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1. Bevezető 

Az elmúlt közel száz évben a természettudományok gyors elméleti és technikai 

fejlődésének köszönhetően számos biológiai rendszer működését tárhattuk fel. Több 

organizmus vált úgynevezett modellszervezetté, melyek segítségével kezdetben alapvető, majd 

később finomabb biológiai jelenségeket, szabályokat és összefüggéseket tanulmányozhattunk és 

ismerhetünk meg ma is. Bár „egyszerű” szervezeteknek tűnnek, de a baktériumokon és - az 

élőlényeknek nem tekinthető - bakteriofágokon végzett kísérletek fontos alapjait teremtették 

meg a genetika tudományának, melyek tapasztalatai kiterjeszthetőek a magasabbrendű 

eukarióta szervezetekre. Mindamellett lehetővé tették a ma már igen elterjedt rekombináns 

DNS technológia kialakulását. Az 1940-es évekre is visszanyúló kutatásoknak köszönhetően az 

eddig legjobban ismert baktérium az Escherichia coli, mely ma már nem csak egy 

tanulmányozott objektum, hanem a molekuláris genetika fontos eszköze. Továbbá genomjának 

teljes DNS szekvenciája ismert. Az E. coli mellett számos más baktérium vizsgálata vált 

fontossá nemcsak az alapvető ismeretek szempontjából, hanem orvosi és mezőgazdasági 

vonatkozásban is. Ilyen organizmus a továbbiakban részletesen bemutatni kívánt szimbiotikus 

nitrogénkötésre képes Sinorhizobium meliloti baktérium, mely nem elhanyagolhatóan, részben 

magyar kutatók munkájának köszönhetően vált a növény-mikróba kapcsolat és nitrogénkötő 

szimbiózis egyik fontos modelljévé. Az elmúlt évtizedekben az E. coli baktérium 

tanulmányozásása során felhalmozott tudás ellenére érdemes megfontolni, hogy ezen a 

modellszervezeten kívül milyen változatos a baktériumok világa és mennyivel több egyéb 

ismeretet is szerezhetünk általuk. Ahogy a későbbiekből is kiderül – talán az elfogultság 

ellenére is – erre igen jó példa a Sinorhizobium meliloti. Más rhizobiumokhoz hasonlóan 

génjeinek vizsgálata világossá teheti egyebek mellett, a már említett nitrogénkötő szimbiotikus 

partnerséget a rhizobiumok és pillangósvirágúak között, valamint a bakteriális patogenezishez 

kapcsolódó molekuláris folyamatokat. Ez azért is fontos, mert a rhizobiumok és 

pillangósvirágúak közötti szimbiózis létrejöttének mechanizmusa hasonló a patogén 

baktériumok és az eukarióta sejtek kapcsolódásához. Ezen kívül a szintén igen régóta 

tanulmányozott baktérium-bakteriofág kapcsolatról is további ismereteket szerezhetünk. 

Csoportunk 2000-ben kezdte meg munkáját a Pécsi Tudományegyetem 

Természettudományi Karának, Genetikai és Molekuláris Biológiai Tanszékén, Dr. Putnoky 

Péter vezetésével. Azon szerencsések közé tartozom, akik elsőként csatlakoztak diákkörös 

hallgatóként a kutatócsoport munkájához és kezdhették el tanszékünkön a genetikai munkát, a 

már régóta tanulmányozott és Magyarországon izolált Sinorhizobium meliloti 41 baktériumon. 
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A szimbiózis kialakítását igen sok tényező befolyásolhatja, egyik ilyen tényező a 

baktérium felszínén lévő kapszuláris poliszacharid is. Ez a poliszacharid nemcsak a növény 

általi felismerésben segíti a baktériumot, hanem a környezeti tényezőkhöz való 

alkalmazkodásban, valamint a bakteriofágok elleni védekezés egyik „fegyvere” is. A 

szimbiózisban betöltött szerepén túlmutatva, jelentősége a patogenitásban is megmutatkozik, 

hisz számos baktérium patogenitását határozza meg a poliszacharid erős antigén 

tulajdonságából adódóan. A Sinorhizobium meliloti 41 egy olyan poliszacharidot termel, mely 

analóg bizonyos patogén Escherichia coli törzsek által termelt K-antigénekkel. 

Végeredményben ezek a vegyületszármazékok, melyek bioszintézise hasonló módon történik, 

változatos szerepet tölthetnek be baktériumokban: egyik esetben (S. meliloti) elősegítenek 

egyfajta kölcsönös együttélést (szimbiózist) a növénnyel, másik esetben (E. coli) akár az ember 

számára veszélyes tulajdonsággal ruházza fel a baktériumot, komoly betegségeket okozva. 

Jelen dolgozatom a csoportban töltött idő alatt végzett munka eredményeit öleli fel, mely 

a kapszuláris poliszacharid szimbiózisban, illetve a baktérium-fág felismerésben nyújtott 

szerepének vizsgálatára irányult. 
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2. Irodalmi áttekintés 

2.1. A nitrogénkötés jelentősége 

A növényekkel szimbiózist kialakító diazotróf baktériumok a légköri nitrogéngázt 

redukálják ammóniává, mely a növények egyik alapvető tápanyagforrása és amit eredendően a 

talajból kötött formában veszik fel. A kölcsönös együttélés egy szinte kimeríthetetlen nitrogén 

utánpótlást biztosít a gazdanövények számára (Burns and Hardy, 1975; Gage, 2004). A 

rhizobiumok a Rhizobiaceae családba tartozó Gram-negatív talajbaktériumok (Rhizobium, 

Azorhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mezorhizobium), melyek a gyökérgümő 

indukálásával endoszimbiózist tudnak kialakítani a pillangósvirágú (Fabaceae) növényekkel 

(Dénairé et al., 1992), illetve a nem pillangósvirágú Parasponia fajokkal (Becking, 1992). 

A vizsgálatunk tárgyát képező Sinorhizobium meliloti (régebbi nevén Rhizobium 

meliloti), endoszimbiotikus kapcsolatot képes kialakítani a lucerna (Medicago), lepkeszeg 

(Trigonella) és a somkóró (Melilotus) fajokkal (Dénarié et al., 1992). Az endoszimbiotikus 

nitrogénkötés partnerspecifikus módon jön létre. Ebben az esetben egy kölcsönösen hasznos 

együttélésről van szó. A baktérium biológiailag hasznos, redukált nitrogénforrással látja el a 

növényt, míg a gazdanövény tápanyagot, illetve a nitrogénkötéshez szükséges energiát biztosít 

a baktérium számára (Allen and Allen, 1981).  

A növényi kórokozók mellett, a szimbiótikus nitrogénkötésre képes baktériumok 

mezőgazdasági szempontból is jelentősek a növényekkel fennálló kapcsolataik szempontjából. 

Az összes biológiai úton történő nitrogénkötés 50%-át a rhizobiumok végzik, ezért igen fontos 

szerepük van a tápanyag körforgásában. A növények fejlődésére és életképességére irányuló 

pozitív hatásuk miatt hozzájárulhatnak egy fenntartható mezőgazdaság kialakításához is 

(Capela et al., 2001). Mindamellett a növekvő nemzetközi környezetvédelmi igények miatt 

előtérbe kerültek a megújuló források, ezért a jövőben a biológiai nitrogénkötés fontos nitrogén 

forrás lehet a mezőgazdasági területen (Dixon and Wheeler 1986; Peoples et al., 1995). Ez a 

megoldás ökológiai szempontból előnyösebb, hisz a műtrágyázással szemben nem áll fenn a 

vízkészletek szennyezése vagy az élővizek eutrofizációja (Al-Sherif 1998). További előnyökkel 

szolgálhat a fosszilis üzemanyagok visszaszorításában, az újraerdősítésben és a nem használt 

területek produktivitásának visszaállításában (Burris, 1994; Sprent and Sprent 1990; Zahran, 

1999). 
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2.2. A szimbiózis kialakulása 

A szimbiózis kialakulása igen összetett folyamat, mely komplex molekuláris jelcserén 

alapszik. A gazdanövény különféle fajspecifikus, flavonoid típusú vegyületeket bocsájt ki a 

talajba (Redmond et al., 1986). Ez pozitív kemotaxist vált ki a baktériumokban, minek 

következményeként számuk megnövekedik a növény rhizoszférájában (Currier and Strobel, 

1974). A flavonoidok aktiválják a baktériumsejtekben található ún. nodulációs (nod) gének 

expresszióját, aminek következtében a baktérium kiválaszt egy növényi inducert a Nod-faktort 

(Schultze et al., 1994). A szintén gazdaspecifikus Nod-faktornak, mely meghatározza, hogy a 

baktérium milyen növényt képes megfertőzni, fontos szerepe van a szimbiotikus gümő 

kifejlődésében. Különféle növényi választ, fejlődési változást indít el, mint a gümőmerisztéma 

kialakítása vagy az infekciós fonal növekedése (Dudley et al., 1987). 

