.8;
(D oldat) 2.5 w/v % dezoxikolsav (DOC). A szepardl6é gél 4.5 ml ,,A”, 2 ml ,,B”, 2 ml ,D”
oldatot és 1.5 ml desztillalt vizet tartalmazott. A polimerizaciét 17.5 ul 10 %-os ammoénium-
perszulfat (APS), és 8.75 ul N,N,N’,N’-tetrametil-etilén-diamin (TEMED) hozz4adasaval
inditottuk el. A tomorité gél 0.25 ml ,,A”, 0.5 ml ,,C” oldatot és 1.75 ml desztilllt vizet
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tartalmazott. Ez esetben a polimerizacié elinditasa 12.5 ul 10 %-os APS és 6.25 ul TEMED
hozzdadésaval tortént. A futtaté puffer 21.7 g glicint, 4.5 g TRIS-t és 2.5 g DOC-ot tartalmazott
1000 ml desztillalt vizben. A géleket a mintafelvitel el6tt 15 mA/gél aramerdsségel 10 percig
eldfuttattuk, majd szintén ezen az dramerdsségen valasztottuk el a mintakat 80-90 perc alatt.

A mintdk el6hivasa alcidnkék-eziist festéssel tortént. A géleket egy éjszakan keresztiil
0.005 w/v %-os alciankék oldatban 4ztattuk (25 mg alcidnkék/ 500 ml 40 %-os etanol, 5 %-os
ecetsav oldat), amit hatszor 6t perces desztilldlt vizes mosas kovetett. Majd 0.1 w/v %-os
AgNOj; oldattal 25 percig festettiik a géleket. Rovid desztillalt vizes, majd 0.3 w/v % NaCOs
oldattal torténd mosds kovetkezett. A mintdzat el6hivasat formaldehidet tartalmazé 3 w/v %
NaCOs; oldattal végeztiik (500 pl 32 %-os formaldehid/1000 ml) (Kiss et al., 2001).

A géleket UVP BioDoc-It System késziilékkel fotoztuk le.

5.19. Szimbiotikus novényi teszt

A kiilonboz6 S. meliloti mutdns baktériumok szimbiotikus képességét novényi teszttel
ellendriztiik, melyhez Medicago sativa L. Nagyszéndsi novényeket haszndltunk.
Nitrogénmentes novényi tdptalajon (GIBSON) steril lucerna csiranovényeket fertoztiink a
kivalasztott baktérium torzsekkel. Az invazidra és nitrogénkotésre képes torzsek esetében a
novényeken rézsaszin szimbiotikus giimdk jelentek meg (2-3 hét). Ezek a novények 4-8 hét
elteltével megfelelden fejlettek és sotétzoldek voltak, szemben a sargds szinli és a
nitrogénéhezés jeleit mutatd, fertézetlen vagy ineffektiv giimdket hordozé novényekkel.

(Putnoky et al., 1988)
5.20. Bioinformatikai moédszerek

A kiilonb6z6 szekvencia elemzésekre, homologok keresésére az NCBI honlapon elérhetd
BLAST, foként BLASTP  programot  hasznédltuk  (Haapa et al, 1999);
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), valamint az NCBI adatbdzist (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A
homolég funkciondlis doménekrdl a PROSITE (Altschul et al., 1990; www.expasy.org/prosite)
és Pfam (www.sanger.ac.uk/Software/Pfam) adatbdzisokbdl gytjtottiink informdacidkat. A
feltételezett transzmembran domének elemzését a TopPred programmal végeztiik (Claros and
Heijne, 1994; http://www.sbc.su.se/~erikw/toppred2/). A fehérjék tobbszoros illesztése az EBI
honlapjén elérhetd ClustalW2 programmal (Larkin et al., 2007,
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html), az illesztés szerkesztése a GeneDoc

(Nicholas and Nicholas, 1997) programmal tortént.
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5.21. A Kisérletek soran felhasznalt vegyszerek

A felhaszndlt vegyszereket a SIGMA, FLUKA, REANAL cégektdl szereztik be. A
dializdl6 membran a SPECTRA Millipore cégtdl szarmazott. A kiillonbozo restrikcids, T4 DNS
ligaz és T4 DNS polimerdz enzimeket az MBI Fermentas cégtdl vasaroltuk. A kiilonbozd kitek

az eldzdekben leirt cégektdl szarmaztak.
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6. Kutatasi eredmények

6.1. Receptorhibas baktérium mutinsok azonositasa

Munkénk elsé 1épéseként az elézményekben (3.2. fejezet) emlitett mutdnsizoldlasi
eljarassal és feltételekkel sikeriilt olyan spontdn mutdns baktériumokat izoldlni a vad tipusd
S.meliloti 41 (RM41) torzsbol, melyek a vad tipusi /6-3 faggal szemben rezisztensek voltak
(Putnoky Péter, Hoffmann Gyula munkdja). Az eredmény feltételezhetden azt jelentette, hogy a
receptor a mutécid kovetkeztében csak kisebb szerkezeti valtozést szenvedett, de megtalalhato
volt a felszinen. A fag egy specidlis mutdcié (host-range) révén képes volt alkalmazkodni a
valtozashoz. A kovetkez6 baktérium torzseket izolaltuk: GH4046, GH4178, GH4180 és
PP4073. A tovabbiakban az volt a feladatunk, hogy i) azonositsuk a mutéciét szenvedett gént az
egyes torzsekben, illetve az abban tortént szekvencia szintli eltérést, ii) kideritsiik milyen
sejtfelszini valtozasokat okozott a mutacid, 1ii) a kisérleti eredmények alapjan kovetkeztetéseket

levonni a gének funkcidgjat illetden.

Az Inf- fenotipusu torzseken végzett megfigyelésekbdl sejteni lehetett, hogy a KPS
bioszintézis €s a fagreceptor megléte kozott osszefiiggés van. Azt feltételeztiik, hogy a valtozas
valamelyik KPS bioszintézisért felelés génben van, ezért a receptorhibds baktériumok
vizsgalata lehetOséget adott arra, hogy Ujabb bioszintézis géneket azonositsunk. Az emlitett
baktérium torzseken sikeriilt host-range fadgokat izoldlnuk, ezért ebben az irdnyban is folytattuk
munkdénkat, hogy kideritsiik milyen valtozas tette lehetové a fagok alkalmazkodasit a médosult

fagreceptorhoz.
6.2. Az rkp-4046 mutaci6 helyének meghatarozasa

A mutédnsizoldlas eredményeként rendelkezésiinkre 4llt a GH4046 spontin mutans
baktérium, mely rezisztens a /6-3 vad tipusu bakteriofdggal szemben, viszont az izolélt /6-3 hs
host-range fag fertézni képes.

Ezek alapjan azt feltételeztiik, hogy a baktérium felszinén a fagreceptor moédosult
formdban jelen van. A kovetkezdkben a baktériumban tortént mutacid azonositasat végeztiik.
Eldszor azt kellett megallapitanunk, hogy az rkp-4046 muticié egy mar azonositott vagy egy
ismeretlen KPS bioszintézisért felelds génben (rkp gén) tortént-e. Ennek kideritésére genetikai
komplementacios kisérleteket végeztiink.

A GHA4046 torzsbe, konjugicié segitségével egyenként bejuttattuk az rkp-1 (pPP428),
rkp-2 (pAT330), rkp-3 (pAT399, pAT401) régiokat hordozé kozmid klonokat, és azt
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vizsgiltuk, hogy képes-e valamelyik komplementdlni a mutaciot. A fagérzékenység
helyreéllasat vad tipusu /6-3 faggal teszteltik. A 16-3 fig nem tud szaporodni a GH4046
torzson, komplementécid esetén viszont képes lesz rd, ha a bejutott vad allél expresszidjaval az
»eredeti” fagreceptor jelenik meg a baktérium felszinén. Kontrollként a 16-3 hs féagot
alkalmaztuk, mely a GH4046 és az RM41 torzset is képes felismerni. Az eredményeket az 5.
tablazat foglalja 6ssze. A kisérlet alapjan megallapitottuk, hogy az rkp-4046 mutici6 az rkp-3
régié bal oldali szakaszdn (pAT399) taldlhaté. Az rkp-3 régidt két atfedd kozmid klon
tartalmazza (pAT399, pAT401; 7. dbra), ezért ezeket kiilon kellett vizsgdlni. A kisérletben az

rkp-1 és rkp-2 régiok bejuttatidsaval nem tudtuk helyredllitani a vad fenotipust.

5. tablazat: Az rkp-1, rkp-2, rkp-3 régiok komplementacios kisérleteinek

eredményei
transzkonjugéns fenotipus
Bejuttatott kozmid (fagfertozés) komplementacio
16-3 (vad tipus) 16-3 hs

— R S nincs

pPP428 (rkp-1) R S nincs
pAT330 (rkp-2) R S nincs
PAT399 (rkp-3 bal oldala) S S van
pAT401 (rkp-3 jobb oldala) R S nincs

A tdblazatban jeloltik a GH4046 torzsbe juttatott kozmidokat, a fenotipust fagfert6zés
tekintetében (R: rezisztens, S: szenzitiv), valamint a komplementacié meglétét.

A kovetkez6 komplementacios kisérlettel arra kerestiik a valaszt, hogy az rkp-4046 allél
mely rkp-3 régidoban 1évé gén mutdcidjaval alakult ki. A régidban el6forduld gének
elhelyezkedése €és teljes nukleotidszekvencidja mér ismert volt (Kiss et al, 2001). Az
eredmények alapjan, a régiét szamos - a kapszuldris poliszacharid bioszintézisben részt vevo -
rkp gén alkotja (7. abra).

Ezuttal olyan kozmid klénokat juttattunk be a GH4046 torzsbe, melyek egy-egy érintett
rkp génben ( orf140, rkpL, rkpM, rkpN, rkpO, rkpP, rkpQ ) ismert poziciéji TnS transzpozon
inszerciot hordoztak (7.4abra, Kiss et al., 2001). A komplementdcié hidnyédt vagy megtorténtét
ismét fagteszt segitségével allapitottuk meg.

Ha a bejuttatott kozmid klénban a transzpozon nem ugyanazt a gént érinti, mint a
GH4046 torzsben 1év0 rkp-4046 mutécid, akkor minden bioszintézis gén legalabb egy hibatlan
kopidja jelen van a sejtben. Ennek eredményeként a vad tipusu fégreceptor megjelenik a
felszinen, s ezt a 16-3 vad tipusu fag képes felismerni. Mindezt a baktériumpazsit feltisztuldsa

jelzi a fagfert6zési tesztben. Ha viszont a TnS mutédcidt azon gén tartalmazza a kozmid klénban,
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mely a GH4046 torzsben is sériilt, akkor a gén vad tipusi allélja hidnydban, nem torténik
komplementacié. Ez esetben a 16-3 fag tovabbra sem képes felismerni a bakteridlis sejtfelszint,
a fagfertdzési tesztben tarfolt nem keletkezik. A kisérlet eredményeit a 6. tabldzat foglalja
Ossze.

Eredményeink szerint, csak a pAT399::rkpM::Tn5(212) klén nem tudta helyreéllitani a
vad fenotipust, a tobbi kozmid klén viszont komplementalt. Ez azt jelentette, hogy az rkp-4046
muticié az rkpM génben van, tehat a GH4046 baktériumtorzs az rkpM egy mutéans alléljat

hordozta. Ezt rkpM 446 allélnak neveztiik el.

6. tablazat: Az rkp-3 gének komplementécios kisérleteinek eredményei

transzkonjugéns fenotipus

a GH4046 lt(i(j)rzzr;l;s bejuttatott (fagfertdzés) Komplementécié
16-3 (vad tipus) 16-3 hs

— R S nincs
PAT399 (vad tipus) S S van
PAT399 orf140::TnS (174) S S van
PAT399 rkpL::Tn5 (187) S S van

pAT399 rkpM::Tn5 (212) R S nincs
pAT399 rkpN::Tn5 (107) S S van
pAT399 rkpO::Tn5 (168) S S van
pAT399 rkpP::Tn5 (105) S S van
PAT399 rkpQ::Tn5 (124) S S van

A tdbl4zatban jeloltik a GH4046 torzsbe juttattott kozmidokat, a fenotipust fagfertdzés
tekintetében (R: rezisztens, S: szenzitiv), valamint a komplementacié meglétét.

A komplementiciés kisérletek némileg meglepd eredményt hoztak. A régid
nukleotidszekvencidjanak és a gének elhelyezkedésének ismeretében ugyanis valdsziniisithetd
volt, hogy az érintett rkpL—Q gének egy promoterrdl irédnak at. Ennek alapjan varhaté volt,
hogy érvényesiil a transzpozon beépiilésének poldris hatdsa, azaz a téle 3’ végen elhelyezkedd
Osszes gén atirdddsanak blokkoldsa. Ez esetben, ha a transzpozon a bejuttatott kozmidokban a
keresett gén teriiletére (rkpM), illetve tle 5° irdnyban 1év0 génekbe esik (rkpL), akkor nem all
helyre a vad fenotipus. A keresett géntdl 3’ irdnyban 1€v6 inszercié viszont nem befolyédsolja
annak transzkripcidjat, vagyis ekkor a vad tipust allél komplemental.

A 6. tablazatban 0sszefoglat eredmények mutatjdk, hogy a TnS transzpozon polaris hatdsa
ebben az esetben nem érvényesiilt. Feltehetben a beépiilt TnS transzpozonon van olyan

promoéter-szeri  szekvencia, mely elegend6 az inszerci6 utin elhelyezkedé gének
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expresszidjahoz, ahogyan az irodalomban talalunk erre példat (Berg et al., 1980), vagy eleve az

rkp-3 régi6 tartalmaz ilyen szekvencidkat.
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7. abra: A S.meliloti 41 rkp-3 régidjanak fizikai és genetikai térképe, az rkpM946 nukleotid
szekvencidjanak meghatarozasa

A: A régié HindlIll és EcoRI restrikcids helyei, valamint a komplementdlé kozmid klénok (pAT399,
pAT401). B: A régié eddig feltérképezett génjei, feketével az rkpM gént jeloltik, mely a GH4046
torzsben hordoz mutaciot; sziirkével a KPS bioszintézist befolydsol6 géneket tiintettiik fel. A fiiggdleges
vonalak, a komplementaciés kisérletben hasznalt Tn5 inszercidk helyét jelolik (Kiss et al., 2001; 6.
abra). C: Az rkpM gén nagyitott dbrdja, melyen jeloltiik a szekvendldshoz hasznélt oligonukleotidokat
is.

6.3. A 16-3 bakteriofag receptor kialakitasaban részt vesz az RkpM fehérje

A csoportunkban végzett KPS mintazat elemzések (DOC-PAGE) alapjan megallapitottuk,
hogy az altalunk vizsgdlt GH4046 mutidns tOrzs egyaltalin nem termel kapszularis
poliszacharidot (14.B. dbra). Ez meglepd eredmény volt, hiszen azt vartuk, hogy a GH4046
mutdns termel KPS-t, csak més szerkezetli formédban, és az elgondoldsok szerint a poliszacharid
a 16-3 fagreceptora. Emellett az AT212 (rkpM::TnS) mutdns torzs sem termel, ennek ellenére
tobbszori probdlkozasra sem lehetett rajta host-range fagot izolélni és az rkpM génben egy Tn5
transzpozont tartalmaz, igy elrontva a gén mitkodését. Ez arra utalt, hogy a 16-3 fag receptora
val6szintileg nem a KPS, mint azt el6zdleg feltételezték (Petrovics et al., 1993; Putnoky et al.,
1990). Ha ez igy lett volna, akkor minden rkp mutdnson, de legalabb az rkpM::Tn5(212)

muticiét hordoz6 baktériumon lehetséges lett volna a host-range figmutansok izoldldsa. Ezt
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tobb fliggetlen kisérletben is megprébaltuk, de minden alkalommal csak a kontrollként
alkalmazott GH4046 torzson kaptunk plakkokat.

Tehat kozvetett bizonyiték mutatott arra, hogy a fagreceptor nem a KPS és, hogy az
rkpM 4046 allél egy killonleges muticiot hordoz, mely egy megvaltozott szerkezeti fagreceptort
eredményez. KézenfekvO volt ezek utdn a feltételezés, hogy maga az RkpM fehérje szolgal
fagreceptorként, és az rkpMyp4s allél valdsziniileg csak egyetlen aminosavcserét eredményezo

(Un. missense) mutaciot tartalmaz.
6.4. Az rkpM 44 allélban egy missense mutacio6 talalhato

A tovabbiakban arra kerestiink valaszt, hogy az rkpM 46 allélban DNS szekvencia szinten
milyen valtozds tortént. A kisérletekben vad tipusként is alkamazott AK631 torzs rkp-3
régiéjanak pontos bazissorrendje mar ismeretes volt (AC: AJ245666; Kiss et al., 2001), ezért
megtervezhettiik a mutidns gén izoldlasdhoz, illetve szekvencia meghatirozdsdhoz sziikséges
oligonukleotidokat (Rm-15, Rm-13).