 

1. ábra: A gümő inváziója (Perret et al., 2000) 
(A) A rhizobiumok kolonizálják a rhizoszférát (rh) és a gyökérszőrökhöz (r) tapadnak. (B) A Nod-faktor 
indukálja a gyökérszőrök meggörbülését és lehetővé válik a baktériumok behatolása az infekciós 
központba (ci). A növényi sejtmag (n) megelőzi az infekciós fonalat (it). (C) A sejtmag (n) követi az 
infekciós fonal (it) növekedését a gyökérször alapjáig. (D) A kiépült infekciós fonal elágazik (rit) az 
osztódó kéreg sejtek által formált gümő primordium mellett. (E) A bakteroidok (b) kikerülnek az 
infekciós fonalból (it) és szimbioszómát hoznak létre (s) a gyökérsejtekben. A peribakteroid 
membránnal határolt bakteroidok poly-β hidroxibutarát granulumokat (phb) akkumulálnak. c: kéreg, d: 
emésztő vakuolum, ep: epidermisz, ed: endodermisz. 

A Sinorhizobium meliloti indeterminált gümőképződést indukál, melyre a belső 

kéregsejtek állandó merisztematikus aktivitása jellemző (Gage and Margolin, 2000). A 

nodulációt követően a fertőzési folyamat során a baktériumok a gyökérszőrőkhöz tapadnak 
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(Hirsch, 1992), melyet a növény által kiválasztott lektinek biztosítanak (Mills and Bauer, 1985). 

Ezután történik a gyökérszőrök meggörbülése, majd az infekciós fonal létrejötte (Diaz et al., 

1989). Az invázió során a folyamatosan növekedő infekciós fonal segítségével jutnak el a 

baktériumok a gyökérszőrsejtekbe, majd végül a gümősejtek belsejébe (1. ábra). Az invázió egy 

újabb felismerési folyamatot jelent a növény számára, melyben fontos szerep jut a 

későbbiekben tárgyalt különféle sejtfelszíni poliszacharidoknak. Mialatt a növény gyökerén 

kialakul a külön növényi szervként funkcionáló gümő (Robertson and Lyttleton, 1982), a 

baktériumok fiziológiai és morfológiai változásokon mennek keresztül. A növényi gazdasejt 

citoplazmájába endocitózissal lépnek be, sejtorganellummá, ún. bakteroidokká alakulnak, 

melyek peribakteroid membránnal határoltak (Dudley et al., 1987). 

Miután megtörtént a baktériumok differenciálódása, megindul a nitrogenáz 

enzimkomplexet kódoló gének expressziója, így a szimbiotikus gümő alkalmassá válik a 

légköri nitrogén redukálására. A nitrogénkötés megfelelő működéséhez szükséges mikroaerob 

környezetet a növényi citoszolban lokalizálódó leghemoglobin molekula biztosítja. A késői 

bakteriális gének közé tartoznak a nif és bizonyos fix gének, melyek a nitrogénkötést végző 

nitrogenáz enzimkomplex részeit, illetve a folyamathoz szükséges további fehérjéket kódolják 

(Mellor and Werner, 1987 ). Egyes nif gének mellett a nitrogénfixálás szabályozásában van 

fontos szerepe a fixLJ, illetve fixK géneknek melyek az alacsony oxigénszintet érzékelik és 

ennek megfelelően irányítják az enzimkomplexet alkotó fehérjék átíródását (Fischer, 1994). A 

nitrogenáz enzim segítségével a légköri nitrogéngáz ammóniává alakul a bakteroidban, majd a 

növény citoplazmájába jutva a glutamin-glutaminsav bioszintézisen keresztül épül be a szerves 

vegyületekbe, biztosítva a megfelelő nitrogénforrást a növény számára. A kölcsönös 

együttélésnek megfelelően a bakteroid részesül a növényi fotoszintézisből származó 

szacharózból, mely többek között a nitrogénkötéshez szükséges jelentős energiaigényt 

biztosítja. 

2.3. A Sinorhizobium meliloti genomja 

A Sinorhizobium meliloti széles körben ismert 1021-es törzsének teljes genomi 

szekvenciája 2001-ben vált ismerté több kutatócsoport munkája nyomán. A baktérium teljes 

genomja egy 3,65 Mb nagyságú kromoszómából (Capela et al., 2001) és két ún. 

megaplazmidból áll: az 1,35 Mb méretű pSymA (Barnett et al., 2001) és az 1,7 Mbp nagyságú 

pSymB plazmidból (Finan et al., 2001) (2. ábra). A három genomi komponens szekvenciájának 

részletes elemzéséből kirajzolódott annak génösszetétele, aminek eredményeként különböző 

összefüggések vonhatók le. Az összehasonlító genomika segítségével 6204 fehérjekódoló gént 
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azonosítottak a genomban. Továbbá a GC tartalom alapján „idegen eredetű”, utólagosan 

beépült régiókat lehet elkülöníteni, mivel egyes szakaszok az alap háztartási génektől eltérő GC 

tartalommal és kodonhasználattal rendelkeznek (Galibert et al., 2001). 

A S. meliloti kromoszómája főként az ún. esszenciális háztartási géneket tartalmazza, 

melyek elengedhetetlenek a sejt működéséhez, a sejt osztódásához. Példaként említhető a 

különféle rRNS és tRNS molekulák létrehozása, valamint a nukleinsav és fehérje metabolizmus 

elemeinek kódolásához szükséges gének. Ezen kívül számos olyan genetikai információt is 

tartalmaz, melyek a környezeti adaptációhoz szükségesek, mint a mobilitás vagy a stressz 

válaszok. A GC tartalom vizsgálata alapján hat, valószínűleg idegen eredetű régiót 

azonosítottak. Ezek a teljes genom 2,2%-át kitevő inszerciós és bakteriofág elemek, valamint a 

horizontális géntranszfer során utólagosan beépült génrégiók, mint az ún. szimbiotikus szigetek 

(Capela et al., 2001). 

 

2. ábra: A S. meliloti 1021 genomjának sematikus rajza (Downie and Young 2001) 

Ellentétben a kromoszómával, a pSymA plazmid nem tartalmaz esszenciális géneket, 

hiányában a baktérium életképes. Ahogyan az elnevezése is utal rá, főként a szimbiózis 

kialakításához szükséges géneket tartalmazza, mint a nod, nif, fix gének, ezen kívül a környezeti 

adaptációhoz szükséges géneket (Barnett et al., 2001). A többi rhizobiumra jellemzően az 

inszerciós és bakteriofág elemek ezen a plazmidon találhatóak a legnagyobb arányban, a 

szimbiotikus régiók környékén. A jelenség bizonyítja, hogy ezen régiók hajlamosak a DNS 

átrendeződésre (Kaneko et al., 2000; Freiberg et al., 1997; Gottfert et al., 2001). Mindkét 

megaplazmid rendelkezik a plazmidoknál előforduló replikációs origóval és a rep-ABC 
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génekkel, valamint a pSymA plazmid tartalmazza a konjugatív transzferért felelős géneket 

(traACDG) is. 

A pSymB megaplazmidon találhatunk esszenciális géneket, mint például az arginin 

tRNS-t kódoló gént, a sejtosztódásért felelős minCDE és az aszparagin szintézisében fontos 

géneket. Már korábban is ismert volt, a thiCOSGE és thiD génekről, hogy hibájuk 

thiaminauxotrófiát okoz, ezért valóban esszenciálisak (Finan et al.; 1986). A gének sűrűsége 

hasonló a kromoszómához vagy a többi bakteriális genomhoz. A teljes genom 12%-át a 

transzport rendszert kódoló gének teszik ki, amelyek főként olyan fehérjéket kódolnak, melyek 

ATP kötő doménnel rendelkeznek (ABC-transzporterek). Az említett transzporter fehérjék a 

pSymB megaplazmidon is nagy arányban fordulnak elő. Számos olyan gént is tartalmaz, amely 

segíti a baktérium életben maradását a talajban, a rhizoszférában, és az endoszimbionta 

körülmények között, valamint hozzájárul, hogy a baktérium természetes élőhelyén 

versenyképes legyen. Ilyenek például a különböző sejtfelszíni poliszacharidok szintéziséért 

felelős géncsoportok (Finan et al., 2001; Galibert et al., 2001). 

A két megaplazmid mérete alapján feltételezhetnénk, hogy külön-külön olyan ősi 

baktériumoktól származnak, melyeknek egyetlen kromoszómájuk volt. Amennyiben 

önmagában nézzük a kromoszóma összetételét, egy tipikus aerob heterotróf baktérium 

rajzolódik ki. A két megaplazmid lehetővé teszi, hogy a baktérium növelje metabolikus 

kapacitását és környezeti adaptációját. A pSymB plazmid megléte biztosítja, hogy a baktérium 

különböző vegyületeket tudjon metabolizálni a talajban és a rhizoszférában. Emellett a pSymA 

génjei által kolonizálódhat az alacsony oxigén tartalmú gümőben (Galibert et al., 2001). A 

gének számának szemszögéből nézve a genom mérete nagyobb, mint amire általánosan egy 

baktériumnak szüksége van, például az eukarióta élesztő hasonló számú génnel rendelkezik 

(Downie and Young 2001). 