A GH4046 baktériumtorzs osszes DNS preparatumabdl PCR segitségével a kivant DNS-
szakaszt megsokszoroztuk, majd izoldltuk. Mivel a PCR-fragment 1625 bazispar hosszuisagu,
mig a benne foglalt rkpM gén 1161 bazisparnyi, ezért a mutans allél DNS-szekvencidjanak
meghatdrozaséhoz — a PCR-primereken kiviil — sziikség volt még négy oligonukleotid
tervezésére (Rm-25, Rm-23, Rm-35, Rm-33), hogy mindkét szdlon lehetové tegyék az
egymassal atfedd leolvasdsok a nukleotidsorrend biztonsdgos meghatarozasat (7. dbra).

Az izoldlt PCR-fragment nukleotid szekvencidjait a tervezett oligonukleotidok
segitségével, szubklonozds nélkiil, direkt uton hatdroztuk meg. A rész-szekvencidk
osszeillesztése utdn megallapitottuk, hogy az rkpMypss allél, meglepd moddon, két missense
mutdciét is hordoz a gén 3’ végének kozelében. Ezek alapjan nem tudtuk eldonteni, hogy
mindketté muticié vagy csak az egyik felelds-e a megvaltozott fagreceptor kialakuldsaért. Az
ellentmondds oka az is lehetett, hogy a vadtipusu szekvencia meghatdrozdsa az AK631 torzsbol
tortént, mig a GH4046 mutins az RM41 torzsbol szarmazik. Feltételeztiik, hogy az egyik
mutdcio csak a két vad tipusu allél kozotti neutrdlis mutacié. Ennek kideritésére az rkpM,; allél
nukleotid sorrendjét is meghatdroztuk, az eldz8ekhez hasonlé médon. gy deriilt ki, hogy az
AK631 és RM41 kozott is létezik egy eltérés. Ez semlegesnek bizonyult a fagreceptor
kialakuldsa és a KPS bioszintézis szempontjabol, mivel mindkettd ugyanolyan vadtipusra
jellemzé KPS-t termel DOC-PAGE mintazat alapjan é€s szenzitiv a 16-3 faggal szemben. A
kiilonbség oka, hogy a gén 3* végének kozelében 1évé TTC triplet helyett az RM41 torzsben
GTC taldlhatd, mely transzlaciokor fenilalanin (Fs;s) helyett valin (V3;5) beépiilést okoz a
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fehérje adott pozicidjaba (6.6. fejezet: 8. abra). Ez a mutdcié tekinthetd a két torzs kozotti
polimorfizmusként. Az rkpM,; vadtipust és rkpMypss mutans allél kozotti valodi eltérés egy
aminosav cseréjét jelenti az altala kédolt fehérje C-termindlis részén. A vad tipusu allél leucint
(Leups,) meghatdroz6 kodonjanak (TTG) egyik bézisa megvaltozott (TTC), mely fenilalanin
(Phe,s;) beépiilését okozza az aminosavlanc adott pozicidjdba (8. dbra).

Végeredményben, az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy az RkpM fehérje a fagreceptor
alkotéeleme, melynek C-termindlis része (Leups;) valdszinlileg a faggal valdé kapcsolat
kialakitdsaban kozvetlen szerepet jatszik. Mindezt aldtdmasztja a host-range fagok vizsgélata is,
amelyekben a & génben tortént missense muticid lehetové tette, hogy az RkpMuypse fehérjét
tartalmaz6 baktériumokon a host-range mutins fiag szaporodhasson. Tehdt, egy baktérium
fehérje egyetlen aminosavanak megvaltozasa kovetkeztében megsziint felismerési folyamatot a
fag egy fehérjéjének egyetlen aminosavaban bekovetkezett megvéltozasa helyre tudta éllitani.

Ez a két fehérje kozvetlen kolcsonhatédsdra utal.

6.5. A 16-3 fagreceptornak tobb alkotdéja van

Kivancsiak voltunk arra, hogy kizarélag csak az RkpM fehérje alkotja-e a fagreceptort,
illetve annak mely részei vesznek részt a felismerésben. Hogy kozelebb keriiljiink a vélaszhoz,
megkezdtiik a tovabbi receptorhibds, rkp-4178, rkp-4180 és az rkp-4073 muticidkat hordozé
baktériumok és az egyes baktériumokon izolalt host-range fagok vizsgalatat is.

Az eddigi eredményekbdl kiindulva a GH4178 és GH4180 torzsbol DNS-t izoldlva,
megsokszoroztuk az rkpM gént hordoz6 DNS szakaszt PCR reakcié segitségével, és
kimutattuk, hogy az rkp-4178 mutécié teljesen megegyezik az elézéekben vizsgilt rkpMapq4s
mutdcidval.

Az rkp-4180 mutici6 elemzése azonban mds eredményt hozott. Ebben az esetben az rkpM
génben nem taldltunk semmilyen mutaciét a szekvendlasi kisérlet alapjan. A komplementacios
eredmények szerint (Szabd Csilla munkdja), a muticié ez esetben az rkp-3 régié rkpZ génjét
érinti, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az RkpM fehérjén kiviil mds alkotdja is van a
fagreceptornak. Az rkpZ mutansok KPS fenotipusa eltér a vad tipusu baktérium poliszacharid
szerkezetétdl (14.C. dbra), magasabb molekulatomegli (HMW) KPS-t termel. Azonban az rkpZ
mutdnsok esetében, a TnS inszerciot tartalmazo baktériumon is sikeriilt host-range fagot izolalni
(16-3 hz), mely alapjan feltételeztiik, hogy a GH4180 toérzs nem specidlis mutdciét hordoz. A
GH4180 baktériumon izolélt 16-3 hjgs és 16-3 hjg9 bakteriofdg mutacidjdnak azonositasat is

megkezdtiik (Dedk Veronika munkdja).
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6.6. Az RkpY fehérje fontos a fagfert6zésben

Az el6z6 eredményeket figyelembe véve, a PP4073 torzs esetében eldszor DOC-PAGE
elemzést végeztiink, mely szerint a baktérium az rkpY mutdnsokra jellemzd mintazattal
rendelkezik (14D. abra). Ebbdl sejtettiik, hogy a muticié az rkpY génben taldlhatd, ezért
ahogyan az rkp-4046 allél esetében, komplementicids kisérleteket végeztiink a muticid
helyének azonositdsara. Konjugéacidval az rkp-3 régiét lefedd két kozmidot (pAT399, pAT401,
Isd. 7. abra) és az rkpY gént tartalmazo 6 kb nagysagu BamHI fragmentet juttattuk be a PP4073
torzsbe. A konjugdnsok fagérzékenységét vizsgéltuk. Megfigyeltiik, hogy az S. meliloti SU47
torzson izolalt M1 fag tomény lizdtuma képes fertdzni a PP4073 torzset, viszont a vadtipusu
RM41-et nem. Ezt a jelenséget kihaszndlva, a konjugansokat M1 és kontrollként vad tipust /6-
3 faggal fertdztiik és figyeltiik helyre all-e az M1 faggal szemben mutatott rezisztencia. Az
eredmények igazoltdk feltételezésiinket, mivel a pAT401 és az rkpY BamHI fragment
bejuttatdsaval visszadllt a rezisztencia, vagyis komplementacié tortént, ami azt jelenti, hogy a

mutacié az rkpY génben taldlhato.
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8. abra: Az rkp-3 régidban izolalt receptor hibds baktériumok mutacioi

A: A receptor hibds baktériumokon izolélt /6-3 fagmutansok. B: A teljes rkp-3 régidé azonositott génjeit
jelolik a nyilak; sziirke: olyan géneket jelolnek, melyek funkcidja még ismeretlen; fekete: a KPS
szintézisében fontos gének; piros: a KPS bioszintézisében és a fagfertdzésben is szerepet jatsz gének.
C: Az adott génekben tortént missense mutdciok DNS szekvencia és aminosav szintli eltérései. Jeloltiik
az rkpY mutécié meghatarozdsahoz hasznélt szubfragmenteket (pAV568, pAV571, pAV579).

A tovabbiakban olyan kisérletet végeztiink, mellyel egy kisebb szakaszra szlikithettiik a
mutdcio lehetséges helyét a génen beliil. A vad tipusu rkpY gént harom kiilon szubfragmentre
osztottuk restrikciés emésztéssel, melyeket konjugativ plazmidba épitettiink (pAV568,
pAVS71, pAV579, 8. dbra). Az egyes plazmidokat a PP4073-as torzsbe konjugaltuk és azt
figyeltiik, hogy melyik DNS szakasz homoldg rekombinécidjaval véltozik a gén vad tipustva.
A vad tipusi homolég rekombindnsok megjelenését az M1 fagrezisztencia helyre allasan
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keresztiil vizsgéltuk. A gén kozepsé szakaszat lefedd 1318 bp nagysdgu Sall fragment
(pAVS571) eredményezett M1 faggal szembeni rezisztencidt, tehat az rkpY.,y7;; muticioé ezen a
szakaszon volt taldlhaté.

A kovetkezd 1épés a mutécié szekvencia szintli meghatdrozasa volt (8. dbra). Az 1318 bp
nagysdgu Sall DNS fragment (pAV571) megsokszorozdsahoz PCR primer pért terveztiink (Y-
Bam734U, Y-Bam2163L). A mutidns baktériumbdl nyert o©ssz DNS prepardtum
felhaszndldsdval felsokszoroztuk, majd izoldltuk a kivant DNS szakaszt. A szekvencia
meghatdrozasdhoz tovabbi primer péart terveztink (Y-Baml1375U, Y-BamlS531L). A
szekvendlds eredményeként kapott rész-szekvencidkat Osszeillesztettiik, majd elemeztiik az igy
kapott teljes szekvenciat. Kideriilt, hogy valéban a mutici6 erre a szekvencia részre esik,
pontosabban a PP4073-as torzs 1024 aminosav nagysiagi RkpY fehérjéjének 552. aminosava
leucinrdl (Leussy) prolinra (Pross;) véltozott, ami DNS szinten a CTG kodon CCG-re cseréjét
jelenti (8. dbra). Tehat ebben az esetben is egy missense mutédcid tortént.

Ahogyan az RkpM fehérje vizsgdlatabol kovetkeztettiink, miszerint részt vesz a fagreceptor
kialakitdsdban, igy az RkpY fehérje esetében is ezt gondoltuk. A feltevésiink oka az volt, hogy
egyetlen mds rkpY mutdnson sem sikeriilt host-range fiagot izolédlni, sem a spontdn mutdns
EN3222, sem az inszerciés mutans AV458 baktériumon, csak a PP4073 torzson (16-3 hy, és
16-3 hys). Szintén a baktérium, illetve a fehérje specidlis muticidja tette lehetové a 16-3 fag
alkalmazkodasat a moddosult fagreceptorhoz. Azért is lehetséges ez, mivel a DOC-PAGE
elvalasztds alapjan mindegyik rkpY mutdns ugyanazzal a mintdzattal rendelkezik, tehit ez
allando tényez0 volt minden mutans esetében.

Az alkalmazott mutdnsizoldldsi mddszerrel nem azonositottunk tjabb KPS bioszintézis
géneket, viszont a [16-3 fagreceptor alkotéit igen. A kovetkezOkben az rkp-3 régié még
ismeretlen szakaszanak (rkpY régid/rkpY gén kornyezete) DNS-szekvencia meghatdrozasaval és

elemzésével Uj bioszintézis gének keresését kezdtiik meg.
6.7. Az rkpY régio bazissorrendjének meghatarozasa és elemzése

Az rkp-3 régi6 szekvencidjanak eddig egy 12821 bp (AC: AJ245666), illetve egy 5966 bp
(AC: AJ249130) nagysagu szakasza volt ismert, melyek az rkpLMNOPQ, rkpRST, rkpZ és az
rkpY géneket hordozzdk (9. 4bra). A régid teljes szekvencidjdnak, az itt kédolt gének
megismerése érdekében befejeztiik a szekvencia meghatdrozdsat (Nagy Tiborral kozos munka,
9. dbra, AC: AM849044). Ezzel dsszesen egy 25024 bp hosszi nukleotid szekvencidva boviilt a
meghatdrozott szekvencia. A meghatirozand6 szakaszokat a pAT401 és pPP2543 kozmidok

megfeleld szubfragmentjeinek klonozdsa révén nyertiik. A restrikciés emésztéssel nyert
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szubfragmenteket plazmidba (pBluescript) épitettiik, majd a megfeleld primerekkel (T3, T7)
tortént a szekvendlds. A teljesség érdekében, hogy mindkét szdlon atfedd szekvenciat kapjunk,
az in vitro Mu entrancepozon rendszert hivtuk segitségiil (Isd. 5.16. fejezet), mellyel
véletlenszerlien kanamicin rezisztencidt tartalmazd transzpozont épitettiink a meghatarozni
kivant szakaszokba. A transzpozon két végére tervezett SeqE és SeqW primerekkel tortént a
szekvencia leolvasdsa. Az igy eldallt szekvenciarészeket szamitogépes modszerrel illesztettiik
0ssze (9. édbra). A teljes rkp-3 régidra értelmezve sikeriilt a 12821. bp utdni szekvencia
meghatarozasa egészen a pAT401 kozmid éltal lefedett szakasz végéig (25024. bp), mely
magéaban foglalja a 6 kb nagysdgi BamHI fragmentet is (pPP2543, pNE3265; 9. és 12. abra).
Az rkp-3 régié korabban kozolt szekvencidjaval mar végeztek tobbféle bioinformatikai
vizsgalatot, ugymint fehérje homoldgok keresése, GC tartalom meghatarozas, a fehérjék
funkcigjanak elOrejelzésére (Kiss et al., 2001). Az djonnan meghatarozott szakaszon is hasonld
elemzéseket végeztiink, Nagy Tiborral kozosen. Az rkpY géntdl 3’ irdnyban harom tovabbi
nyitott leolvasdasi keretet taldltunk szamitogépes modszerrel (orf7343, orf8077, rkpT2, 9. abra).
Az ezek altal kodolt feltételezett fehérje szekvencidkat homoldgia vizsgalatoknak vetettiink ala
(BLASTP).
P
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9. abra: Az rkp-3 régié szekvencidjanak kiterjesztése

A: az rkp-3 1égié génjei, fehér: IS elemek; sziirke: olyan gének, melyek funkcidja még ismeretlen;
fekete: a KPS szintézisében fontos gének; piros: a KPS bioszintézisében és a fagfertdzésben is szerepet
jatsz6 gének. B: A szekvencia meghatdrozasok sordn kapott rész-szekvencidk. C: A vizszintes vonalak
az adatbézisban 1évé (EMBL) szekvencidkat jelolik.

Az orf7343 altal kodolt fehérje 72%-os azonossagot mutat a Rhizobium sp. NGR234
rkp3_012 ORF termékével és tobb metiltranszferazzal homoldg, emellett feltehetden egy 12-es
tipusi metiltranszferdiz doménnel (Pfam: PF08242) rendelkezik. Az orf8077 altal kédolt
fehérjének nem taldltunk homoldgjat az adabazisban, viszont rendelkezik a fehérje kindzok

ATP-koto régidjanak mintazataval (ProSite: PS00107). Az RkpT2 fehérje 58% azonossigot
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mutat a S. meliloti 1021 RkpT1 fehérjével és az eredmények alapjan funkciondlisan egy a
sejtfelszini poliszacharid exportjaért felelos ABC-2 tipusu transzporter lehet. A szamitégépes
eldrejelzés ellenére, ahogyan az RkpT1 (RM41 torzsben) esetében sem, bioldgiai kisérlettel
eddig nem tudtuk kimutatni, hogy a KPS bioszintéziséhez lehet koze a fehérjének. Az RkpY-
nal kapcsolatos elemzések meglepd médon nem hoztak eredményt tovdbbra sem, a fehérje nem
mutat hasonlésagot egyetlen adatbazisban szerepld fehérjével, mely alapjan feltételezhetnénk
funkciéjat. A 73%-ban azonos Rhizobium sp NGR234 RkpY fehérjén kiviil nem taldltunk vele

homoldég fehérjéket.
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10. abra: Az rkp-3 régiéban, az rkpZ és rkpY gén kozott taldlhat6 inszercids elemek

Feketével az ISRm15 elembdl megmaradt szekvenciat: a teljes masodik ORF-et (ISRm15-B) jeloltiik,
valamint az ISRml15-A és ISRmI5-C azonositott ‘“csonka” szakaszait. Sziirkével az ISRm26
szekvencidjat és ORF-jeit tlintettiik fel. Az dbra felsé részén mindkét IS elem inverted repeat (IR) és
direkt repeat (DR) nukleotid sorrendje 1athatok.

Az rkpZ és rkpY gén kozotti szekvencia szakasz igen kiterjedt (9. dbra). A Kiss és
munkatdrsai altal végzett TnS transzpozicids mutagenezis alapjan nem taldltak olyan inszerciot
a két gén kozotti teriileten, amely valtozast hozott volna a KPS szintézisében, ellentétben mas
rkp génnel. A szamitégépes vizsgdlat szerint tobb olyan ORF is taldlhat6 ezen a szakaszon
melyek altal kodolt fehérjék transzpozaz enzimekkel mutatnak homologiat. A részletes elemzés
folyamdn sikeriilt azonositani a S. melilotiban el6forduld és az IS66 csaladba tartozo teljes
ISRm26 inszerciés elemet (IS) és annak 3 ORF-é (ISRm26-1, ISRm26-2, ISRm26-3), az IS
elem “inverted repeat” végét (IR) és a beépiilés helyéiil szolgdl6 célszekvencia “direct repeat”
mintdzatat (DR) (10. dbra). Meglepé mdédon az ISRm26 mellett egy masik IS elem teljes ORF-
ét is azonositottuk, az ISRm15 masodik ORF-ét az orfB-t, tovabbd az ISRm26-ot kozrefogd
szekvencidbodl az tlinik ki, hogy valgjaban az ISRm26 az ISRm15 els6 ORF-ébe az orfA-ba

ékelodott. A harmadik ORF, az orfC szekvencidjat is megtaldltuk részleges formaban. Tehat az
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rkpZ és rkpY gének kozotti nagy tdvolsdg végeredményben a két inszercidés elemnek
koszonhetd, vagyis eldszor az ISRm15 ékelddott a két gén koz€, majd az ISRm26 integraldédott
az el6z6 IS elem orfA génjébe, megszakitva azt.