Guerrero és munkatársai evolúciós, strukturális és funcionális összefüggések tekintetében, 

genomi összehasonlító elemzéseket végeztek a Rhizobiales rend fajai között, a Sinorhizobium 

meliloti, Agrobacterium tumefaciens, Mesorhizobium loti, Brucella melitensis baktériumok 

genomi szekvenciájának segítségével. Azt a kérdést vetették fel, vajon van-e biológiai értelme a 

gének elrendeződésének a baktérium kromoszómáján? Elsősorban a szinténia jelenségét 

vizsgálták vagyis olyan géneket, géncsoportokat, melyek elrendeződése párhuzamos a 

különböző genomokban (Guerrero et al., 2005). Feltételezhető, hogy a fiziológiailag fontos 

géncsoportok pozitívan szelektálódnak és a szinténia megléte feltárhatja a gének funkcionális 

tulajdonságait (Tamames 2001). Azonban a rekombináció és a transzpozonok feldarabolják a 

szinténikus csoportokat, valamint a horizontális géntranszfer is megváltoztatja a gének 
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elrendezését (Doolittle 1999; Ochman et al., 2000). Az elemzések alapján, a szinténia 

konzervált egy relatív kromoszómális elrendezést, ami jellemző az Enterobacteriales rendre is 

(3. ábra). Ez általában igaz a létfontosságú génekre, ezzel ellentétben a nem létfontosságú 

géneknél ez a jelleg felbomlott és egy részük valószínű, hogy horizontális transzferrel került be 

a rhizobiumok genomjába, melyek a faj ökológiai niche-éhez való alkalmazkodást segítik elő 

(Guerrero et al., 2005). Ezek a tények is bizonyítják, hogy a baktérium sokoldalúságának 

köszönhetően képes többféle komplex környezetben élni. 

 

3. ábra: A S. meliloti-A. tumefaciens szinténiás és nem szinténiás gének összehasonlításából 
származó funkciós csoportok kiterjedése (Guerrero et al., 2005) 
X tengely: funkciós csoportok: 1) Transzkripció, 2) Transzláció, 3) Zsírsav és foszfolipid metabolizmus, 
4) Sejt burok, 5) Kofaktorok, prosztetikus csoportok és szállító molekulák szintézise, 6) Purin, pirimidin, 
nukleozid és nukleotid metabolizmus, 7) DNS metabolizmus, 8) Aminosav metabolizmus, 9) Sejt 
folyamatok, 10) Energia metabolizmus, 11) Transzport és ATP kötő fehérjék, 12) Szabályozó funkciók, 
13) Központi közvetítő molekulák metabolizmusa. Az oszlopok piros, alsó része: szinténiás gének a 
négy rhizobiumban; felső rész: szinténiás gének a S. meliloti-A. tumefaciens összehasonlításban. Az 
oszlopok  kék alsó része: nem szinténiás gének a négy rhizobiumban; felső rész nem szinténiás gének a 
S. meliloti-A. tumefaciens összehasonlításban. Y tengely: terjedelem %-ban. 

2.4. Sejtfelszíni poliszacharidok és a bioszintézisben fontos gének 

A rhizobiumok sejtfelszíni poliszacharidjai kulcsszerepet játszanak a szimbiózis 

kialakulásának lépéseiben: az infekciós fonal növekedésében, a gümő inváziójában, és a 

gazdaspecificitásban, megvédik a baktériumot a környezeti ártalmakkal szemben (David et al., 

1988). Továbbá az antimikrobiális anyagok termelésének gátlásával növényi védekezési 

mechanizmusokat is akadályozhatnak (Niehaus et al., 1997). A poliszacharidok jelentősége 

abban is megmutatkozik, hogy a bioszintézis gének közel 17%-át teszik ki a pSymB 

megaplazmidon található géneknek. Hasonló szerkezetű sejtfelszíni struktúrákat a patogén 
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baktériumoknál is találunk (Reuhs et al., 1998). Számos Gram-negatív baktériumhoz hasonlóan 

a S. meliloti különféle mucoid sejtfelszíni poliszacharidokat termel. Az exopoliszacharid (EPS) 

a külső környezetbe szekretálódik, elfojtja a növényi védelmi választ. A lipopoliszacharid 

(LPS) az infekció későbbi szakaszában lehet fontos, például az infekciós fonal növekedését 

segíti a gyökér kortikális sejtekig. A sejtmembrán körül található kapszuláris poliszacharid 

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

poliszacharidok szimbiózisban betöltött szerepére különböző infekcióban hibás (Inf-) baktérium 

mutáns vizsgálatával derítettek fényt. Ilyen mutánsok a gümő inváziójára képtelen baktériumok, 

melyek el tudják indítani a gümőfejlődést, de nem képesek bejutni annak belsejébe, “üres” 

gümők keletkeznek, illetve némely Fix-  fenotípusú mutáns, mely a normális nitrogénkötésre 

alkalmatlan. A következőekben az EPS, LPS, de legfőképpen a KPS bioszintézisét, szerkezetét, 

funkcióját mutatom be. 

2.4.1. Az exopoliszacharidok 

A Rhizobium fajok által termelt exopoliszacharidok (EPS) a sejt felszínén 

akkumulálódnak, majd a sejt környezetébe szekretálódnak. Három típusát ismerjük. Az egyik 

típus az EPS-I (másnéven savas EPS) (Kannenberg and Brewin, 1994), amely 7-9 hexóz 

származékból álló ismétlődő alegységek heteropolimere. Az alegységeken szukcinil, acetil és 

piruvil módosításokat tartalmaz. Savas jellegét az uronsav, szukcinát, piruvát elemek 

jelenlétének köszönheti. A S. meliloti által termelt savas exopoliszacharid (EPS-I) a 

szukcinoglükán, hét glükóz és egy galaktóz molekulát tartalmazó, ismétlődő alegységekből épül 

fel (Fraysse et al., 2003). Molekula tömeg alapján két fajtája ismert: az alacsony 

molekulatömegű (LMW) és nagy molekulatömegű (HMW) EPS (Reinhold et al., 1994). A 

szukcinoglükán poliszacharid szintézise négy lépésből áll, melyért a pSymB megaplazmidon 

elhelyezkedő exo gének felelősek. Első lépésként, az UDP-glükóz és UDP-galaktóz szintézise 

történik (pl. exoB,C,N,Y), majd egy sejtmembránba ágyazott lipid hordozó felszínén zajlik az 

ismétlődő oktoszacharid alegység szintézise nukleotid-cukorból (exoF,J,A,L,M,N,O,U). 

Következő lépésben az alegységek módosítása (szukcinil – exoH, acetil – exoZ, piruvil – exoV), 

majd legvégül az oktoszacharid alegységek polimerizációja, és a sejtfelszínre való szállítása 

történik (exoP,T,Q) (Reuber and Walker, 1993). Az exopoliszacharidnak alapvetően a nitrogén 

kötő gümő létrejöttében, az infekciós fonal kialakulásában van meghatározó szerepe (Leigh and 

Walker, 1994). A determinált gümő létrehozásában nem meghatározó, de az indeterminált 

gümő esetében létfontosságú, melyre a belső kéregsejtek állandó merisztematikus aktivitása 

jellemző (Gray et al., 1991). 



14 
 

Számos exopoliszacharid termelésében hibás S. meliloti törzs nem képes a növény 

inváziójára (Exo-, Inf- fenotípus), mert az infekciós fonalak abortálódnak a fejlődő gümő 

belsejében (Cheng and Walker, 1998; Gonzáles et al., 1998). A galaktozil-1-P transzferáz 

szintéziséért felelős exoY génben mutáns baktériumok vizsgálata rávilágított arra, hogy a 

szukcinoglükán nem fontos a gyökérszőr meggörbülésében és az infekciós fonal iniciációjában, 

de létfontosságú a fonal növekedésében. Az EPS-t termelő, de azon acetil csoporttal nem 

rendelkező exoZ- és szukcinil csoport nélküli exoH- mutánsok vizsgálata is hasonló eredményre 

vezetett (Cheng and Walker, 1998). A másik, az EPS-II néven ismert poliszacharid a glükózt és 

galaktózt tartalmazó, diszacharid egységekből felépülő galaktoglükán. A  bizonyos szerkezetű 

kapszuláris poliszacharidhoz hasonlóan képes helyettesíteni az EPS-I funkcióját, de kevésbe 

hatékonyan (Glazebrook and Walker, 1989; Petrovics et al., 1993; Putnoky et al., 1990).  

Létezik egy harmadik exopoliszacharid csoport, melyet újabban különválasztnak az 

említett EPS-I és EPS-II poliszacharidoktól. A periplazmatikus térben található ciklikus β–

glükánoknak, egyrészt a baktérium gyökérszőrökhöz való kapcsolódásában van szerepe, 

másrészt a növényi védekezési válaszok blokkolásában (Breedveld and Miller, 1994; Bhagwat 

et al., 1999). Szerkezetük β-1,2-glükán származék neutrális homopolimerje, melyen 

foszfoglicerol, foszfokolin és szukcinil módosítás van. Szintézisükért egyes ndv gének 

felelősek. Az ndvB a poliszacharid szintézisében, míg az ndvA a transzportban vesz részt. Az 

ndv mutánsok vizsgálata alapján kiderítették, hogy a szimbiózis kialakulásában valójában nem a 

poliszacharidnak van fő szerepe, hanem baktériumsejtek hipoozmotikus adaptációs 

képességének, melyet az említett gének biztosítanak (Dylan et al., 1990). 

2.4.2. A lipopoliszacharidok 

A lipopoliszacharidok (LPS) a Gram-negatív baktériumok sejtfelszínének fontos 

alkotóelemei, melyek a legfőbb védekező mechanizmust biztosítják a külső környezeti 

tényezőkkel szemben (Campbell et al., 2002). Mind a szimbiotikus rhizobiumok, mind a velük 

rokon baktériumok, mint az emlős sejteket fertőző patogén Brucella fajok esetében, a 

gazdasejtben való túléléshez lényeges az LPS megléte (LaVier et al., 2000; Ferguson et al., 

2004). Szerkezetileg három egységre bonthatók. A külső foszfolipid membránba egy ún. 

horgonyzó molekulával, a lipidA egység segítségével rögzülnek, mely általában 2,3-diamino 

glükóz egységből áll. Elsősorban 4-6 α-hidroxi zsírsavat hordoz a glükózamin-diszacharid. 

Ehhez kapcsolódik Kdo (keto-deoxi-oktulonsav) szerkezetű molekulán keresztül egy 

konzerválódott “core” oligoszacharid, melyhez a törzsspecifikus, immunogén aktivitással 

rendelkező O-antigén kötődik. Az O-antigén uronsavat, heptózokat tartalmazhat, de általában 
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igen gazdag deoxi- és/vagy metildeoxi-cukor származékokban. A lipidA és a „core” 

oligoszacharid egységeket közösen tartalmazó LPS-t „rough” (R-LPS) formának nevezzük. Az 

O-antigén egységet is tartalmazó formát „smooth” LPS-nek (S-LPS) hívjuk. 

A rhizobiumok által termelt LPS több tulajdonságban is eltérhet. A horgonyzó molekula 

különböző szerkezetű lehet és igen hosszú zsírsavlánccal rendelkezhet (Müller et al., 1988). A 

Rhizobium sp. NGR234-es törzsnél megfigyelték, hogy a szabadon élő forma főként R-LPS-el 

rendelkezik, mely nem tartalmazza a variabilitást okozó O-antigén, míg a S-LPS szintézise 

jelentősebb a flavonoid indukció során és a bakteriod formában (Reuhs et al., 2005). A 

baktériumot körülvevő környezet befolyásolhatja, hogy melyik forma jelenik meg a 

sejtfelszínen. 

A S. meliloti LPS mutánsok szimbiózisra képesek a gazdanövénnyel, de a szimbiótikus 

kapcsolat lassabban alakul ki, mint a vad típusú baktériumok esetében (Kannenberg and 

Brewin, 1994). A megfelelő mutáns baktériumok hiánya miatt még nem teljesen ismert a 

lipopoliszacharid általános és szimbiotikus funkciója, bioszintézis génjei. A megfelelő 

ismeretek hiányának oka az is, hogy nem minden baktérium-növény kapcsolatnál fontos, 

inkább a partnerspecifikusságot határozza meg . Az lpsB génben mutáns baktériumok (Fix- 

fenotípus) esetében ilyen gazdaspecifikus funkciót mutattak ki. A mutánsok normál szimbiózist 

alakítanak ki a M. sativa növénnyel, míg M. truncatula fajjal nem képesek (Lagares et al., 

2001). Léteznek olyan baktérium törzsek is, mint például a S. meliloti 41 törzs, melyeknél az 

LPS nem játszik fontos szerepet a fertőzésben, vagy más struktúra veszi át a szerepét. Itt az R-

LPS forma hiányozhat. Más rhizobium fajoknál azonban sok esetben előfordul, hogy csak az 

LPS bizonyul lényeges tényezőnek, míg a többi poliszacharid nem (Lagares et al., 1992). 

Rhizobium etli baktériumban eddig három régiót azonosítottak, melyeknek szerepe van az 

LPS bioszintézisében. Az α és γ régiók (α-lps, γ-lps) a kromoszómán, a β régió (β -lps) 

plazmidon helyezkednek el (Noel, 1992). Az α-lps az O-antigén és core oligoszacharid, a β-lps 

pedig csak a core oligoszacharid szintéziséért felelős (Cava et al., 1989). A lipidA molekula 

prekurzora az UDP-N-acetil-glükózamin (UDP-GlcNA), melyet az Esherichia coli génjeihez 

hasonló gének alakítanak át Kdo2-lipid IVA molekulává, majd ebből alakul ki a rhizobiumokra 

jellemző szerkezetű lipidA (Price et al., 1995). 

2.4.3. A kapszuláris poliszacharidok 

Léteznek olyan rhizobiumok, melyek nem termelik egyik formájú exopoliszacharidot 

sem, mégis szimbiózist tudnak kialakítani a gazdanövénnyel. Ennek oka az, hogy ezek a 

baktériumok olyan kapszuláris poliszacharidot (KPS vagy K-antigén) termelnek, amely átveszi 
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az exopoliszacharid szerepét a szimbiózis kialakításában. Ilyen baktérium a S. meliloti 41 törzs 

exoB mutánsa (más néven AK631) (Putnoky et al., 1990). A K-antigén kiváltja a gazdanövény 

izoflavonoid bioszintézis génjeinek gyors indukcióját, beindítva a növényi felismerési 

folyamatokat (Becquart-de Kozak et al., 1997). A KPS, mint egy kapszula veszi körül a 

baktériumot, amely rezisztenciát biztosít egyes bakteriofágokkal szemben, védi a különféle 

abiotikus tényezőktől, mint a kiszáradás, valamint igen jelentős a szimbiotikus felismerés korai 

szakaszában (Petrovics et al., 1993; Putnoky et al., 1990). A lipopoliszacharid egy 

konzerválódott szerkezetű poliszacharid, ezzel ellentétben a KPS törzsspecifikus, sok variánsa 

fordul elő (Whitfield and Roberts 1999). A KPS szorosan kapcsolódik a baktérium felszínéhez 

és rendelkezik alacsony (LMW) és nagy (HMW) molekulatömegű típussal. Az említett exoB 

mutáció esetében a HMW KPS tudja helyettesíteni az EPS-t. A KPS szintézise során egy 8-15 

egységből álló oligoszacharid szintetizálódik, majd polimerizálódik a HMW típus és 

exportálódik a sejtmembránon keresztül. A LMW KPS viszont membránhoz kötött 

poliszacharid (Reuhs et al., 1995). 

 

4. ábra: A S. fredii USDA205 törzs KR1 antigén ismétlődő egységének (Kdops) elsődleges 
szerkezete (Reuhs et al., 1993) 

A K-antigén széleskörben elterjedt a talajbaktériumokban. Rhizobiumokban először a 

Sinorhizobium fredii USDA205 törzsben izolálták (4. ábra) és kiderült, hogy strukturálisan 

analóg a különböző E. coli törzsek által termelt II-es típusú K-antigénekkel, amelyeknek a 

patogenitásban van szerepük (Forsberg and Reuhs, 1997; Reuhs, 1997). A hasonlóság a KPS 

magas Kdo tartalmára is utal. A II-es típusú K-antigének szintéziséért három génrégió felelős E. 

coli baktériumban. A törzsspecifikus alegységek szintéziséért felelős 2-es régió határozza meg a 

poliszacharid szerotípusát, glikoziltranszferázokat, speciális cukor nukleotid szintetázokat 

kódol (Roberts, 1996; Whitfield and Roberts, 1999). A másik két régió konzerválódott géneket 

tartalmaz: az 1-es régió a polimer exportjáért és transzlokációjáért felelős fehérje komplex 

elemeit kódolja (kpsF, kpsE, kpsD, kpsU, kpsC,), míg a 3-as régió ABC transzportereket 
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tartalmaz (kpsT, kpsM). A polimer ABC-transzporter komplex segítségével jut át a 

sejtmembránon, majd α-glicerofoszfát molekulákon keresztül ágyazódik a külső membránba 

(Silver et al., 2001). 

Az E. coli termelte KPS alkotóeleme a sziálsav, mely a 9 szén atomot tartalmazó 2-keto-

3-deoxi cukrok családjába tartozó vegyületek közé sorolható (Schauer et al., 1995). Ebbe a 

csoportba tartozik a rhizobiumok által termelt pszeudaminsav (Pse5,7Ac) vagy a 3-deoxi-D-

manno-2-oktulozonsav (Kdo). A rhizobiumok kapszuláris poliszacharidjai tartalmaznak 

megegyező és eltérő egységeket, közös elemek a hexóz és 1-karboxi-2-keto-3-deoxi cukrokból 

álló ismétlődő egységek, különböznek a glikozil alegységek elrendezésében, a 

térszerkezetükben, a kapcsolódó oldalláncok mintázatában, molekula méretben (Reuhs et al., 

1993; Reuhs et al., 1998; Reuhs et al., 1997). Számos Gram-negatív faj sejtfelszíni 

struktúrájában találtak pszeudaminsavat, úgymint az LPS, KPS, flagellum és pilus alkotójaként.  