A régi6 szekvencidjit, - mely 1ényegében az rkp3-régid ,,jobb oldala” - a lehetséges ORF-
ek bioinformatikai azonositasa utan kiilon elkiildtiink a nukleotid adatbazisba (AC: AM849044,
abra), mely szekvencia eleje 86 bp-ral megegyezik a mar ismert rkp-3 szekvencia végével (AC:
AJ245666; 9. dbra).

Ezek utdn az djonnan azonositott gének (orf7343, orf8077, rkpT2) kisérletes analizisét
kezdtiik meg. Az eddigi tapasztalatok alapjan feltétleztiik, hogy ezen géneknek szintén a KPS
szintézishez lehet koze, mivel a régidban taldlhaté gének tobbsége hatdssal van a KPS
termelésére. Emellett az rkpY mutdns altal termelt LMW poliszacharid bioszintézis génjeit is
kerestiik a régidban, illetve az eddig ismert rkp gének kozott. A kisérletek alapjan kivancsiak
voltunk arra, hogy van-e olyan gén, mely mindkét poliszacharid szintéziséért felelds, illetve
azok az rkp gének (rkpR, rkpS, rkpT) melyek az eddigi eredmények alapjan nem hozhatdk
kapcsoltba a KPS szintézisével, befolydssal lehetnek-e az ismeretlen szerkezetii poliszacharidra.
Ennek kideritésére kiilonbozd S. meliloti 41 mutansokat hoztunk 1étre. Ezt a munkat mutatjdk

be a kovetkez0 fejezetek.
6.8. Az rkpY régio genetikai elemzése

A régié djonnan azonositott génjeiben (orf7343, orf8077, rkpT2), valamint az LMW
poliszacharid termelés tekintetében nem vizsgalt rkpR, rkpS, rkpT, rkpZ tovabba az rkpY
génekben mutédciét hoztunk létre AK631 baktérium (RM41 exoB mutdnsa) héttérben. Az
AK631 torzset praktikus okokbdl hasznéltuk, mivel az exopoliszacharid hidnya miatt,
konnyebben kezelhetd, kompakt kolonidkat ad. Kisérleteinkben ezt a torzset alkalmaztuk vad
tipusként. A mutdnsok elddllitdsa transzpozicids mutagenezis segitségével tortént, igynevezett
egyszeres (szimpla) mutdnsokat 1étrehozva ezzel.

Az 1j gének vizsgalatival az volt az elsddleges cél, hogy megtudjuk muticiéjuknak
milyen hatdsa van a KPS szintézisére. Az emlitett gének koziil az eddigi eredmények szerint
csak az rkpY és rkpZ géneknek van hatdsa a KPS termelésre. A késébbiekben az LMW
poliszacharid bioszintézisére irdnyuld esetleges befolydsukat is vizsgdlni szerettilk volna,
ugynevezett kettds mutdnsok 1étrehozédsdval, melyek az adott gén mellett az rkpY génben (rkpY
mutans héttérben) is hordoznak mutaciét. A kisérlet kontrolljaként az egyszeres mutdansokat is

1étrehoztuk AK631 hattérben.
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A teljes rkp-3 1égi6 szekvencidjanak és fizikai térképének ismeretében, annak kiilonb6zo
szakaszait hasznaltuk a mutagenezis sordn (pAV433, pPP4166, pPP2543, pPP4170). Az egyes
plazmidokba épitett fragmentek altal lefedett szekvencidkat a 12. dbran tiintettiik fel.

A transzpoziciés mutagenezist a Anyagok és Modszerekben (5.16. fejezet) leirtak alapjin
végeztiik, in vitro Mu entrancepozon rendszer segitségével. A kanamicin rezisztenciat hordozé
transzpozon (ET-Kan®-3) véletlenszeriien épiil be az adott plazmidba. Az inszerciék helyét
eldszor fizikai térképezéssel hatdroltuk be, majd a kivdlasztott klénok esetében a pontos
szekvencia szintll beépiilést a transzpozonra tervezett SeqE és SeqW primerek segitségével
allapitottuk meg (11. dbra). Terveinknek megfeleléen minden egyes génben sikeriilt legaldbb
egy mutdciot 1étrehozni. A tovabbi kisérletekben csak egy inszerciot haszndltunk fel a mutacidk

1étrehozasara (12. abra, 7. tiblazat).

7. tablazat: Az egyes transzpozon inszerciok jellemzoi
A klénozasi informécidok mellett a KPS fenotipust és a szimbidzis sikerességét is

feltiintettiik.
Becpiiles Erintett | Mutagenizalt | pPAG160-ba KeS .
koordinataja én fraement Atépitett fra antigén | Szimbiozis
(bp) - - P & fenotipus
7591 rkpR pAV433 Ehel fr. (2530 bp) | vad tipus Fix*
9091 rkpS pPP4166 Sall (2900 bp) vad tipus Fix*
9821 rkpT pPP4166 Sacl (4745 bp) vad tipus Fix*
11222 rkpZ pPP4166 Sall (3459 bp) rkpZ Fix-
18387 rkpY pPP2543 Pst1 (2552 bp) rkpY Fix-
20447 orf7343 pPP2543 Pstl (3401 bp) vad tipus Fix*
21174 orf8077 pPP2543 Sall (3275 bp) vad tipus Fix*
23345 rkpT2 pPP4170 Pst1 (3822 bp) vad tipus Fix*

A beépiilés koordinatdja a teljes rkp-3 régiéra értend6 (25024 bp).

A kiilonbdzd mutagenizalt rkp-3 fragmenteket hordozé plazmidok (pUC19, pBS) nem
juttathatok be konjugdcidval rhizobium baktériumba, ezért az inszerciés mutacidkat tartalmazé
génszakaszokat pPAG160 konjugativ plazmidba épitettiik 4. A mutagenizalt plazmidokbdl
megfeleld restrikcids enzimek segitségével kivagott fragmenteken tompa végeket hoztunk létre
T4 polimeraz segitségével, majd Pvull enzimmel hasitott pPAG160 vektorba épitettiik ket (11.

abra). A 7. tdblazat 6sszefoglalja, hogy a kiillonb6z6 mutdcidkat milyen formdban vittiik tovébb.
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A pPAG160 plazmid mar egy ,.helper” plazmid segitségével dtjuttathat6 rhizobiumba, de
ott nem replikdlodik. Mivel a mutdciét okozé transzpozon kanamicin rezisztencia gént hordoz,
ezért a konjugicié utdn ki lehet szelektdlni azokat a baktériumokat, melyekben az adott
mutagenizédlt DNS szakasz homol6g rekombindcié sordn beépiil a recipiens genomjaba. Csak a
mutéciot hordozo, homoldg rekombindns lesz kanamicin rezisztens. A homoldg rekombinéci6
sikeressége érdekében a klonozott szakaszokat ugy vélasztottuk meg, hogy a transzpozon két

oldalat hatarol6 rkp-3 szekvencia egyenként minimum 300-400 bp hosszisagu legyen.

SeqW
=
<
SeqE

Pwull

11. abra: Az ET-KanR-3 mutéciét hordozé rkp-3 fragmentek beépitése a pPAG160 vektorba

A mutagenizalt génszakasz beépitésének sematikus rajza lathaté. Jeloltiik a vektor fontosabb régidit és
restrikcids helyeit. oriT (pCUI101): konjugiciés transzfer origo; ori (pSC101) replikdcids origo;
Spc®/Sm®: spektinomicin és streptomicin rezisztencia gén. Az dbrdn a transzpozicié helyének pontos
meghatarozasahoz hasznélt SeqE és SeqW szekvendld primereket is jeloltiik.

Az Altalunk kivdlasztott, adott rkp-3 szakaszon mutdciét hordozé6 pPAG160
konstrukcidkat (12. dbra), a pCU101 helper plazmid segitségével vad tipusi AK631 torzsbe
juttattuk be. A mutdnsokat kanamicint tartalmazé szelektiv lemezeken kaptuk meg, amelyekben
a muticid beépiilt a recipiens torzs rkp-3 régiot tartalmazé pRM41b megaplazmidjaba. A
folyamat sordn, amint tapasztaltuk is kétféleképpen jatszédhat le az esemény. Az egyik esetben,
kétszeres rekombindciondl a transzpozont kozrefogd rkp-3 homoldg szekvencia révén csak az
rkp-3::ET-Kan®-3 mutéci6 épiil be (vagyis a mutagenizalt szakasz), a plazmid tobbi része nem,
illetve elveszik az adott vad tipusi rkp-3 génszekvencia. Ezek a baktériumok tekinthetdk
tényleges mutdnsoknak. A mdsik esetben csak egyszeres ,.crossing-over” torténik, ekkor az

egész plazmid beépiilhet é€s a vad tipusi szekvencia is megmarad, ezzel un. kointegrait
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képzddik. A kointegrat beépiilést a pPPAG160 plazmid esetében streptomicin ellenszelekcidval
vizsgalhatjuk, ha a teljes plazmid beépiil, akkor streptomicinre lesz rezisztens a baktérium.
Mivel az AK631 hattértorzs nem rendelkezik antibiotikum rezisztenciaval, ezért a szelekcio
alkalmazhat6 ezen mutdnsok esetében.

A KPS-nek meghatdrozé szerepe van a fagfertdzésben és a szimbiotikus giimo
kialakitdsdban, ezért a mutdnsokat fagrezisztencia és szimbiotikus aktivitds tekintetében is
vizsgaltuk, a poliszacharid-mintdzat jellemzése mellett. A konjugicié eredményeként nyert
egyszeres baktérium mutansokat (10.1. melléklet) fagérzékenységi tesztnek és poliszacharid
mintdzat elemzésnek vetettiik ald. A baktériumokat vad tipusi /6-3 faggal cseppentettiik meg.
Az rkpZ (AV475) és rkpY (AV458) mutans kivételével az egyszeres mutidnsok szenzitivek a
fagra, ahogyan az AK631 torzs is. A KPS mintizat elemzésnél mutidcionként tobb fiiggetlen
baktérium mutdnsb6l KPS preparatumot készitettiink, majd a mintdkat DOC-PAGE mddszerrel
elvdlasztottuk és az alcidn kék-eziisttel festett géleket elemeztiik. A kisérletbdl kideriilt, hogy az
djonnan azonositott gének koziil egyik sem vesz részt a Kgr5 antigén szintézisében, mivel a
poliszacharid mintdzatdban nem okoztak véltozast (10.1. melléklet). Az rkpZ (AV47T5) és rkpY
(AV458) mutdnsok a mar megfigyelt mintdzatot adtdk (14C. és 14D. édbra).

CHC ARG G} A
N,
o Sl 8‘“} & &
o o9 [ 3 ¥

11222 ——
18387 ——

pAT401

pAT399 PP2543, pNE3265
Cc - pPP4166 £ b pPP4170

pAV433 pAV579  pAV568
PAV571

o —

| | | | 1
5000 10000 15000 20000 25000 bp

12. abra: A teljes rkp-3 régié géntérképe €s a régidban végzett transzpoziciés mutagenezis
kisérletek osszefoglaldsa

A: A nyilak a teljes rkp-3 régidé azonositott génjeit jelolik, fehér: IS elemek; sziirke: olyan gének,
melyek funkciéja még ismeretlen; fekete: a KPS szintézisében fontos gének; piros: a KPS
bioszintézisében és a fagfert6zésben is szerepet jatsz6 gének. B: A fliggdleges vonalakkal a
transzpozonos mutagenezis soran létrehozott inszercidkat tlintettiik fel, pozici6jukat megjeldlve (bp). C:
A munka sordn felhasznalt plazmidok altal lefedett rkp-3 szekvencidk.

Azt mar eldzetesen tudtuk, hogy a spontin mutins EN3222 torzs képtelen a novény
invazidjara. Az rkpR,S,T, orf7343, orf8077, rkpT2 génekben egyszeres mutans baktériumok
szimbiotikus aktivitdsdt novényi teszttel ellendriztiikk (13. dbra), amelyben Medicago sativa
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novényeket fertdztiink. Pozitiv kontrollként az AK631 baktrériummal fert6zOtt, negativ
kontrollként a fert6zetlen novényeket hasznéltuk. 4-8 hét utdn az egyik esetben fejlett, s6tétzold
novényeket kaptunk, megjelend rézsaszin (nitrogénkotd) giimdkkel, mig a mdsik esetben a
rhizobiumok hidnya miatt nitrogénkotésre képtelen, fejletlen, sdrga novényeket. A baktérium
mutdnsokkal beoltottak a vad tipust rhizobiummal fert6zottekhez hasonléan megfelelen
fejlodott, rézsaszin giimokkel rendelkezd z6ld novények voltak.

A kisérleti eredmények alapjan azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy az orf7343, orf8077,
rkpT2 géneknek sem a KPS bioszintézisében, sem a fagfertézésben, sem a szimbidzisban nincs
szerepe. Ennek alapjan azt reméltiik, hogy az ismeretlen LMW poliszacharid szintézisében

lehetnek fontosak, ezért kettds mutansok létrehozasa volt a cél a tovabbiakban.

13. abra: Szimbiotikus novényi teszt

Az egyes novényeket a kovetkezd S. meliloti baktériumokkal fertdztiik: A: rkpR mutins (AV488); B:
rkpS mutins (AV486); C: rkpT mutins (AV461); D: orf7343 mutans (AV493); E: orf8077 mutans
(AV462); F: rkpT2 mutans (AV490); G: fertdzetlen novény; H: vad tipusi (AK631). Nyillal a megjelent
szimbiotikus giimdket jeleztiik a k6z€épsd képen egy példa novényen. A jobb oldalon pedig egy giimd
felnagyitott fotdja lathat6. A G jelii csOben a beoltatlan n6vény nem fejlodott, elsargult, ellentétben a
kiilonbozo S. meliloti torzsekkel beoltott novényekkel, melyek megfelelden fejlodtek és megjelentek
rajtuk a nitrogénké&tésre utald rozsaszin gyokérgiimok.

6.9. Az rkpZ gén részt vesz az LMW poliszacharid termelésében

Mar rendelkezésre 4llt az rkpY génben spontdn mutdns baktérium torzs (EN3222 torzs),
mely LMW poliszacharidot termel €s fagrezisztens (Nagy Enikd munkdja). A vad tipusu allél
(pPEN3265) bejuttatasdval helyredllithat6 volt a 16-3 fag szenzitivitas €s a KPS termelés, tehét a

mutécié valéban az rkpY génben tortént (PP3300, 10.1. melléklet). Annak kideritésére, hogy az
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LMW poliszacharid bioszintézisében mely eddig ismert rkp gén, illetve Gjonnan azonositott gén
vehet részt, csoportunkban olyan rkp-1, rkp-2, és rkp-3 régié génjeiben mutans S. meliloti
torzseket hoztunk Ilétre, ahol a spontin mutins EN3222 torzset recipiens baktériumként
alkalmaztuk (10.1. melléklet), tehat rkpYs,,, genetikai hattérbe juttattunk be djabb rkp mutaciot,
ezzel un. kettds mutanst 1étrehozva.

Az RM41 torzs altal termelt Kg5-antigén pszeudaminsav és glilkuronsav heteropolimerje,
melyek szintéziséért a mar ismert rkp gének felelosek. Ezért a kettds mutdnsok vizsgélata arra
is fényt derithet, hogy az LMW poliszacharid az emlitett komponensekbdl éll-e vagy mas
molekula polimerje lehet.

Az ismert rkp gének vizsgdlatdhoz az eldzdleg izoldlt TnS inszercidkat haszndltuk
(Putnoky et al., 1990; Kiss and Kondorosi, 1997; Kereszt et al., 1998; Kiss et al., 2001), melyek
az rkp-1 régidban az rkpA, rkpB, rkpC génekben; az rkp-2 régidban az rkpK; az rkp-3 régidban
az rkpL, rkpM, rkpQ génekben helyezkedtek el. Az EN3222 donor baktériumba torténd
mutdciok bejuttatdsa konjugécidval tortént, az rkpMyp4s allél azonositasandl leirtak alapjan. Az
rkpZ, rkpR, rkpS, rkpT, orf7343, orf8077, rkpT2 gének vizsgdlatdhoz pedig az egyszeres
mutansok létrehozdsdndl alkalmazott pPAG160 konstrukcidkat (7. tabldzat, 12. 4bra), a

pCU101 helper plazmid segitségével juttattuk be a spontdn mutans rkpY 3, hattérbe.

HMW KPS

14. abra: DOC-PAGE gélkép az egyes baktérium mutdnsok KPS mintazatar6l

A: vad tipusi mintdzat (AK631). B: rkpM mutins fenotipus (GH4046). C: rkpZ muténs fenotipus
(GH4180). D: rkpY mutédns fenotipus (EN3222). E: rkpY fenotipus egy reprezentativ rkp-rkpY kettds
mutdnsndl (AV483). F: rkpZ-rkpY kettds mutdns fenotipus (AV476). Lasd még 10.1. melléklet. HMW
KPS: magas molekula tomegli poliszacharid, LMW KPS: alacsony molekula témegl poliszacharid, S-
LPS: ,,smooth” LPS; R-LPS: ,rough” LPS. A KPS és LPS poliszacharidokat eltérd festddésiik alapjan
lehetett megkiilonboztetni az eredeti gélen (barna festddés: LPS, sziirke festddés: KPS).
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A pPAGI160 konstrukcidk alkalmazasdnal is sziikség volt a kointegraltak szelekcidjara,
viszont itt nem végezhettiink streptomicin ellenszelekciot, mivel az EN3222 torzs mar eleve
spontdn streptomicin rezisztens. Ezért a megfeleld0 mutdnsok kivalogatisdhoz a pPAG160
plazmid pCUI101 origéjara és Spct/Str" génjére specifikus PCR primereket terveztiink és
kolonia PCR segitségével ellendriztiik a kointegrat meglétét minden esetben (Isd. 5.8. fejezet).

Az rkpYs;y, héttérben a kiillonbozé rkp muticick LMW poliszacharid mintazatara
gyakorolt hatdsat DOC-PAGE mddszerrel ellendriztiik, melyet a 10.1. melléklet tablazata foglal
0ssze. Az eredmények szerint csak az rkpZ-rkpY kettds mutdns (AV476) az, amely nem képes
az LMW poliszacharidot termelni, nem jelent meg semmilyen KPS jellegli poliszacharid a
DOC-PAGE gélen. A tobbi baktérium torzs az rkpY mutdnsokra jellemz6 mintazatot adta (14E.
és 14F. abra). Az eredmény meger0Ositése végett az aldbbiakban leirt médon létrehoztunk egy
olyan rkpZ-rkpY mutanst, ahol a spontdn rkpZ mutidns PP4180 baktériumba juttattunk be egy
rkpY::ET-Kan®-3 konstrukciét (AV518). A DOC-PAGE elemzés ugyanazt az eredményt hozta,
mint az el6z6 esetben, vagyis, hogy a két gén egyiittes mutdcidja eltlinteti az LMW
poliszacharidot, valamint a baktérium ldthatban nem termel semmilyen KPS jellegi
poliszacharidot (14F. dbra). A fagérzékenységi tesztben a mutdnsok ugyantgy viselkedtek, mint

az EN3222 torzs vagyis fagrezisztensek voltak a /6-3 vad tipusu faggal szemben.
6.10. Az RkpY gatolja a polyKDO termelést S. meliloti 1021 torzsben

Az rkpZ gén Kgr5-antigénre gyakorolt hatdsat mar leirtdk (Reuhs et al., 1995), miszerint
muticidjakor nem sziinik meg a KPS termelése. A poliszacharid ldncok hosszat befolyasolja,
vagyis a polimeriziciét szabdlyozhatja. Idokozben tovdbbi eredmények jelentek meg az
irodalomban az rkpZ génnel kapcsolatban, melyek felkeltették érdeklddésiinket. Sharypova és
munkatarsai S. meliloti 1021-ben vizsgaltak az rkpZ gén muticidjanak hatdsat (Sharypova et al.,
2006). Ebben a rhizobium torzsben két példanyban is eléfordul a gén, viszont funkcidjukban
nem képesek helyettesiteni egymast. A S. meliloti 1021 térzs egy KDO homopolimerbdl allo
poliszacharidot termel, melynek nincs szimbiotikus aktivitdsa. Eredményeik szerint az rkpZ gén
paralégjai (rkpZ;, rkpZ;) a KDO homopolimer szintézisében fontosak, valamint igazoltak, hogy
az rkpZ4; génnek szintén a KDO homopolimer termelésre van hatdsa. A gén Sm1021 térzsbe
juttatasdval a KDO homopolimer polimerizéltsaganak foka, illetve a lipidalt polimerek aranya
megndtt a vad tipusu baktériumhoz képest. Ezek alapjan kézenfekvd volt az a feltételezés, hogy
az rkpY mutansok altal termelt LMW poliszacharid valéjaban egy KDO homopolimer lehet,
melynek termelését az rkpZ muticidja megsziinteti. A mikodd rkpY gén hatdssal lehet a

szintézisére, blokkolhatja azt a vad tipusd baktériumban, muticidja esetén pedig nagy
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mennyiségli LMW poliszacharid termelddik (14D. dbra), ahogyan a DOC-PAGE elemzésbol
kideriil.

Bizonyitasként egy olyan Kkisérletet terveztiink, ahol az RkpY fehérje hatdsat
vizsgalhattuk a KDO homopolimer szintézisére. Az rkpY gént tartalmaz6 konjugativ plazmidot
(pNE3265) juttattuk be S. meliloti 1021 torzsbe. A konjugicié sikerességét kanamicin
szelekcidval ellendriztik. A Sml1021 genomszekvendlasi adatok alapjan a torzs nem
rendelkezik rkpY génnel vagy annak homoldgjaval, tehat a kisérletben azt vartuk, hogy az
RkpY fehérje gitolni fogja a KDO homopolimer termelést, mely megvéltozasit DOC-PAGE
modszerrel vizsgédltuk. Az eredmények szerint Osszehasonlitva a vad tipusi Sm1021 torzset a
Sm1021 (rkpY™) torzzsel kitiinik, hogy a KDO homopolimer termelést jelentdsen lecsokkenti az
RkpY fehérje jelenléte (15E. dbra). Kovetkezésképpen azt feltételeztiik, hogy az RkpY fehérje a

KDO homopolimer szupresszora lehet, illetve hatdssal van annak termelddésére.

A B C D E

. . ' S-LPS

R-LPS

polyKDO

15. abra: Az rkpY gén hatasa S. meliloti 1021-ben

A: vad tipusd S. meliloti 41 mintizat. B: rkpY mutdns (EN3222). C: S. meliloti 1021. D: a C mintdhoz
képest fele mennyiségli minta (S. meliloti 1021). E: S. meliloti 1021+rkpY,; (pNE3265). S-LPS:
»smooth” LPS; R-LPS: ,rough” LPS. A KPS és LPS poliszacharidokat eltér6 fest6désiik alapjan lehetett
megkiillonboztetni az eredeti gélen (barna festdédés: LPS, sziirke festddés: KPS), piros kerettel a
polyKDO-t jeloltiik.

6.11. Az rkpLMNOPQ géncsoport eléfordulasa mas baktériumokban

Munkédnk megkezdése oOta szamos baktérium genom szekvencidjaval boviiltek az
adatbdzisok, ezért azt terveztilk, hogy az rkp-3 régié Kr5-antigén szintézisének torzsspecifikus

génjeit (rkpL-Q gének) homoldgia keresésnek vetjiik ald. A régebbi kutatdsok szerint, a GC-
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tartalom €s a kodonhasznalat elemzésével kideriilt, hogy az rkp-3 régié génjei valdsziniileg
horizontdlis transzfer segitségével, djonnan szerzett gének. Az egyes kddold szekvencidk
kiilonb6zé kodonhaszndlattal rendelkeznek, valamint a régié génjeinek GC-tartalma
alacsonyabb, mint az alap ,,haztartasi” géneké (Kiss et al., 2001; Broughton et al., 1972). A
Kiss és munkatarsai altal lefrt rkp-3 régi6é szekvencidja 55.2% GC tartalommal rendelkezik,
ellentétben az rkp-1 régid 63.4%-aval és az rkp-2 régié6 62.5%-aval melyek beleillenek a
baktérium alap génjei altal mutatott 62-64%-o0s GC-tartalom értékébe. Hasonld jelenséget mar

mas, foleg patogén baktériumok K-antigén specifikus génjeinél is megfigyeltek.

8. tablazat: A Pse és Rkp fehérjék osszehasonlitasa

. L. Azonossag/
I Fehérje funcié I Feltete} czett fun.lfcm Hasonlésdg AC szdm Faj
domének alapjan

%
NAD(P) fiiggd NAD(P) fiiggd Campylobacter
PseB dehidratiz/epimerdz RRpL  gehidratsz/epimerdz S8/12%  AAOT3065 coli
c PP s PP Campylobacter
psec  [iridoxdl-foszfitfiged oy g Piridoxdl-foszfitfliged o500 yp 892700 ferus subsp.
aminotranszferdz aminotranszferdz .
fetus 82-40
PseH N-acetiltranszferaz RkpP Acetiltranszferdz 25/50% ~ NP_207125  [lelicobacter
pylori 26695
L T ) ZP_003673 Campylobacter
PseG Nukleotidaz RkpO Glikoziltranszferaz 30/46% 66 coli RM2228
. N Acetilneuraminsav Helicobacter
Psel Pszeudaminsav szintetaz RkpQ szintiz 44/61% NP_206977 pylori 26695
PseF CMP-ps;eudflmmsaV RkpN Acetlln.eurar,mnsav 33/54% NP 207124 Hel w(_)bacter
szintetaz szintetaz pylori 26695

I: Sorrendben a pszeudaminsav szintézisért felelos fehérjék Campylobacter jejuni és Helicobacter pyloriban
(Schoenhofen et al.; 2006). Feltintettiik funkcidjukat is. II: A fehérjék lehetséges megfeleldi S.meliloti 41-ben, a
konzerval6édott domén predikcié alapjan feltételezett funkcidjuk jelolésével. Az Rkp fehérjék BLASTP elemzése
sordn kiilonbozé Campylobacter és Helicobacter fajokban taldlhaté homolégok AC szdmat és az azonossag és
hasonlésdg mértékét is felsoroltuk.

Az RkpL-Q fehérjék homoldgia keresése sordn szamos olyan baktériumot taldltunk, ahol
ez a gén csoport hasonlé formaba és sorrendben megtaldlhat6. A Rhizobium sp. NGR234 is
rendelkezik az rkp-3 régidval, beleértve az rkpL-Q géneket és a kutatok kisérletesen
bizonyitottdk szerepiiket a KPS, pontosabban annak egyik egységének a pszeudaminsav
szintézisében (LaQuere et al., 2006). Ezen kiviil az rkpL-Q gének ortol6gjai megtaldlhatéak
szintén ilyen sorrendben a Pseudomonas aeruginosa 07, 08, 09 szerotipusdban, ahol
bizonyitottan az LPS alegységének, az O-antigént alkoté pszeudaminsav szintézisében
fontosak. A régié alacsony GC-tartalmat, itt is a horizontdlis géntranszferrel magyarazzak
(Raymond et al., 2002). Szdmos olyan baktériumot is taldltunk, ahol nincsenek még kisérletes

adatok a gének, fehérjék funkcidjat illetden, csak a genom szekvendldsok sordn meghatarozott
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szekvencidk. A BLASTP elemzések eredményeit a 10.2. mellékletben foglaltuk 6ssze. Az rkpY
génre vonatkozdlag tovdbbra sem taldltunk homolégokat a baktérium genomokban, kivételt
képez a Rhizobium sp. NGR234 rkpY génje, mely szintén az rkp-3 régidban taldlhatd, viszont
funkcidja itt sem ismert még. A tdblazatbdl feltlinik, hogy néhdny baktérium esetében az RkpP
fehérje homoldgja hidnyzik vagy formil-transzferaz, illetve acetiltranszferdaz helyettesiti. A
tdblazatban szerepld Osszetartoz6 homoldg fehérjék szekvencidival tobbszoros illesztést
végeztiink, majd ennek segitségével jeloltiik a szekvencia azonossdgdnak mértéket, illetve a
konszenzus szekvenciat (10.3. melléklet).

Campylobacter jejuni és Helicobacter pylori baktériumok esetében biokémiai és genetikai
tekintetben részletesen elemezték a pszeudaminsav szintézisét (Schoenhofen et al 2006, Schirm
et al., 2003, Guerry et al., 2006). Ezekben a baktériumokban a flagellum Osszetevdjeként fordul
elé a pszeudaminsav, mely elddllitasat a pseB, pseC, pseF, pseG, pseH, psel gének végzik. Az
RkpL-RkpQ fehérje homolégok kozott mindegyik esetben taldltunk a Campylobacter és
Helicobacter tajokban eléfordulé Pse szintézisben fontos fehérjéket, viszont itt nem figyelhetd
meg a sorrendbeni Osszefiiggés, nincs olyan faj vagy torzs ahol az Rkp fehérjék homoldgjai
mind megtaldlhatok. Ennek ellenére a funkcidk alapjdn Osszevethetjik a PseBCFGHI és
RkpLMNOPQ fehérjéket és az adatok tiikrében feltételezhetjiik, hogy az Rkp fehérjék és azok

ortoldgjai milyen szerepet toltenek be a Pse szintézis enzimeiként (8. tablazat).
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7. Eredmények megyvitatasa

Az eddigi eredményeink alapjan kutatdmunkdnkat két f6 teriiletre kiilonithetjiik el. Az
egyik, a kapszularis poliszacharid (KPS, Kgr5-antigén) szimbidzisban betoltott szerepének,
valamint bioszintézisének megismerése S. meliloti 41 baktériumban a folyamatban szerepet
jatsz6 gének vizsgdlataval. A madsik teriilet, a baktérium-fag felismerésben fontos alkoték
(gének, fehérjék, KPS) feltardsa genetikai munkdval, mely segitségével tanulmanyozhatd a
felismerés molekularis mechanizmusa. A két teriilet szorosan Osszefiigg egymdssal, ahogyan az
eldzoekben lathattuk. Elsoként a baktérium-fag felismerésével kapcsolatos eredményeink

kovetkeztetéseit ismertetem.
7.1. A 16-3 fagreceptor azonositasa S. meliloti 41 baktériumban

A kezdeti vizsgdlatok szerint a Kgr5-antigénnek fontos szerep jut a szimbidzisban, és a
fagfertozésben, valamint azt feltételezték, hogy receptorként szolgdl a 16-3 fdg szamdra
(Putnoky et al., 1990). A KPS bioszintézis génekben tortént mutdciok fagrezisztenciat okoznak
a 16-3 vadtipusu faggal szemben. Kisérleteinkben abbdl az elméletbdl indultunk ki, hogy ha
egy fagrezisztens baktérium mutdnson lehetséges Un. host-range fagmutanst izoldlni, akkor a
fagreceptor még a baktérium felszinén van, csak moédosult formaban. A vad tipusu fdg nem
képes kotddni ehhez a receptorhoz, de alkalmazkodni tud egy a farkirost fehérjében tortént
mutdciéval (host-range muticid). A jelenség lehetdvé tette, hogy parhuzamosan a
fagrezisztenciat okozd baktérium mutacidkat és a host-range fagmutdcidkat azonositsunk. A
kiilonb6z6 mutansok segitségével a KPS bioszintézis gének feltérképezését, illetve a
fagreceptor kialakitdsiaban fontos gének vizsgalatat kezdtiilk meg. A host-range mutdnsizolalasi
kisérlet alkalmazdsa sordn elsOként a fagreceptor hibds GH4046 torzset izoldltuk. A mutdns
torzs megcafolta eredeti elgondoldsunkat, miszerint a KPS a /6-3 fidg receptora lenne. Az
eredmény azt tdmasztotta ald, hogy ebben az esetben a receptor nem maga a KPS, hanem az
RkpM fehérje. Ahogyan az rkpM::TnS5 inszercidés mutacid, ugy az rkpMyo4s allél is megsziinteti
a KPS termelddését, tehat a poliszacharid nem szolgdlhat receptorként a host-range mutacioval
rendelkezd fagok szdmadra. Ennek ellenére, mig a TnS inszerciés mutdnson nem lehetetett,
addig az rkpM 46 allélt hordoz6 baktériumon sikeriilt host-range fagmuténst izoldlnunk (/6-3
hs fag). Az RkpM fehérjében tortént kivételes aminosavcsere olyan moédosuldst okozott a
fehérjében, mely lehetové tette a 16-3 fag alkalmazkodasat. Az rkpM 946 mutacio kivételességét
az is bizonyitja, hogy mas fiiggetlen kisérletben is ezt a mutdcidt azonositottuk a génben

(PP4178 torzs). Az izolalt 16-3 hs fag a h génben hordoz egy missense muticiot, mely a fehérje
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C-terminalisan talalhato. A h gén a feltételezések szerint a fag farkirost fehérjéjét kodolja, mely
kozvetleniil részt vesz a baktérium felismerésében, és az eredményeink szerint pedig kozvetlen
kapcsolatban allhat az RkpM fehérjével.

A Dbaktérium és fag fehérjék konkrét Osszefiiggését, fizikai kapcsolatit, mar mads
rendszerekben is kimutattdk. Példaként emlitve az Escherichia coli K-12 torzset és a A fagot. A
fag receptora a MalB, maltéz és maltodextrinek transzportjaért felelds kiils6 membréanfehérje.
Ezzel kozvetlen kolcsonhatisban a fag farkirost J fehérjéje all. A malB génben torténd
pontmutédcidkra, melyek fagrezisztenciat eredményeznek, a host-range fagok szintén egy-egy
missense mutdcidoval alkalmazkodnak, melyek mind a j génnek a farkirost C-termindlisat
kédold részére estek. Ez a fertdzoképesség visszanyerését eredményezi (Werts et al., 1994;
Wang et al., 1998).