A S. meliloti 41 törzse egy KR5 antigén néven ismert kapszuláris poliszacharidot termel, 

mely szimbiotikusan aktív. A KR5 antigén diszacharid alegységekből épül fel. Az alegység egy 

glükuronsavból és egy 5,7-diamino-3,5,7,9-tetradeoxi nonulozonsavból áll (pszeudaminsav, 

Pse), melyen 7-N-acetil és 5-N-β-hidroxibutiril módosítások is találhatók, rövidítve: [(5-

OHBut, 7-NAcPse)-GlcA] (Reuhs et al., 1998; Rosenow et al., 1995). Az elmúlt évek kutatásai 

során három géncsoportot azonosítottak a S. meliloti 41 törzsben, melyek a KPS 

bioszintéziséért felelősek: ezek az rkp-1, rkp-2, és rkp-3 régiók. 

A kromoszómális rkp-1 régióban (régebbi nevén fix-23) 10 gén található (rkpA-J). Az 

első tanulmány szerint a gének nagy része olyan fehérjéket kódol, melyek hasonlóak a 

különböző zsírsavszintézisben részt vevő enzimekkel, ezek a fehérjék a lipofil molekulák 

módosításában és szállításában játszanak szerepet (Petrovics et al., 1993). Az említett gének 

feladata - a feltételezések szerint - , hogy a K-antigén bioszintéziséhez szükséges lipid hordozót 

létrehozzák. Az RkpF esetében kísérletesen is bizonyították, hogy egy acil csoport szállító 

fehérje (Acyl carrier protein) (Epple et al., 1998). Az RkpJ fehérjének a kapszuláris 

poliszacharid transzportjában lehet szerepe, mivel az E. coli KpsS fehérjéjével homológ, melyet 

már részletesebben tanulmányoztak (Whitfield and Roberts 1999). Ha mutáció történik az 

említett génekben, akkor a KPS nem jelenik meg a baktérium felszínén, viszont a régióban 

nincsenek olyan gének, melyeknek a cukoralegységek bioszintézisében vagy a KPS 

polimerizációjában lenne szerepük (Petrovics et al., 1993; Kiss et al., 1997). 

A kromoszómán található rkp-2 régió két olyan génnel rendelkezik, melyek a vad típusú 

LPS kialakításához szükségesek. A bioinformatikai elemzések alapján az lpsL gén által kódolt 

fehérje egy UDP-glükuronsav epimeráz, mely a lipopoliszacharid bioszintézisében lehet fontos. 
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A másik fehérje, az RkpK valószínű, hogy egy UDP-glükóz dehidrogenáz, amely az UDP-

glükóz UDP-glükuronsavvá oxidálását katalizálja. Az RkpK fehérje az LPS és a KPS 

bioszintézisében is fontos (Kereszt et al., 1998). A KPS illetve LPS bioszintézis útvonalban 

betöltött helyüket az 5. ábra szemlélteti. 

 

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

A pSymB megaplazmidon található rkp-3 régióban eddig 10 gént (rkpLMNOPQ, rkpRST, 

rkpZ) azonosítottak, melyek pontos funkciója homológiák alapján feltételezett, még kísérletesen 

nem teljesen bizonyított. Az rkp-1 és rkp-2 régióban található gének általánosan előfordulnak a 

Sinorhizobium genusban, ezzel szemben az rkp-3 régiót eddig csak a S. meliloti 41 törzsben 

azonosították (Kiss et al., 2001; 6. ábra). Az említett gének a KPS bioszintézisért, és a 

sejtfelszínre való exportálásáért, valamint ezáltal a növény infekciójáért felelősek. A S. meliloti 

41 törzsben feltételezhetően az egy policisztronos operont alkotó rkpL-Q gének között vannak 

olyan gének, melyek homológiát mutatnak különféle transzferáz enzimet kódoló génekkel 

(például: rkpM, rkpO, rkpP). 

Az rkpLMNOPQ gének feltételezett funkciója a cukor prekurzorok bioszintézise a KPS 

polimer számára. Az rkpLMNQ gének feltehetően a pszeudaminav szintézisét végzik, az rkpO 

valószínűleg a pszeudaminav transzportjáért felelős. Külön csoportot alkotnak az rkpR, rkpT, 

rkpS génektől. A fehérje homológia vizsgálatok alapján a három gén feladata lehet az, hogy a 

KPS polimert transzportálják a citoplazmából a sejtfelszínre. Az rkpT és rkpS olyan szekvencia 
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motívummal rendelkeznek, mely specifikus az ABC transzporterek családjában. A régió utolsó 

génje a polimerizáció szabályozását biztosító rkpZ, melyet korábban lpsZ génként 

azonosítottak. Az RkpZ fehérje homológ az E. coli KpsC fehérjéjével, melyről tudjuk, hogy 

befolyása van a termelt KPS méretére és exportjára (Brzoska and Signer, 1991). Ez a gén 

lehetővé teszi, hogy a KPS LMW formája is termelődjön és ezzel biztosítsa a megfelelő 

szimbiotikus kapcsolat létrehozását (Reuhs et al., 1995). 

 

6. ábra: A S. meliloti 41 rkp-3 régiójának fizikai és genetika térképe (Kiss et al., 2001) 
Az ábra felső részében a két komplementáló kozmid klón (pAT399 és pAT401) látható, függőleges 
vonallal a Tn5 inszerciók vannak jelölve, a vonalak hosszúsága a fenotípust jelzi. Az ábra alsó felén az 
azonosított gének elhelyezkedése van feltűntetve. 

Az előzőekben ismertetett poliszacharidok fontos feladatot tölthetnek be a baktérium-

növény szimbiózis kialakulásában, a baktérium külső környezeti tényezők elleni védelmében, 

ahogyan a bakteriofágok elleni védekezésben is. Az EPS és KPS szerkezete nagymértékben 

különbözik, mégis azonos szerepük lehet a szimbiózisban. A S. meliloti AK631 törzsnél az EPS 

feladatát a kapszuláris poliszacharid veszi át. Ismeretes, hogy a baktérium és a gazdanövény 

közötti kapcsolat igen specifikus a poliszacharidok tekintetében is. Az, hogy alapvetően eltérő 

szerkezetű poliszacharidok helyettesíteni képesek egymást az invázió folyamatában arra utal, 

hogy a növény több független mechanizmussal is felismerheti a baktériumot. 

A sejtfelszíni struktúrák tanulmányozásában, a bioszintézis gének azonosításában fontos 

eszközök lehetnek a törzsspecifikus bakteriofágok. A KR5 antigén esetében a 16-3 bakteriofág 

fontos szerepet játszott a bioszintézis gének feltérképezésében. Ezért a továbbiakban áttekintem 
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a fágfertőzéssel és fágreceptorokkal kapcsolatos eddigi kutatások eredményeit és azokból 

felállított elméleteket. 

2.5. Bakteriofág receptorok 

Ahogy a bevezetőben is említettük a baktériumok és bakteriofágok fontos modelljei, 

illetve eszközei a genetikai kutatásoknak. A baktériumok vírusai a bakteriofágok vagy röviden 

fágok a bioszféra legnépesebb tagjai (Brüssow and Hendrix, 2002). A legtöbb ismert fág 

ikozaéder alakú feji résszel és ehhez kapcsolódó farkirosttal rendelkezik (Caudovirales). 

Egyfajta nanomolekuláris gépezetek, melyek felismerik a gazdasejt felszínét és bejuttatják 

genomjukat a baktérium citoplazmájába, majd átprogrammozzák a sejtet, hogy sokszorozza 

meg azt. A bakteriofágok a külső membránon található komponensekhez kapcsolódnak a 

fertőzési folyamat elején (Charbit and Hofnung, 1985; Hashemolhosseini et al., 1994a; 

Hashemolhosseini et al., 1994b; Wang et al., 2000). Például a különböző E. coli baktériumon 

izolált és leginkább tanulmányozott fágok közül a Mu (Sandulache et al., 1984) és ΦX174 

(Incardona et al., 1985) fág a lipopoliszacharidhoz kapcsolódik, míg a λ fág (Szmelcman és 

Hofnung. 1975), T6 (Schneider et al., 1993), és TLS (German és Misra 2001) fágok a LamB, 

Tsx, TolC külső membránfehérjékhez. A T2 (Lenski 1984) és T4 (Silverman és Benson 1987; 

Yu és Mizushima 1982) fágok lipopoliszacharidhoz és fehérjéhez is kötődhetnek. A fehérjék 

porin típusúak, fémionok felvételéért felelősek, fágok, toxinok, antibiotikumok receptorai 

(Nikaido 1994; Nieweg és Bremer 1997.). 