Ahogyan az el6z0 példa mutatta, a fagreceptorként miikodé vagy fagreceptort alkotd
fehérje minden bizonnyal a kiils6 membranban helyezkedik el. A fehérjeszekvencia elemzések
szerint az RkpM hdrom transzmembran doménnel rendelkezik €s belsé membranfehérje lehet.
A C-termindlison 1év0 rkpMp4 allél mutacié a periplazmatikus tér felé orientdlodik. Mindezt
aldtdmaszthatja, hogy sikeriilt TnphoA transzpozonos mutagenezis segitségével aktiv PhoA
fuzidkat 1izoldlni a fehérjében (Nagy Tibor munkdja). A kisérleti modszer a belso
membréanfehérjék periplazmatikus szakaszanak, illetve a periplazmatikus térbe exportal6dd
fehérjék vizsgalatara alkalmas (Manoil et al., 1990 ).

Az E. coli-) fag rendszerben mindkét partnernél tobb helyen bekovetkezhet a felismerést
befolydsold mutdcid. Feltételeztiik, hogy esetiinkben is fennallhat ez a jelenség, ezért folytattuk
mutansizolalasi kisérleteinket. A tovabbi munka sordn szintén egy mar ismert KPS bioszintézis
gént azonositottunk. Az rkpZ mutians GH4180 torzs egy megvaltozott szerkezetli, nagyobb
molekula tomegli (HMW) poliszacharidot termel. A GH4180 torzson a 16-3 hjgg €s 16-3 hjps
host-range mutédciét hordozé fagokat izolaltuk, illetve az rkpZ::Tn5 inszerciés mutdnson
(AT313) a 16-3 hz, mutédns fagot. Az eredmények alapjén itt nem egy specialis mutaciordl van
sz0, mivel minden rkpZ mutins fenotipusa ugyanaz a fagfertézésben. EbboOl arra
kovetkeztettiink, hogy az RkpZ fehérjének nincs olyan jellegli befolydsa a receptorra, mint
ahogyan az RkpM fehérje esetében lattuk. Azt is feltételeztiik, hogy taldn a poliszacharid eltérd
szerkezete ,,engedte meg” a fag alkalmazkodasat, vagy az RkpZ fehérje csak kozvetve jatszik
szerepet a fagreceptorban. A szekvendlasi kisérletek alapjan a 16-3 hjos fagban a h gént, mig a
masik két fagban (16-3 hjgo €és hzy) a h géntdl 3’ irdnyba esé p023 ORF-et érintette a host-range

muticié (Dedk Veronika munkdja). Ezen eredmények alapjan azt feltételeztiik, hogy mind a

60



baktérium, mind a fag oldalardl tobb fehérje is részt vehet kozvetve vagy kozvetlenil a
felismerési mechanizmusban.

A PP4073 baktérium mutdns vizsgdlata is hasonlé eredményeket hozott. A baktérium az
rkpY génben hordoz egy missense mutdciot, mely ebben az esetben is specidlisnak bizonyult.
Mais rkpY mutdns nem volt alkalmas host-range fig izoldldsdra annak ellenére, hogy egy
megvaltozott szerkezeti poliszacharidot termel a baktérium. Két fagmutdnst izoldltunk
kisérleteink sordn az rkpY47; allélt hordoz6 baktériumon. A szekvencia szintli vizsgédlatok
szerint a 16-3 hy, a h génben hordoz mutécidt, mig a 16-3 hy; a p023 ORF-ben (Dedk Veronika

munkadja).
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16. abra: Az RkpY fehérje lehetséges transzmembran doménjei.
Az édbra bal oldalan a TopPred2 program 4ltal josolt szerkezeti modell l4thaté. Jobb oldalon a Split 4.0
program altal megadott lehetséges fehérje szerkezetet dbrazoltuk.

A bioinformatikai elemzéseink szerint tobb transzmembrdn domén taldlhaté az RkpY
fehérjében, azonban aktiv transzliciés PhoA fuziét nem sikeriilt izoldlnunk. A TopPred
program predikcidja szerint, két transzmembran doménnel rendelkezik a fehérje és a kozottiik
1évd 616 aminosav nagysdgu szakasz a periplazmatikus tér felé irdnyul (16. dbra). Egy ekkora
hosszusagu periplazmatikus fehérje szakaszon mér lehetséges nagy valoszintiséggel aktiv PhoA
fiziot izoldlni. Kisérleteinkben azonban ez tobbszori prébalkozas sordn sem sikeriilt. A masik,
Split 4.0 program szerint egy transzmembran domén taldlhaté az RkpY fehérje C termindlisén,
és egy 26 aminosavbol all6 fehérje szakasz a periplazma felé orientdlédik (16. dbra). Ha ez a

lehetdség all fenn, akkor valdészinii, hogy random mutagenezissel szinte lehetetlen ilyen kis
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szakaszon aktiv fzi6t izoldlni. Ennek megoldaséra az adott szakaszra direkt dton torténd fizid
létrehozdsa adna megoldast. Az izolélt host-range fagmutansok alapjan azonban a fehérjének
fontos része lehet a fagreceptor kialakitdsaban. A specidlis mutacié kialakuldsa az RkpY és a
fag farkirost fehérje kozotti kozvetlen kapcsolatra utal. Ez a kapcsolat pedig azt feltételezi,
hogy a fehérje a membranban helyezkedik el, ahogyan az RkpM is.

A mutansizolélasi kisérletekben tobb, mar ismert KPS bioszintézis gént is azonositottunk,
melyek fontosak a receptor kialakitasdban (rkpY, rkpM, rkpZ). Feltételeztiik, hogy a fehérjék
kozott direkt kapcsolat is fenndllhat, egy komplexet alkothatnak. Az eredmények szerint az
RkpY és RkpM valdszintileg bels6 membrinfehérjék lehetnek és specidlis mutacidjuk teszi
lehetdvé a mutdns fagok adszorbcidjat. Az RkpZ fehérje esetében nem egyértelmii, hogy az
eltéré szerkezetli poliszacharid az oka a figmutinsok kotdédésének vagy az RkpZ fehérje
hidnya/médosuldsa. Ha feltételezziik, hogy a fagreceptor egy fehérje komplex és az RkpZ
ennek a része, akkor az is lehetséges, hogy hidnya esetén az egész receptor ,torzul” és ez teszi
lehetové a fagmutdnsok kotddését. Ezek alapjan azt is gondolhatjuk, hogy az RkpM és RkpY
specidlis mutdcidja szintén magédval vonja az egész receptor mdédosuldsat, de a szerkezeti
véltozas még megengedi a receptor komplex 0sszeépiilését.

A bakteriofdgok, egy a baktérium felszinén 1év0 struktirdhoz kotodnek. A fig DNS
bejuttatdsahoz éltaldban olyan apparitusra, csatorndra van sziikség, mely ,ativel” a Kkiilsé
membrénon, periplazmatikus téren és a belsé membranon. Ahogyan az E. coli-A fag rendszeren
lattuk ez egyetlen fehérje is lehet, viszont jonéhdny fagreceptor van, amely tobb fehérjébal all.
Példaként emlitve az E. coli K12 torzsre specifikus C1 fag receptora. A fig DNS sikeres
bejuttatdsahoz sziikséges a BtuB kiils6 membranfehérje, a DcrB periplazmatikus és DcrA belsé
membranfehérje (Likhacheva et al., 1996). Ezek alapjan esetiinkben is rendelkeznie kell a
fagreceptornak egy kiils6 membranban elhelyezked6 alkotéval.

A kovetkezo6 fejezetekben sz6 lesz az egyes vizsgalt fehérjék (RkpM, RkpZ, RkpY) KPS
bioszintézisben betoltott funkcidjarél. Mivel ugyanannak a bioszintézis folyamatnak az
enzimei, ez tovabb erdsiti azt a feltételezést, hogy fizikai kapcsolat lehet a fehérjék kozott. A
jovében érdemes lehet pontositani a harom fehérje kozotti kapcsolatot a fagreceptor
tekintetében, lokalizdlni helyiiket a sejtben/sejtmembranban. Emellett azonositani azt a
komponenst a fehérje komplexben, melyhez ténylegesen a fag kotdédik és a kiils6 membranban
helyezkedik el.

Az E. coli és a K fagok példdja alapjan, - ahogy az irodalmi bevezetOben is emlitettiik -
lathattuk, hogy a baktérium felszinét azonosité folyamat két 1épésbdl dllhat. A fag eldszor a

kapszularis poliszacharidhoz kotddik, majd azt enzimatikus dton lebontja, végiil a DNS-e
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bejuttatdsaul szolgdld bakteridlis csatornafehérjét ismeri fel. Az eredmények tekintetében a S.
meliloti 41 baktérium, valamint a /6-3 fag esetében sem zarhato ki ez a lehetdség. Ezek alapjan
a 16-3 fag farkirost fehérjének rendelkeznie kellene a KPS polimer hasitdsdhoz sziikséges
enzimatikus funckidval (lidz, endozialiddz). Az emlitett funkcié meglétét bizonyitani lehetne a
fag farkirost fehérje enzimatikus képességének vizsgalataval. Ez tisztdzna, hogy a fagfert6zés
sordn torténik-e poliszacharid lebontds €és van-e a folyamatnak olyan Iépése, melyben a

sejtfelszini poliszacharidot ismeri fel a fag.
7.2. A S. meliloti 41 baktérium kétféle kapszularis poliszacharidot termel

Kordbbi munkdk sordn hirom régiét azonositottak (rkp-1, rkp-2, rkp-3) S. meliloti 41
baktériumban, melyek a kapszularis poliszacharid bioszintéziséért felelosek (Kiss et al., 1997;
Petrovics et al., 1993; Kereszt et al., 1998; Kiss et al., 2001). A bioszintézis gének azonositdsa
TnS5 transzpozonos mutagenezis segitségével tortént. A tovdbbi gének feltérképezése sordn
azonositottdk az rkp-3 régié addig meghatdrozott szakaszan kiviil es6 rkpY gént is (Kiss et al.,
2001). Az rkpY mutéciét hordozé baktérium KPS fenotipusa eltért a vadtipustdl, egy eddig
ismeretlen mintdzatd, alacsony molekula tomegii poliszacharidot termelt (LMW poliszacharid),
valamint /6-3 fagrezisztens volt. Az volt a célunk, hogy tisztdzzuk az rkpY muténs éltal termelt
poliszacharid milyen 0sszefiiggésben van a Kr5-antigénnel, illetve szintézisében milyen gének
vesznek részt. Tovabbi terviink volt az rkpY gén kornyezetében tjabb Kr5-antigén bioszintézis
gének feltérképezése. Elso 1épésként meghataroztuk az rkpY gén kornyezetének szekvencidjat,
egy 12203 bazisparbdl 4ll6 szakaszt, mely a mér eddig ismert rkp-3 régid ,,jobb oldalat” képezi
(AC: AMB49044). A szekvencia szamitégépes elemzése szerint harom ORF taldlhat6 az rkpY
gén utan: orf7343, orf8077, rkpT2 (18. dbra). Kivancsiak voltunk arra, hogy az emlitett ORF-ek
mikodé géneket kodolnak-e, valamint mi lehet a funkciéjuk az A&ltalunk vizsgalt
folyamatokban. Azonban ebben a régidban az rkpY-on kiviil nem taldltunk egyetlen gént sem,
mely a KPS vagy az LMW poliszacharid bioszintézisére, a baktérium szimbiotikus aktivitdsara
vagy a fagfertzésre hatdssal van. Annak ellenére, hogy az rkpT2 gén altal kédolt fehérje ABC-
2 transzportert kédold fehérjékkel homoldg, az eredmények szerint nincs befolydsa az emlitett
poliszacharidokra. RkpT2 homoldg fehérje példaként emlitve az E.coli KpsM fehérjéje, mely
bizonyitottan a poliszacharid membrdnon &t torténo transzportjat végzi (Pavelka et al., 1991;
Whitfield 2006). Az rkpT?2 feltételezett paralogja (rkpT) és az rkpR, rkpS gének kapcsan is erre
az eredményre jutottunk, jollehet E. coli baktériumban a homolég gének (kpsE, kpsT, kpsM)
esszencialisak a KPS bioszintézisben (Whitfield 2006).
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Kezdetben azt feltételeztiik, hogy az rkpY mutdnsok daltal termelt poliszacharid a Kgr5-
antigén prekurzora lehet, gliikkuronsav és/vagy pszeudaminsav komponensekbdl all. Ennek
alapjan léteznie kell egy olyan génnek, mely mindkettd szintézisében fontos, vagyis van olyan
esszencidlis KPS bioszintézis gén, mely az LMW poliszacharid termelését is befolydsolja. Az
rkp-1, rkp-2, rkp-3 régi6 éltalunk vélasztott reprezentativ mutdnsainak kiilonféle KPS mintdzata
van (17. dbra). Az rkp-rkpY kettds mutansok esetében viszont az rkpZ-rkpY mutéans kivételével
mindegyik baktérium az rkpY mutans altal termelt poliszacharid mintdzatival rendelkezett.
Léteznek olyan rkp-1, rkp-2, rkp-3 muticidk, melyek megsziintetik a KPS szintézist (rkpK,
rkpL, rkpM), ennek ellenére a kettds mutdnsok ugyantigy termeltek LMW poliszacharidot (17.
és 18. dbra). Ezek szerint olyan gének, melyek a gliikuronsav (rkpK) és a pszeudaminsav (rkpL-
Q) alegységek szintézisében fontosak, az LMW poliszacharid termelésére nincsenek hatdssal.
Az eredmények bizonyitjdk, hogy az LMW poliszacharid nem a Kgr5-antigén prekurzora, nem

gliikuronsav és/vagy pszeudaminsav alegységekbdl all.
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17. abra: Kiilonb6z6 rkp mutdnsok KPS mintdzata (DOC-PAGE).

Az rkpZ gén funkcidjanak a KPS polimer lanchosszisag meghatdrozasat tulajdonitjak,
mutdciéjaval a baktérium magasabb molekula tomegli poliszacharidot termel (Brzoska and
Signer, 1991, Reuhs et al., 1995; 18B. ébra). Az rkpY-rkpZ mutins szerint az LMW
poliszacharid termelésben is nélkiilozhetetlen. A gén hatdssal van a Kr5-antigén szintézisére S.
meliloti 41 torzsben, viszont a S. meliloti 1021 baktériumon végzett kisérletek alapjan a KDO

homopolimer termelésben meghatarozé (Fraysse et al., 2005; Sharypova et al., 2006). A S.
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meliloti 1021 az analitikai vizsgdlatok szerint KDO homopolimert termel, mint kapszularis
poliszacharid (9. tdbldzat). Ez szimbiotikusan nem aktiv, nem képes helyettesiteni az EPS
szerepét a novény invazidjiban, ellentétben a Kr5-antigénnel. A Sm1021 torzs két paraloég rkpZ
génnel is rendelkezik (rkpZl1 és rkpZ2), mutacidjuk esetén nem termelddik polyKDO. A gének
nem képesek funkcionalisan helyettesiteni egymast, viszont az RM41 t6rzsbol szarmazo rkpZy,
gén képes atvenni a két gén szerepét. Az RkpZ fehérje dltal nagyobb molekula tomegil
polyKDO termelddik €s a lipid végekkel rendelkezd polimer lancok ardnya is megnovekedik a
vadtipushoz képes. Mindemellett lehetévé teszi a baktérium szimbiotikus aktivitdsanak
részleges meglétét (Sharypova et al., 2006). Az eredmények alapjdn elmondhatjuk, hogy az
rkpZ4; funkciondlisan hatékonyabban miikodik, mint a két paralég gén, és a Sharypova és
munkatdrsai altal végzett kisérletekbol kovetkezik, hogy a KDO homopolimer szintézisében is

Szerepe van.
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18. abra: Az rkpY régié mutagenezisének Osszefoglald abraja.