Ismeretes, hogy egyes fágok specifikusan képesek felismerni bizonyos kapszuláris 

poliszacharidokat. Példaként említve a különböző K antigénnel rendelkező E. coli törzseken 

izolált K fágok (KPS specifikus, kapszula specifikus fágok), mint a K1 (Gross et al., 1977) 

vagy K5 kolifágok (Gupta et al., 1983). A fág farki részén lévő fehérjének enzimatikus 

aktivitása van, mely degradálja a kapszuláris poliszacharidot, miáltal a fág kapcsolódhat a külső 

membránon lévő másodlagos receptorhoz. Endoglikozidáz vagy poliszacharid liáz segítségével 

bontják a KPS molekulákat (Hanfling et al., 1996). Ezen fehérjék kulcsfontosságúak a 

gazdaspecificitás tekintetében. A KPS nemcsak receptorként, hanem védelemként is szolgál 

más fágokkal szemben, melyek a kapszula alatti struktúrákat ismernék fel, viszont a kapszula 

egy fizikai akadályt jelent számukra, ahogyan ez a K1 poliszacharid esetében is fennáll. A T7 

fág egy olyan farkirost fehérjét kódol, amely specifikusan képes felismerni és kötődni az LPS-

hez, viszont a K1 poliszacharid blokkolja adszorbcióját a baktériumhoz (Steven et al., 1988). 

Hasonló esetet leírtak más E. coli törzsben is ahol az LPS O-antigén lánca védi a 

fágreceptorként szolgáló külső membrán fehérjéket (van der Ley et al., 1986) míg a 
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Staphylococcus aureus és Streptococcus pneumoniae kapszuláris poliszacharidja a fágfertőzést 

gátolja (Bernheimer és Tiraby et al., 1976; Wilkinson és Holmes 1978). Valószínűsíthető, hogy 

a természetben élő baktériumok kapszuláris poliszacharidjának fennmaradása nagyban 

köszönhető annak, hogy képes megvédeni a sejtet a fágoktól. A KPS sokfélesége és az ezt 

lebontani képes bakteriofágok diverzitása a baktériumok és fágok közötti „fegyverkezési 

verseny” eredménye lehet. Ez azt feltételezi, hogy a kapszula specifikus fágok kifejlesztették a 

depolimerizáció képességét, hogy ezáltal felülkerekedjenek a KPS fizikai akadályán. Sajnos 

azonban még kevés olyan tanulmány van, ahol kiderítették, hogy a KPS direkt módon blokkolja 

a fágadszorbciót (Bernheimer és Tiraby et al., 1976; Ley et al., 1986; Wilkinson és Holmes 

1978). 

A bakteriofágok vizsgálata nem csak a patogenitás és a baktérium-fág felismerési 

folyamatok szempontjából jelentősek. A bakteriofágok fontos eszközei a különböző baktérium 

fajok közötti horizontális géncserének és részben megmagyarázzák az egy fajba tartozó 

baktérium törzsek közötti genetikai különbségeket is (Desiere et al., 2001; Lawrence et al., 

2001). 

2.6. Rhizobium fágok 

Számos alkalommal izoláltak már rhizobium fágokat vagyis ún. rhizobiofágokat talajból 

és szimbiotikus gümőből. A kísérletek kimutatták, hogy hatással vannak a gazdabaktériumok 

populációjának méretére és természetére, befolyásolják a rhizobium törzsek versengését a 

noduláció során és elősegítik a fágrezisztens szimbionták szelekcióját. A fágrezisztensé válás 

gyakran együtt jár az infekciós és szimbiotikus képességek elvesztésével. A talajban hasonló 

szelekciós aktivitás a teljes szántóföldi gyökér-gümő baktériumok populációjának 

nitrogénkötését csökkenti, így befolyásolják a pillangósvirágú gazdanövények növekedését is 

(Lawson et al., 1987). 

A különböző kolifágokhoz hasonlóan, sejtfelszíni poliszacharidot depolimerizáló 

fehérjéket találtak rhizobium fágoknál is, melyek feladata, hogy lebontsa a poliszacharidot 

mielőtt a fág kötődik a receptorhoz a sejt felszínén (Barnet and Humprey 1975; Higashi and 

Abe 1978). 

A Sinorhizobium meliloti 41 törzs temperált, speciális transzdukáló fágja a 16-3 

rhizobiofág, melyet Szende és Ördögh izolált Balatonberény környékén (Szende and Ordogh, 

1960). A rhizobiumok fágjai közül részleteiben a legismertebb. Molekuláris tulajdonságaiban 

hasonlít a λ fágra. Meghatározták már fizikai és genetika térképét, részletesen tanulmányozták 

több gén és kromoszómális régió funkcióját (Orosz et al., 1973; Dallman et al., 1979; Dorgai et 
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al., 1981; Dorgai et al., 1983). A kutatások eredményeiből megismerhetjük a lizogenitásért 

felelős fő c represszort, valamint ennek operonját (Dallmann et al., 1987; Dallmann et al., 1991; 

Papp et al., 2002), a helyspecifikus rekombináció elemeit az int, xis géneket (Semsey et al., 

1999), a fág DNS integrációjában szerepet játszó attP és attB régiókat, a homoimmun fágok 

ellen védettséget adó immX régiót (Csiszovszki et al., 2003). Egy ún. "host-range" mutáció 

izolálása és térképezése lehetőséget adhat arra is, hogy azonosítsuk a fágreceptort és 

tanulmányozhassuk a baktérium-fág felismerési folyamatot (Orosz and Sik, 1970). 
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3. A munka előzményei 

Számos kutatócsoport jellemezte már a szimbiózis kialakulásában szerepet játszó 

növényi, illetve bakteriális géneket. A növény inváziójához szükséges bakteriális gének 

funkciójáról viszonylag még kevés ismerettel rendelkezünk, ezért az említett folyamat 

pontosabb megismerése érdekében, jónéhány infekcióban hibás (Inf-) S. meliloti mutánst 

izoláltak és jellemeztek már (Putnoky et al., 1988). Segítségükkel sikerült kimutatni, hogy a 

baktérium különböző poliszacharidjainak fontos szerepük van a szimbiózis kialakulásának 

inváziós szakaszában. Mindemellett leírták, hogy az EPS vagy bizonyos szerkezetű KPS 

jelenléte elengedhetetlen a funkcionális gümő kialakulásához (Putnoky et al., 1990; Petrovics et 

al., 1993; Kereszt et al., 1998). 

Ahogyan a bevezetőben is említettük a S. meliloti AK631 törzs nem termel 

exopoliszacharidot, mégis képes szimbiózist kialakítani a gazdanövényeivel, mivel a törzs által 

termelt KPS helyettesíteni tudja az exopoliszacharidot a gümőfejlődés során (Putnoky et al., 

1990; Petrovics et al., 1993). Bizonyos vizsgálatok, melyeket több S. meliloti törzsön végeztek 

arra utalnak, hogy a kapszuláris poliszacharidoknak akár elsődleges szerepük is lehet az 

infekciós folyamatban, szerkezetük meghatározhatja a gazdaspecificitást (B. Reuhs személyes 

közlés). 

A KR5-antigén bioszintézis génjeinek feltérképezésénél számos Tn5 inszerciós mutánst 

izoláltak az rkp régiókban, AK631 genetikai háttérben (Putnoky et al., 1990; Kiss and 

Kondorosi, 1997; Kereszt et al., 1998; Kiss et al., 2001). A legtöbb mutáns invázióra képtelen 

volt, az infekciós fonal abortálódott, minek folytán üres gümők keletkeztek. A mutánsok 16-3 

bakteriofággal szemben rezisztenciát mutattak és a poliszacharid mintázatának vizsgálatára 

alkalmas DOC-PAGE elemzések alapján a KPS részlegesen vagy teljesen eltűnt. Néhány gén 

esetén mint az rkpR, rkpT, a mutáció nem okozott változást ezen tulajdonságokban, míg az 

rkpO vagy rkpH esetén Inf- fenotípus és vad típustól eltérő mintázatú KPS mellett a 16-3 fág 

irányában a szenzitivitás megmaradt. Gyanítani lehetett, hogy az Inf- fenotípusú törzsek fággal 

szemben mutatott rezisztenciáját is a KPS hiányának vagy hibájának köszönhetik. 

Következésképpen, a poliszacharid bioszintézise és a fágreceptor jelenléte nagy 

valószínűséggel összefügg. Ezen információkból kiindulva feltételezték azt, hogy a KPS 

molekula egyúttal receptorként szolgálhat a 16-3 fág számára (Petrovics et al., 1993; Putnoky et 

al., 1990). 
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3.1. Az rkpY gén azonosítása és jellemzése az rkp-3 régióban 

Előző munkák során az rkp-3 régió még ismeretlen szekvenciájú jobb oldalán olyan Tn5 

inszerciós rkp mutánsokat izoláltak, melyek képtelenek voltak a növény inváziójára és a 16-3 

vad típusú fággal szemben rezisztenciát  mutattak (Kereszt et al., 1998; Kiss et al., 2001; 6. 

ábra). A kapszuláris poliszacharid DOC-PAGE elemzése alapján a mutánsok alacsony 

molekulatömegű (LMW) poliszacharidot termeltek nagy mennyiségben. A jellegzetes 

mintázatú poliszacharidot a KPS prekurzorának vélték. A mutációkat hordozó feltételezett gént 

rkpY génnek nevezték el. A Tn5 inszerciók segítségével izoláltak egy körülbelül 6 kb nagyságú 

BamHI fragmentet. Meghatározták a DNS-szekvenciáját (AJ249130), melyen egy 1024 

aminosavat kódoló ORF-et azonosítottak. Megállapították a Tn5 inszerciók pontos helyzetét 

(Putnoky Péter munkája) és komplementációs kísérletekkel bizonyították, hogy a leírt 

fenotípust az azonosított ORF mutációja okozza. Meglepő módon nem találtak az rkpY 

termékével semmilyen homológ fehérjét az adatbázisokban, vagyis egy teljesen új poliszacharid 

szintézis gént sikerült azonosítaniuk. 

Ahogyan minden más rkp mutáns baktérium esetében, úgy az rkpY mutánsok esetében is 

a vad típusú 16-3 fág képtelen kötődni a sejtfelszínhez. Az rkpY mutánsokra jellemző 16-3 

fágrezisztenciát kihasználva az rkpY génben spontán mutáns baktériumot izoláltak (EN3222 

törzs, Nagy Enikő munkája), mely az rkpY mutánsokra jellemző jellegzetes mintázatú 

poliszacharidot termelte. Ez a törzs a további genetikai munka fontos eszköze lett. 

3.2. A 16-3 rhizobiofág receptorának azonosítása 

A kapszuláris poliszacharid fágfertőzésben mutatott szerepe lehetőséget adhat további 

KPS bioszintézis gének és a fágreceptor alkotóinak megismerésére. Erre alkalmas a 

receptorhibás baktériumok és a host-range fágmutációk azonosítására kidolgozott 

mutánsizolálási módszer (Orosz and Sik, 1970). 

Első megközelítésként olyan baktérium mutánsokra volt szükség, melyek felszínén a KPS 

módosult formában van jelen, vagyis „finom” szerkezeti változásokat szerettünk volna 

vizsgálni, melyek egyben hatással vannak a szimbiózis kialakulására és a fágérzékenységre. 

Ennek érdekében csoportunkban olyan mutánsizolálási eljárást alkalmaztunk, melynek során a 

S. meliloti 41 (RM41) törzsre specifikus 16-3 bakteriofágot használtuk szelekciós eszközként. 

Az RM41 törzsből izolált mutációk azonosítása az ún. host-range jelenség segítségével történt. 

A gazdaspecificitási vagy host-range mutáció a fág baktériumfelszínt felismerő fehérjéjét 

kódoló gén mutációja révén alakult ki. Ha egy fágra rezisztenssé vált baktérium mutánson 

lehetséges volt host-range fágmutánst izolálni, ez azt jelentette, hogy a receptor a mutáció 
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következtében csak kisebb szerkezeti változást szenvedett, de megtalálható volt a felszínen. A 

fág egy speciális mutáció (host-range) révén képes volt alkalmazkodni ehhez a változáshoz. 

Több szempontot kellett figyelembe vennünk a spontán receptor mutáns baktériumok és 

host-range fágok azonosításánál, mivel a vad típusú fág fertőzésének elmaradását a következő 

tényezők okozhatják: i) a fág nem képes kötődni a receptorhoz vagy akár a fágreceptor nincs is 

jelen a baktérium felszínén, ii) a baktériumok lizogéniája, iii) a fág szaporodásához szükséges 

bakteriális gének hibája. A fág kötésére képtelen baktérium mutánsok között azokat kerestük, 

melyek felszínén a receptor nem tűnt el, csak módosult vagyis host-range fágot tudunk izolálni 

rajta. Természetesen ez akkor valósulhatott meg, ha a fág populációban történt olyan mutáció a 

baktériumfelszínt felismerő farki rost fehérjét kódoló génben, mely által a fág képes volt 

kötődni a megváltozott fágreceptorhoz. 
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4. Célkitűzések 

Munkánk elsődleges célja az volt, hogy újabb kapszuláris poliszacharid bioszintézis 

géneket azonosítsunk illetve, hogy további ismereteket szerezzünk a bioszintézis folyamatáról. 

A KPS bioszintézis és a fágreceptor feltételezett összefüggése alapján kíváncsiak voltunk, hogy 

a KPS valóban fágreceptor szerepet is betölthet, vagy valamilyen más struktúra látja el a 

feladatot, mely kapcsolatban van annak génjeivel. Amennyiben a fágreceptor a KPS, úgy még 

ismeretlen bioszintézis gének azonosítására is lehetőség nyílhat. Ezáltal a KPS, invázió során 

fennálló gazdaspecificitási tulajdonságának mibenlétére is fény derülhet, vagyis a KPS 

bioszintézisében van-e olyan lépés, szerkezetbeli módosítás ami ezt meghatározza. Emellett, a 

fágreceptor alkotóinak azonosítását terveztük, illetve tudni szerettük volna, milyen módon épül 

fel a receptor. 

További célunk volt, az rkpY régió szekvenciájának kiterjesztése és összeillesztése a már 

ismert rkp-3 régió szekvenciájával. Különösképpen a KPS poliszacharid bioszintézis 

tekintetében szerettünk volna továbbra is újabb géneket azonosítani és jellemezni az újonnan 

meghatározott DNS szakaszon. Annak kiderítésére, hogy az rkpY mutánsok által termelt 

ismeretlen szerkezetű LMW poliszacharid bioszintézisében mely, már ismert, illetve általunk 

azonosított rkp gén vehet részt, ún. kettős mutáns baktériumok létrehozását terveztük. A 

vizsgálatokkal azt szerettük volna kideríteni, hogy az LMW poliszacharid milyen kapcsolatban 

áll az rkp génekkel, a KPS bioszintézisével, valamint az eredmények tükrében, milyen funkciót 

tölthet be az RkpY fehérje? 

Összefoglalva a következő feladatokat tűztük ki: 

• Receptorhibás baktériumok és host-range fágok izolálása és jellemzése. 

• Az rkpY régió szekvenciájának kibővítése és bioinformatikai elemzése. 

•  Az újonnan meghatározott szekvencián található gének jellemzése genetikai 

kísérletekkel. 
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5. Anyagok és módszerek 

5.1. Baktériumok, bakteriofágok, plazmidok 

A munkánk során használt baktérium és bakteriofág törzsek, valamint plazmidok 

jellemzőit az 1. táblázat tartalmazza. 

1. táblázat: Felhasznált baktérium és bakteriofág törzsek, plazmidok 

ELNEVEZÉS JELLEMZŐK REFERENCIA 

I. Baktérium törzsek, bakteriofágok, plazmidok, transzpozonok: 

Escherichia coli törzsek 

XL1 Blue 
recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lacZ∆M15 
TcR 

Bullock et al., 1987 

DH5α 
supE44, ∆lacU169 (Φ80 lacZ∆M15) hsdR17 recA1 endA1 
gyrA96 thi-1 relA1 

Hanahan 1983 

JF1754 met leu his hsr- hsm+
 Friesen, J 

PP211 JF1754 (pRK2013) KmR Putnoky Péter 
PP2843 pAT401 TcR Putnoky et al., 1990 
PP4166 pAT613 AmpR Kereszt Attila 
PP4170 pAT617 AmpR Kereszt Attila 

Sinorhizobium meliloti törzsek 

RM41 S. meliloti vad típusú (Exo+, Nod+, Fix+) Szende és Ördögh 1960 
AK631 RM41 exoB631 (Nod+ Fix+) Banfalvi et al., 1981 
GH4046 RM41 16-3 fágra rezisztens, spontán mutáns Putnoky et al., 2004 
GH4178 RM41 16-3 fágra rezisztens, spontán mutáns Putnoky et al., 2004 
GH4180 RM41 16-3 fágra rezisztens, spontán mutáns Putnoky et al., 2004 
AT212 AK631 rkpM::Tn5(212) KmR SmR Kiss et al., 2001 
EN3222 AK631 rkpY pont mutáns SmR Nagy Enikő 
PP4073 AK631 rkpY pont mutáns SmR Putnoky Péter 
AT212 AK631 rkpM::Tn5(212) KmRSmR Kiss et al., 2001 

Bakteriofágok 

16-3 S. meliloti 41 törzs vad típusú fágja Orosz László 
16-3 h5 S.meliloti GH4046 törzsön izolált host-range mutáns Putnoky et al., 2004 
16-3 hY2 S.meliloti PP4073 törzsön izolált host-range mutáns Ez a munka 
16-3 hY3 S.meliloti PP4073 törzsön izolált host-range mutáns Deák Veronika 
M1 S. meliloti SU47 baktériumon izolált bakteriofág Finan et al., 1984 
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Plazmidok 

pBluescript SK II (+/−) AmpR Stratagen, USA 
pCU101  CmR Thatte et al., 1985 
pBBR1-MCS2 széles gazdaspecificitású klónozó vektor KmR Kovach et al., 1995 
pBBR1-MCS5 széles gazdaspecificitású klónozó vektor GmR Kovach et al., 1995 
pRK2013 Helper plazmid keresztezéshez KmR