Az édbran jeloltiik a teljes rkp-3 régiét és annak génjeit. Fliggbleges vonalakkal a mutagenezis sordn
létrehozott transzpozonos mutdcidk pozicidit dbrazoltuk. Az egyes és kettés mutidnsok DOC-PAGE
modszerrel vizsgdlt KPS mintdzatai: A: rkpR, rkpS, rkpT mutins fenotipus; B: rkpZ mutédns fenotipus;
C: rkpY-rkpZ kett6és mutdns fenotipusa; D: rkpY muténs fenotipus; E: orf7343; orf8077; tkpT mutdns
fenotipus; F és G: rkpY-rkp mutans fenotipus. Ezen kiviil az AK631 wt.: a vadtipusd mintazatot jeldli
(lasd még: 12. és 14. abra).
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Az irodalmi adatok alapjan arra kovetkeztettiink, hogy ha az RkpZ4; valéban a polyKDO
termelést is befolydsolja, akkor lehetséges, hogy az rkpY-rkpZ mutansokban ennek a termelése
sziint meg. Az rkpY mutansok 4ltal termelt nagy mennyiségli LMW poliszacharid valdjdban
KDO homopolimer lehet. A kovetkeztetésiinket tovdbbi eredmény erdsitette meg. Chataigné és
munkatdrsai analitikai modszerekkel kimutattdk, hogy a S. meliloti 41 torzs a Kgr5-antigén
mellett KDO homopolimert is termel kis mértékben, ahogyan mds pszeudaminsav tartalmu
KPS-t termel6 rhizobium is (Chataigné et al., 2008; 9. tdblazat). Ezek alapjan azt gondoltuk,
hogy ha az rkpY mutdnsok altal termelt nagy mennyiségli poliszacharid valéban polyKDO,
akkor vad tipust baktériumban az RkpY fehérje ennek szintézisét gatolhatja, vagy legaldbbis
jelenlétében a KPS termelés keriil el6térbe, a polyKDO szintézissel szemben. Az RkpY
szabdlyoz6 fehérje lehet. A feltevésiink igazoldsira a polyKDO-t termeld S. meliloti 1021
torzsbe juttattuk be az rkpY gént, majd vizsgaltuk a baktérium KPS mintdzatinak megvaltozisat
DOC-PAGE modszerrel. A vadtipus és az rkpY-t hordoz6 Sm1021 torzs Osszehasonlitasa
alapjan az RkpY fehérje hatdsara a polyKDO termelése szignifikdnsan lecsokkent, vagyis az
RkpY fehérje blokkolta vagy ,,megzavarta” a polyKDO termelést Sm1021 baktériumban. Az
eredmények igazoltak feltételezésiinket, viszont ténylegesen bizonyitani, hogy az rkpY muténs
polyKDO-t termel, illetve az milyen polimerizaltsdgu, analitikai vizsgalatok sziikségesek.
Erdekes lehetne megfigyelni, hogy rkpY-rkpZ kettds mutdnsban (AV476, AV518) a Sm1021
torzsbol szarmaz6é RkpZlip; és RkpZ2ipy; fehérje egyiittesen, illetve kiilon-kiilon milyen
valtozast okozhat a polyKDO termelésben. Termelddik-e, illetve eltérd polimerizéltsagu
polyKDO termelddik-e a baktériumban, mint az rkpY mutansban? Emellett az rkpZ,;s0 muténs
hattérben a két fehérje befolyasolja-e a Kr5-antigén szerkezetét?

Az RkpZ fehérje az E. coli-ban taldlhaté KpsC fehérjével mutat homoldgiat, melyet
részletesebben tanulméanyoztak méar (Pazzani et al., 1993; Steenbergen et al., 2008). A KpsC
funkcigja Osszefiigg a KpsS fehérjéjével, szerepiik van a poliszacharid exportjdban és
transzlokdcidjaban, a bels6 membran citoplazma feldli oldaldhoz kotodnek. Mutdcidjuk a
polimer akkumulécidjaval jar a citoplazmaban. Kezdeti kutatdsokban azt is feltételezték, hogy a
lipid vég/lipidhorgony (diacilglicerolfoszfat-KDO) meglétét is befolydsolhatjdk, ahogyan az
rkpZ; génrdl kimutattdk S. meliloti 1021 baktériumban. Az ujabb kutatdsok szerint, az
intracelluldrisan akkumuldl6dé polimer rendelkezik lipid véggel, tehdt nincs szerepiik annak
kialakitdsdban E. coli baktériumban (Whitfield 2006, Steenbergen 2008). A KpsC homoldg
RkpZ4, fehérje, ha S. melilotiban is csak a KPS, illetve polyKDO exportjért és
transzlokdci6jaért lenne felelds, akkor az extracelluldrisan akkumuldl6d6 poliszacharid

megjelent volna az rkpZ-rkpY mutdnsokban a KPS mintdzat elemzés szerint (DOC-PAGE).
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Val6szinti, hogy S. meliloti baktériumban mds funkcidval is rendelkezik az RkpZ fehérje vagy
legaldbbis Osszetettebb funkcidval.

Természetesen, feltételezéseinket az analitikai moddszerekkel torténd szerkezet
vizsgdlatok bizonyithatjdk teljes mértékben. Poinsot és munkatarsai kidolgoztak egy olyan
vizsgdlati mddszert, mely az eddigi elemzésektdl pontosabb adatokat adnak a baktériumok altal
termelt poliszacharidok szerkezetérdl és mennyiségérdl (Fraysse et al., 2005; Sharypova et al.,
2006; Chataigné et al., 2008; 9. tdblazat). A mddszer segitségével eldszor sikeriilt kimutatni az
eddigiekben csak feltételezett lipidhorgony (glicerofoszforildlt KDO) meglétét a polimerek
végén, illetve szabad formdban. Leirtdk, hogy a pszeudaminsav tartalmu poliszacharidot
termeld rhizobiumok is szintetizdlnak KDO homopolimert bizonyos mértékben, mégpedig lipid
véggel rendelkezd polimereket. Ezen kiviil a mddszerrel lehetéségiik volt kiillonbozé gliikanok
azonositasdra. A rhizobium baktériumok normadl és/vagy glicerofoszforildlt gliikanokat is
termelnek az elemzések szerint. A S. meliloti 1021 térzs mindkét féle gliikkant, az AK631 torzs
pedig glicerofoszforilalt gliikkant termel nagy mennyiségben (Chataigné et al., 2008; 9. tdblazat).

A Sinorhizobium fredii HH103 torzzsel kapcsolatos el6z0 vizsgdlatok szerint
pszeudaminsav tartalmd homopolimert (polyPse) szintetizdl a baktérium (Gil-Serrano et al.,
1999). A részletesebb analitikai elemzések alapjdn a baktérium valéban termel homopolimer
jellegli poliszacharidot, az emlitett polyPse-t (SNAc-7OHBut-Pse) és jelentds mennyiségii
polyKDO-t. Ezen kiviil nagy mennyiségben reguldris és glicerofoszforilalt gliikdnokat is
szintetizal (9. tablazat). Az emlitett torzsben még csak az rkp-1 régi6 génjeit irtak le, melyek
feladata — a feltételezések szerint — az, hogy a K-antigén bioszintéziséhez sziikséges lipid
hordozét/horgonyt 1étrehozzdk (Becker et al., 2005). A baktérium 4dltal termelt poliszacharidok
alapjan feltételezhetjiik, hogy rendelkezik a KDO homopolimer termeléshez sziikséges rkpZ

génnel is, valamint a pszeudaminsav szintézisért felelés rkp LMNOPQ géncsoporttal.

9. tablazat: A rhizobium baktériumokra jellemz6 poliszacharidok (Chataigné et al., 2008)

Ac polyPse 21 . iy GlcA-
Baktérium | 0\ kDO | (SNAc-7OHBut- | Regulars | Glicerofoszforildlt 1 5y \  70hpyt.
torzs Pse) gliikkanok gliikkanok Pse
S. meliloti + + + +
1021 B
S. fredii + + + +
HH103 B
S. meliloti + " + +
AK631 B
R. sp. NGR234 + + + + -

polyKDO: KDO homopolimer; polyPse: pszeudaminsav homopolimer
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Id6kodzben, Poinsot és munkatdrsainak analitikai vizsgédlatai nyomédn bebizonyosodott,
hogy az rkpY mutins (EN3222) dltal termelt poliszacharid valéban polyKDO, ezen kiviil a
mutdns nem termel Kg5-antigén komponenseket. Az rkpY-rkpZ muticioval a KDO
homopolimer termelés is megsziinik teljes mértékben, valamint Sm1021 toérzsben az RkpY
fehérje jelentdsen megzavarja a baktériumban termeldd6 polyKDO-t (Palvolgyi et al., In Press).
Lényegében a genetikai megkozelitésiink €s feltételezéseink bizonyitast nyertek az elemzés
segitségével. A szintézis folyamatok és génfunkcidk pontos megértése tovabbi részletes
tanulmanyozdist igényelnek. Az emlitett analitikai moddszer alkalmazédsa tobb tovabbi
kérdésiinkre is valaszt adhatna, melyek Osszefoglalva a kovetkezdk: Az rkpZ,isp mutins
baktériumban termelddik-e KDO homopolimer, ha igen, akkor a lipidalt és szabad polimer
végek ardnydban van-e kiilonbség a vad tipusu polyKDO-hoz képest? Tulajdonképpen az RkpY
fehérje milyen véltozast okozott a S. meliloti 1021 torzsben? Esetleg az RkpZ befolyésolja a
glikkanok glicerofoszforilaltsdgat is? Az eddigi kisérleti eredmények is mutatjak, hogy az RkpY
elengedhetetlen a Kg5-antigén megfeleld szintézisben, viszont azt csak feltételezhetjiik, hogy a
polyKDO termelést blokkolja, hiszen az rkpY mutdnsokban a megndvekedett polyKDO
mennyisége mds folyamatok megléte/hidnya okédn is bekovetkezhet. A kiilonboz6 mutdnsok
poliszacharidjainak szerkezeti és mennyiségi Osszehasonlitisa a feltételezések bizonyitdsa
mellett, tovabbi kovetkeztetések megalkotdsara adna lehetdséget a fehérjék funkciodjat illetden.

Az mar kétségtelen, hogy konkrét bizonyitdsra a KPS mintdzat elemzésre alkalmazott
DOC-PAGE mddszer nem megfeleld, kevés informacidval szolgdl a termelt poliszacharidokrol.
Alkalmazédsdval példdul nem donthetd el, hogy extracelluldrisan akkumuldlédik vagy a
sejtfelszinre exportalddott a poliszacharid. Az rkpR, rkpS, rkpT gének muticiéja a DOC-PAGE
vizsgdlatban nem mutat eltérést a vad tipusi baktérium mintdzatdhoz képest. Elképzelheto,
hogy a mutdciok olyan valtozdst okoznak, mely eleve nem mutathaté ki DOC-PAGE
modszerrel, konkrétan a poliszacharid sejtfelszinre torténd transzportjanak elmaradasat, ami
akkumulaciot okoz a citoplazmaban. Azt is feltételezhetjiik az emlitett génekkel kapcsolatban,
hogy valgjdban nem a Kgr5-antigén, hanem a KDO homopolimer szintézisében fontosak, ezért
nem sikeriilt eddig bizonyitani funkci6jukat a moédszer hidnyossdgai miatt. A feltételezést

szintén az analitikai vizsgalat tisztdzna.
7.3. A bioinformatikai elemzések konklazidja

A szamitogépes elemzések jo kiinduldsi pontot jelenthetnek a tovabbi bioldgiai kisérletek

megtervezésében, az informdaciok gyiijtésében. Az elézdekben leirt kisérletekben is nagy
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segitségilinkre volt ez a tudomdnyteriilet, viszont két esetben csak ezekre a vizsgdlatokra
hagyatkoztunk, bioldgiai kisérleteket nem végeztiink.

A kibdvitett rkp-3 régi6 jobb oldali szakaszdnak szekvencia szintli vizsgélata szerint az
rkpZ és rkpY gének kozott két transzpozont is taldltunk, feltehetden egy régebbi integricids
eseménynek koszonhetd ISRml15 transzpozon elemeit azonositottuk, melybe egy késObbi
esemény kovetkeztében az ISRm26 transzpozon épiilt be. Az ISRm26 inverted repeat €s direkt
repeat elemeit is megtaldltuk, amibdl arra kdvetkeztetiink, hogy még miikodo transzpozon lehet.

Az rkpY régioban taldlhaté gének bioinformatikai elemzése egyenlOre csak feltételezi
azok funkcidjat, viszont az rkpLMNOPQ gének homoldgia vizsgdlata kozelebb vitt a
horizontdlis géntranszferrel torténd beépiilésiikk bizonyitisdhoz és a gének pszeudaminsav
szintézisében betoltott szerepiilk megerdsitéséhez. Szamos baktérium fajban megtaldlhaté a
gének homoldgja ugyanolyan elrendezésben, mint az S. meliloti 41 térzsben. Ebbdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy eredetiikben kapcsolat lehet (10.2. melléklet). A tdblazatban felsorolt
fehérjék tobbszoros illesztése alapjan (10.3. melléklet) megfigyelhetd, hogy a géncsoport elején
1évo gének éltal kédolt fehérjék még nagyfokud azonossagot mutatnak, mely az RkpP fehérje
felé haladva egyre csokken, majd az RkpQ fehérje homolégok esetében ismét nagyfoku
azonossag figyelhetd meg. A jelenség magyardzata az lehet, hogy az rkpL-Q géncsoporttal
rendelkezd baktériumok kozott 1éteznek olyan torzsek, ahol az rkpP homolég gént formil-
transzferazt kédolé gén helyettesit, tehat varidbilis lehet ez a génszakasz. A Pseudomonas
aeruginosa O7, 08, O9 szerotipusanak dsszehasonlitdsa szerint a formil-transzferdz egy formil
oldalldncot tesz a pszeudaminsav molekuldra mely az O-antigén alkotdja (Knirel and
Kochetkov 1994;Raymond et al., 2002). A gének ilyenforma elrendezése nem torvényszert,
hiszen elemzéseink szerint 1éteznek olyan baktériumok, melyekben ez nem figyelhetd meg. A
Campylobacter jejuni €s Helicobacter pylori baktériumokban a CMP-pszeudaminsav
szintézisét részletesen vizsgéltdk a folyamatban részt vevd enzimek funkcidja és az
intermedierek tekintetében (Schoenhofen et al., 2006). Az egyes enzimfehérjék és az
rkpLMNOPQ géncsoport altal kédolt fehérjék homoldgiat mutatnak (8. tdblazat), ami alapjan
val6szintsithetd az Rkp fehérjék funkciéja, megalkothaté a pszeudaminsav szintézisének

modellje S. melilotban, illetve a rhizobium baktériumokban (10.4.melléklet).
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19. abra: Az rkp-3 1égi6 szerkezete Rhizobium sp. NGR234-ben (LeQuere et al., 2006)
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Az eddigi kutatdsok alapjan a S. meliloti 41 rkp-3 régi6jahoz hasonld géncsoportot eddig
csak a Rhizobium sp. NGR234 baktériumban irtak le (19. dbra). A régié hasonld felépitésii,
rendelkezik az rkpP gén kivételével az rkpL-Q géncsoporttal, illetve az rkpY génnel is. A
pszeudaminsav tartalmi KPS mellett kisebb mennyis€égben KDO homopolimert is termel
(Chataigné et al., 2008, 9. tabl4dzat). A hasonlosdg a KPS szerkezetében is megmutatkozik,
viszont a vizsgalatok szerint N-3-hydroxybutyryl oldalldncal nem rendelkezik, ellentétben az
RM41 torzzsel. Ezt az rkpP gén hidnyanak tulajdonitjdk, miszerint az RkpP fehérje
valdszinlileg a pszeudaminsav 3-hydroxybutyryl acetildcidtjit/szintézisét végzi (LeQuere et al.,
2006).

A Rhizobium sp. NGR234 baktérium a Sm1021 torzshoz hasonldéan két paraldég rkpZ
génnel rendelkezik (rkpZI és rkpZ2). Erdemes lenne ezt a baktériumot is bevonni az rkpZ gén
konkrét funkciéjanak feltdrasira szolgdlé kisérletekben, melyet az el6z6 fejezetben emlitettiink.
Erdekes lenne megfigyelni, hogy az rkpY muticiéjaval milyen jellegii poliszacharid termelédik
a Rhizobium sp. NGR234 torzsben. Az rkpY mutansban melyik rkpZ paral6g mutéacidja okozza
a poliszacharid termelés megsziinését? Mindezen kisérletek valaszt adhatnak az RkpZ fehérje
pontos funkcidjara illetve, hogy az RkpZs; fehérje funkciondlisan miben kiilonbozhet a tobbi

baktériumban 1év0 rkpZ1 és rkpZ2 génektol.

Osszefoglalva a sajat és az irodalmi adatokat, a kovetkez6t feltevéseket fogalmazhatjuk
meg. Lehetséges, hogy a rhizobium baktériumok alapvetéen egy KDO homopolimert
termelnek/termeltek mint kapszuldris poliszacharid, és a baktériumok ko6zotti horizontélis
géntranszfer révén egyes rhizobium torzsek mér egy bonyolultabb szerkezetli, pszeudaminsav
alegységekbdl felépiilo KPS szintetizdldsara lettek képesek. Ez egyfajta elonyt biztosithat a
tobbi rhizobiummal szemben a szimbidzisban és a fagrezisztencidban. Ezt az elonyt feltehetden

az rkpL-Q géncsoportnak €s az rkpY gén meglétének koszonhetik.
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8. Osszefoglalas

A pillang6svirdguak és rhizobium baktériumok kozott fennélld nitrogénkotd szimbidzis
kialakuldsdban meghatidrozé szerepe van a sejtfelszini poliszacharidoknak. A bakteridlis
kapszuldris poliszacharid (KPS, Kgr5-antigén) foként a szimbidzis invadzids szakaszdban fontos.
A kiilonboz6 invaziora képtelen S. meliloti 41 (RM41) mutdnsainak tanulményozésa soran az is
kidertilt, hogy a KPS termelésnek a 16-3 fagfertozésre is hatdsa van. A kezdeti feltételezesék
szerint maga a kapszuldris poliszacharid lehet a /6-3 fagreceptora. A két jelenség kapcsolata
okdn csoportunk kutatomunkdjaban a kapszuléris poliszacharid bioszintézisének és szerepének
megismerését tiztiik ki célul, valamint a /6-3 fagreceptor alkotdinak azonositdsat. Bizonyitani
szerettiik volna, hogy a fagreceptor a KPS és/vagy mas sejtfelszini struktura.

Munkénk eredményei alapjin kideriilt, hogy a fagreceptor nem csak maga a KPS lehet,
hanem fehérje molekula is. Azonositottunk olyan kapszuldris poliszacharid bioszintézis
fehérjéket (RkpM, RkpZ, RkpY), melyek hatdssal vannak a fagfertdzésre. Bizonyitottuk, hogy
az RkpM és RkpY fehérjékben egy kiilonleges mutdcidja teszi lehetévé a valtozashoz
alkalmazkodott fagmutdnsok kotddését és nem a poliszacharid. Az RkpZ esetében tisztdznunk
kell, hogy a fehérje hidnya miatt a receptor mddosuldsa vagy a poliszacharid szerkezeti
valtozdsa miatt tortént meg a fagmutansok adszorbcidja. Az eredmények alapjan feltételezziik,
hogy a fagreceptor egy fehérje komplex, melynek alkot6i az RkpY, RkpM fehérje valamint erre
kozvetve hatdssal van az RkpZ fehérje is. Azt, hogy a Kr5-antigénnek pontosan milyen feladata
van a fagfert6z€s sordn, tovabbi kisérletek elvégzése sziikséges.

El6z6 munkdk eredményeként izolaltdk az rkpY gént, mely muticidja esetén egy alacsony
molekula tomegli (LMW) poliszacharidot termel a baktérium, a Kg5-antigén helyett. A
kovetkezOkben a fehérje funkcigjanak €s az LMW poliszacharid termelésnek részletesebb
vizsgdlatat kezdtik meg genetikai modszerekkel. Elsoként meghatdroztuk az rkpY gén
kornyezetének szekvencidjat, melyen tovabbi lehetséges géneket azonositottunk, viszont ezek
az eredményeink szerint sem a KPS vagy LMW poliszacharid bioszintézisben, sem a
szimbidzisban, sem a féagfertézésben nem jatszanak szerepet. Genetikai eszkozokkel
bizonyitottuk, hogy az LMW poliszacharid nem gliikkuronsav vagy pszeudaminsav
alegységekbdl all, valamint az rkpZ génnek befolydsa van a szintézisére. Igazoltuk, hogy az
RkpY fehérje gatolja a KDO homopolimer termelését S. meliloti 1021 torzsben. Az
eredményeinkbdl arra kovetkeztetiink, hogy az RkpY fehérje 1ényeges a KgrS-antigén
szintézisében, valamint az rkpY muténs egy polyKDO-t termelhet, melyhez elengedhetetlen az
RkpZ fehérje. A feltételezéseinket ténylegesen a kiillonbozd baktérium mutansok éltal termelt

poliszacharidok szerkezetének analitikai vizsgdlata bizonyitja.
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9. Summary

Studies on nitrogen fixing symbiosis showed the importance of rhizobial capsular
polisaccharides in plant invasion. The goal of our research was to understand the biosynthesis
and function of the capsular polysaccharide (KPS, Kr5-antigen) in Sinorhizobium meliloti 41.
Previous analyses on different S. meliloti 41 mutants, which are unable to invade host plants,
demonstrated that adsorption of bacteriophage 16-3 is related to Kg5-antigen production.
Moreover, it was suggested that the Kr5-antigen serves as the receptor for the strain-specific
bacteriophage 7/6-3. We applied phage /6-3 as a selection tool to isolate bacterial mutants
carrying an altered phage receptor, and then host-range phage mutants that are able to adapt to
this change. Because of the connection between KPS production and phage adsorption, these
mutants give a chance to investigate both phenomena. Our aim was to find out whether the KPS
or other structure serves as bacteriophage receptor.

According to our results, and in contrast to the hypothesis, the receptor of phage 76-3 is
probably a protein complex involved in the biosynthesis of the Kg5-antigen, not the
polysaccharide itself. We could identify three proteins involved in capsular polysaccharide
synthesis (RkpM, RkpZ, RkpY) which influence /6-3 phage infection. We identified specific
mutations in the RkpM and RkpY proteins which are needed for the adsorption of /6-3 mutants.
In the case of RkpZ it remains to be answered whether the modification of the protein receptor
or the different structure of the polysaccharide allows adsorption of the host-range phage
mutants. We suggest that RkpM and RkpY are parts of a protein complex that serves as a phage
receptor, and RkpZ may have an indirect effect on this complex and on phage adsorption.
Hereafter, further studies are needed to identify the real function of KPS in phage infection.

Based on earlier studies, rkpY mutants show a unique phenotype, producing a low-
molecular-weight polysaccharide (LMW). We continued our investigation to explore the
function of rkpY and the LMW polysaccharide. We determined the sequence of the rkpY region,
and found additional genes, but these novel genes had no effect on KPS or LMW
polysaccharide production, on phage infection, or on symbiosis. In this region only the rkpY
gene is essential for polysaccharide biosynthesis. We have genetic evindences that rkpY
mutants produce a polysaccharide containing neither glucuronic acid nor pseudaminic acid
components. Also, Kg5-antigen synthesis is inhibited in the rkpY mutants of S. meliloti 41. We
proved that RkpY can suppress KDO homopolimer production in S. meliloti 1021. Based on our
results, we suggest that the rkpY mutant indeed produce a polyKDO, for which the rkpZ gene is
essential. Moreover, RkpY directs KPS synthesis to produce Kgr5-antigen. The analytical

analysis supports our hypothesis about the structure of the LMW polysaccharide.
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10. Melléklet

10.1. melléKklet: A kiilonbozo S. meliloti rkp mutansok KPS fenotipusa

Torzs Genotipus felﬁlsif)us
AK631 RM41 exoB631 (Nod* Fix™) vad tipus
EN3222 rkpY3202 rkpY
GH4180 rkpZ spontdn mutdns rkpZ
PP4141 rkpYs20, + rkpA::Tn5(666) rkpY
PP4140 rkpYs20, + rkpB::Tn5(665) rkpY
PP4139 rkpYs20, + rkpC::Tn5(644) rkpY
PP4199 rkpYs20, + rkpK::Tn5(207) rkpY
PP4201 rkpYs2, + rkpL::TnS5(187) rkpY
PP4202 rkpYs, + rkpM::Tn5(212) rkpY
PP4200 rkpYsn + rkpQ::Tn5(124) rkpY
PP3300 rkpYsz, + pBBR1-MCS2::rkpY vad tipus
AV488 AKG631 rkpR::ET-KanR-3 (7591) vad tipus
AV486 AKG631 rkpS:: ET-KanR-3 (9091) vad tipus
AV461 AKG631 rkpT::ET-KanR-3 (9821) vad tipus
AVA4TS AK631 rkpZ::ET-KanR-3 (11222) rkpZ
AV458 AKG631 rkpY::ET-KanR-3 (18387) rkpY
AV493 AKG631 orf7343::ET-KanR-3 (20447) vad tipus
AV457 AK631 orf8077::ET-KanR-3 (21174) vad tipus
AV490 AK631 rkpT2::ET-KanR-3 (23345) vad tipus
AV463 rkpYs2, + rkpR::ET-KanR-3(7591) rkpY
AV4T7 rkpYs:0, + rkpS:: ET-KanR-3(9091) rkpY
AV479 rkpYs2, + rkpT::ET-KanR-3(9821) rkpY
AV476 rkpYs:, + rkpZ::ET-KanR-3(11222) -
AV494 rkpYs, + orf7343::ET-KanR-3(20447) rkpY
AV483 rkpYs32, + orf8077::ET-KanR-3(21174) rkpY
AV491 rkpYsa, + rkpT2::ET-KanR-3(23345) rkpY
AVS518 rkpZy 0 + rkpY::ET-KanR-3(18387) -

KPS fenotipusok: DOC-PAGE mintdzat alapjan. Vad tipus (14A. édbra),

rkpZ (14C. ébra), rkpY (14D ébra), nincs KPS (14F. dbra).
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Sinorhizobium meliloti RkpL RkpM RkpN RkpO RkpP RkpQ
41 CAB62150 CAB62151 CAB62152 CAB62153 CAB62154 CAB62155
U . . piridoxdl- . N-
Polysace _synt 2 (pfam02719): - WecE (COGO399):piridoxdl- o x (cOG1083,  Glyco tran 28 C (pfam04101): NeuB (pfam03102): N-
Poliszacharid bioszintézis foszfat fiiggd enzim PFO23: 48): CMP-N- likoziltranszfordz csaldd 28 C- acetilneuraminsav szintdz
L . enzim DegT DnrJ EryCl o & [ < RimL (COG1670): SAF (pfam08666): kiilonféle
Funkciondlis domének . . ; acetilneuraminsav termindlis domén . . . .
Epimerase (pfam01370): (pfam01041): piridoxal- S K acetiltranszferdz fehérjék tartoznak ide
S R . e szintetdz/ spsG (COG3980): .
NAD fiiggé dehidratdz/ foszfat fiiggd . . I . SpsE (COG2089): Szidlsav
- . . . Cytidylyltranszferaz glikoziltranszferdz o
epimerdz aminotranszferdz szintiz
.o 93/97% 83/91% 81/88% 67/77% 89/93%
Rhizobium sp. NGR234 ABDI15243 ABDI15242 ABDI15241 ABDI15240 ABDI15239
Pseudomonas aeruginosa 81/90% 67/80% 60/75% 44/62% (AAM27838 72/85%
serotype 07 AAM27834 AAM27835 AAM27836 AAM27837 Formyl_transferase) AAM27839
Pseudomonas aeruginosa 81/90% 67/80% 60/75% 44/62% (AAM27858 72/85%
serotype 08 AAM27854 AAM27855 AAM27856 AAM27857 Formyl_transferase) AAM27859
Pseudomonas aeruginosa 83/91% 69/82% 62/75% 49/65% 57/73% 72/83%
serotype 09 AAM27872 AAM27873) AAM27874 AAM27875 AAM27876 AAM27877
Alkalilimnicola 78/87% 73/83% 64/78% 50/64 % 39/57% 77187%
ehrlichei MLHE-1 YP_743153 YP_743153 YP_743154 YP_743155 YP_743156 YP_743157
Bordetella petrii 82/90% 71/83% 57/76% 49/62% 41/53% 77187%
P YP_001630913 YP_001630914 YP_001630915 YP_001630916 YP_001630917 YP_001630918
Psychrobacter arcticus 80/89% 68/83% 60/77% 46/62% 32/52% 56/70 %
273-4 YP_263946 YP_263947 YP_263949 YP_263950 YP_263951 YP_263953
Pseudomonas stutzeri 81/91% 73/85% 63/78% 50/65% 56/71% 78/90%

A1501

Roseobacter sp.
SK209-2-6

Marinobacter sp.
ELB17

YP_001174305

78/88%
ZP_01756744

78/89%
ZP_01738897

YP_001174304

64/78%
ZP_01756745

67/81%
ZP_01738898

YP_001174303

59/74%
ZP_01756746

60/76%
ZP_01738899

YP_001174302

49/63%
ZP_01756747

50/64%
ZP_01738900

YP_001174301

(ZP_01756748
Methionyl-tRNA
formvltransferase)

(ZP_01738901
Acetyltransferases)

YP_001174300

69/82%
ZP_01756749.1

80/87%
ZP_01738902
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10.3. melléklet: Az RkpL-Q fehérjék és homoldgjainak tobbszoros illesztése

A homolég fehérjék tobbszords illesztését az online elérhetd ClustalW2 programmal végeztiik
BLOSUMBS62 matrix bedllitdsaval. Az illesztések szerkesztése pedig a GeneDoc programmal tortént. Az
aminosavak szinezése az azonossdg mértékét jelentik. Fekete hattér: 100% azonossdg; sotétsziirke
hattér: 80% azonossdg; vildgossziirke hattér: 60% azonossdg. A fehérjék AC szdmit adtuk meg
azonositasként (lasd 10.2. melléklet tablazata).

10.3.1. Az RkpL és a homoldg fehérijék illesztése

AAM27834/1 63
AAM27854/1 63
YP743152/1 63
AAM27872/1 63
ABD15243/1 65
CAB62150/1 65
AAZ18512/1 : : 63
EAZ98224/1 : 63
ABP81463/1 : : 18
CAP42645/1 : ~~NLREKTHSHTNe/ehieisialeNT ITIMA K KK ES : 63
EBA14546/1 : ~~ULSGGSRHTNeehersialeHAITKIUTINE KRI : 63

m il tggtgsfg f pm 1 ynp ii srdemkgw MAk f D RvVRFFIGDV

* 80 * 100 * 120 *
AAM27834/1 128
AAM27854/1 128
YP743152/1 128
AAM27872/1 : 128
ABD15243/1 : RDRERLYRALDGVDYVVHAAATKIVPTAEYNPFEC‘KTNINGAMNLIDACIDKE : 130
KR ‘ : 130

CAB62150/1 : RDRERLYRALDGVDYVVHAAATKIVPTAEYNPFEC‘KTNINGAMNLIDACIDK
VAR VAR - DI R Y RALEDGVDYVVHAAARK IVPTAEYNPFEC\YK TNISNGAMNE I DAC I DKGVKEVVAL S T DK A
EAZ98224/1 : RDKDRLYRALDGVDYVVHAAATKIVPTAEYNPFECEKTNINGAMNLIDACIDKGEKG VALSTDK A

P NZ) R YA RN DRI Y RAEDGVDYVVHAAARK IVPTAE YNPFEC\YK TN\YBGAMNE I DAC I DKGVKEVVALS T DK ]
CAP42645/1 128
EBA14546/1 128

RD R1YRAIDGVDYVVHAAAtKIVPTAEYNPFEC KTN GAMN1IDAcIDKgvK VVALSTDK

140 * 160 * 180 *

AAM27834/1 A 193
AAM27854/1 : : 193
YP743152/1 : ASSPINLYGATKLESDKLFVAGNHY‘GHSETRFSVVRYGNVMGSRGSVIPFF : 193
AAM27872/1 : ASSPMNLYGATKLASDKLFVAGNSY‘GGHDTRF [VVRYGNVMGSRGSVIPFF : 193
ABD15243/1 : ASSPINLYGATKLASDKMFVAGNSY‘GGHDTRF‘VVRYGNVMGSRGSVIPFFL : 195
CAB62150/1 : ASSPINLYGATKLASDKLFVAGNSYRGGHDTRFRVVRYGNVMGSRGSVIPFFL : 195
AAZ718512/1 : ASSPINLYGATKLASDKLFVAGNSYEGEHGTKFSVVRYGNVMGSRGSVIPFF : 193
I VAR Y VAR S SPINLYGATKLASDKEFVAGNS YINGEHE TREEVVRYGNVMGSRGSVIPFF : 193
PN R YARENN . S SPINLYGATKLASDKHEF VAGNSYRNGIaHE TRESVVRYGNVMGSRGSVIPEF : 148
CAP42645/1 : AsSPINLYGATKLASDKLFVAGNEYSGEHGTREAVVRYGNVMGSRGSVIPFF : 193
)y NI A YA " S SPINLYGATKLASDKEFVAGNSY : 193

ASSPiNLYGATKLaSDK1FVAGNsY G h Trf VVRYGNVMGSRGSVIPFF Si kG 1lpITD

200 * 220 * 240 * 260
AAM27834/1 258
AAM27854/1 : : 258
YP743152/1 : IMGGEIYVRKIPSMK < : 258
AAM27872/1 : IMGGEIYVRKIPSMK : 258
ABD15243/1 : IMGGEIYVRKIPSMK < : 260
CAB62150/1 : IMGGEIYVRKIPSMK : 260
AAZ18512/1 : WGGEIYVKKIPSMK < : 258
EAZ98224/1 : WGGEIYVKKIPSMK : 258
ABP81463/1 : IMGGEIYVRKIPSMK < : 213
CAP42645/1 : WGGEIYVKKIPSMK : 258
EBA14546/1 258

eRMTRFMIsLE GveLVWhAF DM GGEIYVKKIPSMK TdLAr AP A e GiRPGEKLHE
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AAM27834/1
AAM27854/1
YP743152/1
AAM27872/1
ABD15243/1
CAB62150/1
AAZ18512/1
EAZ98224/1
ABP81463/1
CAP42645/1
EBA14546/1

AAM27834/1
AAM27854/1
YP743152/1
AAM27872/1
ABD15243/1
CAB62150/1
AAZ18512/1
EAZ98224/1
ABP81463/1
CAP42645/1
EBA14546/1

CAB62151/1
ABD15242/1
ABI57663/1
AAM27835/1
AAM27855/1
AAM27873/1
CAP42646/1
ABP81462/1
AAZ18513/1
EAZ98225/1
EBA14547/1

CAB62151/1
ABD15242/1
ABI57663/1
AAM27835/1
AAM27855/1
AAM27873/1
CAP42646/1
ABP81462/1
AAZ18513/1
EAZ98225/1
EBA14547/1

332
332
332
332
334
334
332
332
287
332
332

MIPYGRODIMOADT DA
MIPYGROEIEOAD I DAVESS
MIPYGROB I ERAD 1 Diy
MIPYGROB IEOAD I DAY
MIPYGRODIEOADT DA
MIPYGROEITOADI DAY
MIPYGROB IEOAD I Di
MIPYGROB I EOAD I DAY
MIPYGROB INO®D DA
MIPYGHOD IEOAD I DAY

[BENAL VDY TCRKFAL

300 * 320

S
S

‘EmoooPrprmEOD P

40 * 60
E‘NSATSALHMACLAL
Ay SDIYKFLLE
AlsNgele 7 Jzley 7 VN S 2. T SALHA CIRAL
Ae)zAle 1 SN VN S A T SALHEACHA
AleJzAle 7 VA~ VN S AT SALHEACHAL
AlozAle 7 NZIARR VN S A T SALHEACHAL
e AN b2 TS L TACHAL
AlsfzAle 2 1 NIAM VN S AT SALHEACHAL
RRNe - A 2 TS LHEACHAL

*
[
[\
(@]

*

Glg gb 1IWT P TFVASANc LYCGA VDFVD Dp t¥Yn cp 1 KL A 1PKv v

323
323
323
323
325
325
323
323
278
323
323

65
65
65
65
65
65
65
65
65
65
65

130
130
130
130
130
130
130
130
130
130
130
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CAB62151/1
ABD15242/1
ABI57663/1
AAM27835/1
AAM27855/1
AAM27873/1
CAP42646/1
ABP81462/1
AAZ18513/1
EAZ98225/1
EBA14547/1

CAB62151/1
ABD15242/1
ABI57663/1
AAM27835/1
AAM27855/1
AAM27873/1
CAP42646/1
ABP81462/1
AAZ18513/1
EAZ98225/1
EBA14547/1

CAB62151/1
ABD15242/1
ABI57663/1
AAM27835/1
AAM27855/1
AAM27873/1
CAP42646/1
ABP81462/1
AAZ18513/1
EAZ98225/1
EBA14547/1

CAB62151/1
ABD15242/1
ABI57663/1
AAM27835/1
AAM27855/1
AAM27873/1
CAP42646/1
ABP81462/1
AAZ18513/1
EAZ98225/1
EBA14547/1

160 *
Bl TEDASHAMYGG
IEDASHATGGIM

180 *

IHIGNORYSD TVFSFHPVKI TTAEG
PIGNCRYSDITVFSFHPVKI TTAEG
IHIGNERY SDETMEF SEFHPVKI TTIEG
IHLGNERYSDETME SEHPVKIMT TREG]
IHTIGNERY SDETMEF SEFHPVKINMTTAEG]
YIGNCRYSDITIFSFHPVKIITTAEG
IHIGNORY SDETME SEHPVKIMTTAEG]
IHLGNORYSDETME SEHPVKIMT TREG]
PIGNCRYSDITVFSFHPVRIITTAEG

NEITEDASHAT GG
AR I TEDASHATGGIM
NEITEDASHAT GG
AQE I TEDASHATGGIA
AL IEDASHAMGG
yGf IEDASHAiIiGG Y ge iGn RYSDiTvFSFHPVKI TTaEG

220 * 240 *

BRSHGI T RPN EINSDGRPWYY QO

¥R S HG T RIDPEY INHZDGPWYY QO
S IR SHG TRIDPENAMIEEINIDGEWY Y QOpNM
ENYRMTEMOAALGIENO
HNYRMTERMOAAL GI#O
ENYRMTEMOAALGIRS|O
ENYRMTEMOAALG\YS|O
HNYRMTEMOAAL GO
ENYRMTEMOAALG\YS|O
MNYRMTEIMOAALGIYSIO

IE HAPEE€-ING4OI0) T |
IE HAPE[€IING4l0 T |

HSPihlezaNaqels/ D
HVPECNaqele T
HDVplel=|nNaYele| T D
8D GB1TY Y QOgw
HAPpE - 1Nadole|

IFR SHGI TRIDJPENE
IR SHGI TRIDPLN
IR\ SPEINAOK L DI LIRSIs(€NND T D1 |
TNEENL AN LR SHGI T DEHL

I DAAIMIOKNG AR S HGYTRBPINEMYSEDGRWY Y QOB GMNY RMTEIROAAL GBS0
G a IN LA m L RSHGiTR p Mt dGpWYYQQ LG NYRmTe QAALG Om RL
* 280 * 300 * 320

VERZVVTIZNEPDSMSELIINAYV|SEERTKI SKS|RRAFI@HGIHNA

yV Rh LARY L Lp PwQh

YSg HLYVirl h

* 340 * 360 *
RKGH- YEEAE RFGE R TS L YTV TEA
SSG-F EHE-YYQEAITLPIYPTWSEA

EPGIE- YRE

FPTYTEESODOAYSALTQILN~~~
YY eAIslP m Q0 vv a

VN1HYIPVH QP y mgf

d p a

195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195

260
260
260
260
260
260
260
260
260
260
260

325
325
325
325
325
325
325
325
325
325
325

386
386
386
386
386
386
386
386
385
388
386
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10.3.3. Az RkpN és a homoldg fehérjék illesztése

AAM27836/1
AAM27856/1
AAM27874/1
CAP42647/1
ABP81461/1
ABI57664/1
AAZ18515/1
EAZ98226/1
EBA14548/1
ABD15241/1
CAB62152/1

AAM27836/1
AAM27856/1
AAM27874/1
CAP42647/1
ABP81461/1
ABI57664/1
AAZ18515/1
EAZ98226/1
EBA14548/1
ABD15241/1
CAB62152/1

AAM27836/1
AAM27856/1
AAM27874/1
CAP42647/1
ABP81461/1
ABI57664/1
AAZ18515/1
EAZ98226/1
EBA14548/1
ABD15241/1
CAB62152/1

AAM27836/1
AAM27856/1
AAM27874/1
CAP42647/1
ABP81461/1
ABI57664/1
AAZ18515/1
EAZ98226/1
EBA14548/1
ABD15241/1
CAB62152/1

* 20 * 40 * 60
~~~~MKLA IPARGGSKRIPRKNIKIECEQPMIAWSIQAL ]
acle

CEDiaSRYY S TDDIRE T AIRVZNHE

~MKLE IPARGGSKRIPRKNT|5HN OPMIAWSTOA LNSRCFDRI VSTDDREIAEVAREL

JUEDNERINYAN T PARGGSKRIPRKN IINHF@GINPMTIAWS TIHA
~~~~MAIR IPARGGSKRIPRKNIKPFCGKPMIAWEIEA
[ fetedad "INIMANM TPARGGSKRIPRKN IASIFIRGINPMIAWS T[€A 7
~~~~MNLEIIPARGGSKRIPRKNIKQF

a iparggskriprkni f g pMiawsi AA

S cFd VSTDD EIA

* 80 * 100 * 120 *
AIBIDIH TERNT ISR EENEOACAMOEF HATQ TpNWNIA T TTKIN I LOE@LEISERS
AIBIBIH T(ERNT IR IO ACAMOEF HATQ IpNwNIA T TTKIN I LOE@LEISERS
‘DDH‘GTLPVIR@AIEGYLEK VEAEQ IpNWNIRVRPEDLYQE@CTRLEES
SDDHTGTIPVMRHAIQWFLDQ ESVEQ LAWYV RAADLOHELOVLLET
ECPQQ IpoNWNIY T SGEPLRRELOVLGES
ETPDR LEALEER
FDPEL TGO pNWNJRY TAEYLOOECFQQLKST
VLVEY IpeNwNIA T AVE D TOREFRLMOQO
KAPDL LMW OAFD ITRREYEVIQEQ
IpeewNIA] RADD I TREFDLLEDG
IpgewNgy] RADDTAKECDLLEES

Ga VPF Rp DD gT pVirhAi g CC YATAPF
140 * 160 * 180 *
El MOELP
E MOELP
E ) / LKEIP
El LOGKV
E LEGKP

RTGTP
LTEKI
LOERA
CEERR
LSGKP
LSGKP

[OPINAWNT R SODLINEENMEDAGQOE Y IWGWNG)
EINTRSODLINENAMHDAGOE Y IWGINSIH
FEMR SODLEFERMHDAGOE YWGINSIH

yaF t yAFPiQRA v Mf p £ tRSQDLeE HDAGQFYWG W

200 * 220 * 240
F 229
F 229
I 208
I 206
I : 232
E SENNYPIVANT. PREARVOD I DIIZE DWINRAE : 236
IE (€ NP PRERVOD I DENJEDWBRAE : 228
e SIHOEWIPWANT PRARVOD I DIIZEDWNRAE : 237
I E BUNESERPIRY T PRERVOD I D\YSEDWIERAE : 233
BIE SRV VNIWNIN . PRMRYVOD I DN DWIRRAEN : 234

SINSYENWNAY [ PRMRVOD I DN DWIRRAEN 227

LPRhRVQDIDt eDW RAEw fka

F p

61
61
34
34
61
61
61
65
61
61
61

126
126

99

99
126
126
126
130
126
126
126

191
191
164
164
191
191
191
195
191
191
191
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10.3.4. Az RkpO és a homoldg fehérjék illesztése

CAB62153/1
ABD15240/1
AAZ18516/1
ABP81460/1
EBA14549/1
EAZ98227/1
ABI57665/1
AAM27875/1
CAP42648/1
AAM27837/1
AAM27857/1

CAB62153/1
ABD15240/1
AAZ18516/1
ABP81460/1
EBA14549/1
EAZ98227/1
ABI57665/1
AAM27875/1
CAP42648/1
AAM27837/1
AAM27857/1

CAB62153/1
ABD15240/1
AAZ18516/1
ABP81460/1
EBA14549/1
EAZ98227/1
ABI57665/1
AAM27875/1
CAP42648/1
AAM27837/1
AAM27857/1

CAB62153/1
ABD15240/1
AAZ18516/1
ABP81460/1
EBA14549/1
EAZ98227/1
ABI57665/1
AAM27875/1
CAP42648/1
AAM27837/1
AAM27857/1
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10.3.5. Az RkpP és a homolog fehérjék illesztése

AAM27876/1
ABP81459/1
CAB62154/1
ABI57666/1
CAP42649/1
AAZ18517/1

AAM27876/1
ABP81459/1
CAB62154/1
ABI57666/1
CAP42649/1
AAZ18517/1

* 280
O)zIA P AKSEREKAAQLPWNAG
OHES LSS‘RESAAQMRWKT
TAPHLQS‘KHQAADMPVKTT
‘EQLARDMPWPT
TINFHVEEYRROARTMVEQCE
TINFHLNDIRTQVSHTREFRAT

LEAERGRARQMPCSTE

EK‘KLEAARLPWQVE
DA‘KARASLMRRPTE
NS‘HNALKSFPGRAEL

KNS\YHNALKSFPGRAEL
tv MG AP v v

* 340

*

IN|
LSN
KVN|
LVG

V.
SVN|

VN
SVN|

LN
RIG
RIG

300 * 320

ADLEICAAGE TIWER|
DLAWGAAGETEWERCEL GIlCINNAY

vV MA M dlaiGAAG T WERc LG P

360 * 380 *

VLAENQRSVHRI DTEEAAKLVELRPDFVSVFRG--VVEGLVGNKDSVEAMFERAATICBIEKIEVL
QAVELGADFDSTLES—--LIESLIFDKLALAAMSE

ATICpIEEEGL

VEAENQRQI EYEAVDEVVKLIKDVNELTHLVIN--VKHWVLP——————— IVIRKQSV. E

400
EffVRAITDRLCCRI~~~~ : 377
E¥ARRIADGLRRSV~~~~ : 377
RvISYMLKGFKYDSRYS~ : 349

AGWLFSVRAKQ~~~~~ : 376
RYOLAMQGEIQS~~~~~~ ;367
RJJRNGLMGVEMANEANDG : 399
LIAELMKMYSHAGGVA~~ : 367
READLMKERS ~~~~~~~~ : 366
RvVDHIYE ~~~~~~~~~~ : 359
RYVDHIYE~~~n~~~nnn : 359

v

* 20

~~~~~~~~ MSHDLGILRAIKAEELEVMLM
~~~~~ MKDSVLRLGVLRAIKPKELELMLS
~~~~~~~ MTNSTYGRLRAATDDDQMIMRR!

~~~~~~~~~~~~~~~~~~ MRADDLARVLA

MIVDTPSFGEVELLNLTSLSYESKMKI

*

YEMYIHYKGVSS GIBSANRNSS
YEMHBYQGTPL TGIDSTNRNSS
YETIYIHYRNTP S NNIBKONENAS
AMIF@IDHQPI€FVQRSV DVKAGRAD
LLIFADGVPMEFANLNVATAGA- IAE

]

YLMVNYQKSIVEVIYY TDIEDGKHSAVFG

e G £

w fY

VRLIGGPQDIAQRLPG———-ILAEFSDMRVLHAASDMASRVCBIEAEAG
AQVIELEGLEHELPRQ-—--LALLMSRNDIREVMSQARSYVCBIELEVO

QVIELEGLEHELPRQ——--LALLMSRNDIREVMSQANSYVCBELEVQ
a dg g
40 * 60

WMYT SWD AWWERTKSRKDQA
WMYT SL AwWAQIQDRSDQK
I A NEKMNNC SEE RwWERTKSVRNNQ

GAE AwFERVRHDESRH

HIZO TIXREF NN T SLE AlFQRASADARKH
LE HIZK QNHSODIMNEEGIIENF TELLKDNAEKQ

rn p r Myt hel eHl w

100 120 *
STEAPKE-T[EsrMEF LD YINEGDM] LYCh
SPQRPKIE-T€SKMEF L#EHNSHDMK| LCCha
SPDRERE-T@SRMEF LISDHNAF DLK LECh

LAPDAPRE-S[€YQOLGE SIMRTHANIAGOL L CG
APDHP
NLYKKLDS SVLMESALAYFDRSIN KINT SLIY

- TE@MRLGRTVIRAHNIGP LG Cca

a g G aL LhK E

300
300
276
300
290
292
320
288
294
289
289

363
363
332
363
355
318
381
351
356
351
351

57
60
58
26
47
65

121
124
122

90
110
130

80



140 * 160 * 180 *
ARM27876/1 PVIKLEOK YERKAEGVFEEHAMVDGAYVD THRLG IMATEINDKR SE TKEKL TAL SRG~
ABP81459/1 TSVEIEKLEIOKF @AKVIZG I LIFEQHVVDEAFADVYRLGVIHASIIOALREEMLKKLLKEFSGST
CAB62154/1 DIAINT SVEIK LEKKF @@V ESG I FEOHYORDGOF YD T HRLS T |#ARIMI TDRRTDMLAS I PVPRGE ~
ABI57666/1 ERSHRFEERLEGATKIHASLIHDHHFDGETYHDVVGFEGLIES NERKEAKCP~~~~~~~ o~ ~
CAP42649/1 E/QNER SENF 5IGRLEARQEGVLEDOHF DGETYCS TVVE QLIS HBIKPL ~ ~ ~
AAZ18517/1 VYESNNIAVNLY IKF[EASLVSSFDOGGEK—————— VLTMQLTKNDL~~~~~~ v~~~
1 £N i h GF e r 1 ew
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10.4. melléklet: A pszeudaminsav szintézis modellje
Schoenhofen et al., 2006 és a homoldgia vizsgélatok alapjan. A: a bioszintézis Ut enzimei. B: a
bioszintézis dtvonala az intermedierekkel. (I) UDP-GIcNAc; (II) UDP-2-acetamido-2,6-dideoxy-b-L-
arabinohexos-4-ulose; (III) UDP-4-amino-4,6-dideoxy-b-L-AltNAc; (IV) UDP-2,4-diacetamido-2,4,6-
trideoxy-b-L-altropyranose; (V) 2,4-diacetamido-2,4,6-trideoxy-b-L-altropyranose; (VI) pseudaminsav;
(VII) CMP-pseudaminsav. C: A homol6g fehérjék és prediktal funkcidjuk S. meliloti 41-ben.
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Osszesitett impakt faktor: 8.421
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13. Koszonetnyilvanitas

Munkédmat mind szakdolgozéként, mind doktoranduszként a PTE Természettudomanyi
Kar, Genetikai és Molekuldris Bioldgiai Tanszékén végeztem. Halds vagyok a tanszék Osszes
dolgozéjanak, hogy megfeleld hétteret biztositottak terveim megvaldsitdsidhoz, eredményeim
eléréseihez.

Mindenekeldtt koszonettel tartozom témavezetOmnek, Dr. Putnoky Péternek munkdm
irdnyitasaért, onzetlen segitségéért és rengeteg tanacsiért.

Ko6szonom Dedk Veronikdnak, - akivel szakdolgozoként k6zos témank kisérleteit egyiitt
végeztem, majd késobb is dolgoztunk egyiitt - kitartdsat, hasznos otleteit €s épitd kritikait.
Tovéabba koszonom, hogy a 16-3 bakteriofagon végzett munkdjaval hozzajarult a baktérium-fag
felismerés tanulmanyozasihoz.

K6szonom Hoffmann Gyuldnak, hogy rendelkezésiinkre bocsdjtotta az izoldlt baktérium
mutdnsokat. Halds vagyok Nagy Tibornak a bioinformatikai elemzésekben adott hasznos
segitségéért valamint, hogy részt vett az rkpY régié bazissorrendjének meghatdrozasiaban és
elemzésében. Ezen kiviil tanszékiink minden szakdolgozdjanak koszonom, akik hasznos
eredményekkel és munkdval jarultak hozz4d a témdhoz, Békasi Krisztindnak, Madsz Anitdnak és
Szabo Csillanak. Szeretnék koszOnetet mondani tanszékink asszisztenseinek is, Mikldsvari
Zoltannénak, Keidl Juditnak, és Garai Krisztindnak segité munkajukért.

Végiil, de nem utols6 sorban készonom csalddomnak, hogy tdmogattak és lehetové tették,

hogy ezt a palyét valaszthattam és biologussa lehettem.
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