 Orosz and Sik, 1970 
pPP428 rkp-1 régiót hordozó kozmid klón Putnoky et al., 1990 
pAT330 rkp-2 régiót hordozó kozmid klón Kereszt et al., 1998 
pAT399 rkp-3 régió bal oldalát tartalmazó kozmid klón Kereszt et al., 1998 
pAT401 rkp-3 régió jobb oldalát tartalmazó kozmid klón Kereszt et al., 1998 
pPP4054 pAT399 orf140::Tn5(174) Kiss et al., 2001 
pPP4055 pAT399 rkpL::Tn5(187) -„- 
pPP4056 pAT399 rkpM::Tn5(212) -„- 
pPP4049 pAT399 rkpN::Tn5(107) -„- 
pPP4053 pAT399 rkpO::Tn5(168) -„- 
pPP4048 pAT399 rkpP::Tn5(105) -„- 
pPP4051 pAT399 rkpQ::Tn5(124) -„- 
pPAG160 pSEM155 származék SpR/StrR Ganyu et al., 2005 
pCU101 helper plazmid - pPAG160 CmR Thatte et al., 1985 
pPP2543 pUC BamHI::B2 frag. rkp-3 AmpR Putnoky Péter 
pAT401  pVK102 HindIII frg. rkp-3 TcR Kereszt el al., 1998 
pAT613 pUC EcoRI::E1 frag. rkp-3 AmpR Kereszt Attila 
pAT617 pUC EcoRI::E4 frag. rkp-3 AmpR Kereszt Attila 
pEN3265 pBBR1-MCS2 BamHI::rkpY 6 kb frag. KmR Nagy Enikő 

pAV579 
pBBR1-MCS5 BamHI-PstI::rkpY 1097 bp BamHI-
PstI frag. KmR 

Deák Veronika 

Transzpozonok 

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

II. A munka során létrehozott baktérium törzsek, plazmidok: 

Plazmidok 

pAV409 pPP4166 rkpZ::ET-KanR-3 (11222) AmpR KmR 
pAV410 pPP4166 rkpT::ET-KanR-3 (9821) AmpR KmR 
pAV411 pPP4166 rkpS::ET-KanR-3 (9091) AmpR KmR 
pAV413 pPP2543 orf8077::ET-KanR-3 (21174) AmpR KmR

 

pAV414 pPP2543 rkpY::ET-KanR-3 (18387) AmpR KmR
 

pAV415 pPP2543 orf8077::ET-KanR-3 (21840) AmpR KmR
 

pAV416 pPP2543 rkpY::ET-KanR-3 (17298) AmpR KmR
 

pAV417 pPP4170 orf8077::ET-KanR-3 (22183) AmpR KmR
 

pAV418 pPP4170 rkpT2::ET-KanR-3 (23345) AmpR KmR 
pAV421 pPP4170 rkpT2::ET-KanR-3 (23731) AmpR KmR

 

pAV423 pPP2543 orf7343::ET-KanR-3 (20447) AmpR KmR 
pAV426 pPAG160 PvuII:: pAV414 PstI frag.::ET-KanR-3 (18387) SpcR KmR 
pAV427 pPAG160 PvuII:: pAV414 PstI frag.::ET-KanR-3 (18387) SpcR KmR 
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pAV428 pPAG160 PvuII:: pAV415 SalI frag.::ET-KanR-3 (21840) SpcR KmR 
pAV429 pPAG160 PvuII:: pAV417 PstI frag.::ET-KanR-3 (22183) SpcR KmR 
pAV430 pPAG160 PvuII:: pAV417 PstI frag.::ET-KanR-3 (22183) SpcR KmR 
pAV431 pPAG160 PvuII:: pAV410 SacI frag.::ET-KanR-3 (9821) SpcR KmR 
pAV432 pPAG160 PvuII:: pAV410 SacI frag.::ET-KanR-3 (9821) SpcR KmR 
pAV433 pBs EcoRV:: pPP2843 NcoI frag. 
pAV435 pPAG160 PvuII:: pAV409 SalI frag.::ET-KanR-3 (11222) SpcR KmR 
pAV436 pPAG160 PvuII:: pAV411 SalI frag.::ET-KanR-3 (9091) SpcR KmR 
pAV438 pPAG160 PvuII:: pAV413 SalI frag.::ET-KanR-3 (21174) SpcR KmR 
pAV439 pPAG160 EcoRI:: pAV416 EcoRI frag.::ET-KanR-3 (17298) SpcR KmR 
pAV440 pPAG160 PvuII:: pAV418 PstI frag.::ET-KanR-3 (23345) SpcR KmR 
pAV441 pPAG160 PvuII:: pAV421 PstI frag.::ET-KanR-3 (23731) SpcR KmR 
pAV442 pPAG160 PvuII:: pAV424 PstI frag.::ET-KanR-3 (20447) SpcR KmR 
pAV444 pAV433 rkpR::ET-KanR-3 (7591) AmpR KmR 
pAV445 pAV433 rkpR::ET-KanR-3 (7416) AmpR KmR 
pAV451 pPAG160 PvuII:: pAV444 EheI frag.::ET-KanR-3 (7591) SpcR KmR 
pAV452 pPAG160 PvuII:: pAV445 EheI frag.::ET-KanR-3 (7416) SpcR KmR 
pAV568 pBBR1-MCS2 SalI:: rkpY 1720 bp SalI fragment 
pAV571 pBBR1-MCS2 SalI:: rkpY 1318 bp SalI fragment 

Sinorhizobium meliloti törzsek 

AV457 AK631 orf8077::ET-KanR-3 (21174) KmR 
AV458 AK631 rkpY::ET-KanR-3 (18387) KmR 
AV459 AK631 rkpY::ET-KanR-3 (17298) KmR 
AV460 AK631 orf8077::ET-KanR-3 (22183) KmR

 

AV461 AK631 rkpT::ET-KanR-3 (9821) KmR
 

AV462 AK631 orf8077::ET-KanR-3 (21840) KmR
 

AV463 PP3222 rkpT::ET-KanR-3 (9821) SmR KmR
 

AV475 AK631 rkpZ::ET-KanR-3 (11222) KmR
 

AV476 PP3222 rkpZ::ET-KanR-3 (11222) SmR KmR 
AV477 PP3222 rkpS::ET-KanR-3 (9091) SmR KmR

 

AV478 PP3222 rkpR::ET-KanR-3 (7591) SmR KmR 
AV479 PP3222 rkpR::ET-KanR-3 (7416) SmR KmR 
AV483 PP3222 orf8077::ET-KanR-3 (21174) SmR KmR 
AV484 PP3222 orf8077::ET-KanR-3 (21840) SmR KmR 
AV485 PP3222 orf8077::ET-KanR-3 (22183) SmR KmR 
AV486 AK631 rkpS:: ET-KanR-3 (9091) KmR 
AV488 PP3222 rkpR::ET-KanR-3 (7591) SmR KmR 
AV489 AK631 rkpR::ET-KanR-3 (7416) KmR 
AV490 AK631 rkpT2::ET-KanR-3 (23345) KmR 
AV491 PP3222 rkpT2::ET-KanR-3 (23345) SmR KmR 
AV493 AK631 orf7343::ET-KanR-3 (20447) KmR 
AV494 PP3222 orf7343::ET-KanR-3 (20447) SmR KmR 
AV518 PP4180 rkpY::ET-KanR-3 (18387) KmR 
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5.2. Baktériumok növesztése 

A S. meliloti törzseket komplett TA (1,5 % agar) (Ditta et al., 1980) vagy GTS (minimál) 

(Orosz et al., 1973) szilárd táptalajokon, 28°C -on illetve TA tápfolyadékban 32°C-on, az E. 

coli törzseket pedig LB (Sambrook and Maniatis 1989) tápközegben 37°C-on valamint plazmid 

DNS izoláláshoz LB tápfolyadékban növesztettük. A táptalajok a megfelelő antibiotikumot a 2. 

táblázatban feltüntetett végkoncentrációban tartalmazták. 

2. táblázat: Az antibiotikumok végkoncentrációja (µg/ml) 

Antibiotikum E. coli S. meliloti 

Tetraciklin 15 15 

Kanamicin 30 200 

Spektinomicin 50 -- 

Streptomicin -- 100 

Kloramfenikol 20 5 

Ampicillin 200 -- 

5.3. Fágok szaporítása 

A felszaporítani kívánt 16-3 fág egy tarfoltját 15 ml TA folyadékba tettük, és 0.2 ml 

éjszakán át felnövesztett baktériumtörzs hozzáadása után a lombikot 32°C-on, 12-24 órán át 

rázattuk. A fáglizátumhoz 0.1 térfogat kloroformot adtunk, majd meghatároztuk a fágszámot 

(titerét) úgy, hogy 0.1 ml megfelelően hígított fágot, 0.1 ml éjszakán át felnövesztett 

baktériumot és 4 ml TA fedőagart (0,8 % agar) összekeverve TA lemez tetejére rétegeztünk. A 

lemezeket 12-24 órán át 28°C-on történő inkubálás után értékeltük ki. A fáglizátumok általában 

108-1010 részecskét tartalmaztak milliliterenként. 

5.4. A baktériumok keresztezése 

A keresztezni kívánt baktériumokat és a “helper” törzseket (pRK származékokhoz a 

pRK2013-as plazmidot, a mutáns törzsek létrehozásánál a pCU101 plazmidot hordozó „helper”  

törzset) felnövesztettük a megfelelő antibiotikumokat tartalmazó komplett táptalajon. A 

keresztezést 0.9%-os NaCl-oldatban felszuszpendált baktériumokkal végeztük, TA lemezen 

összecseppentve őket. 16-24 órás 37°C-on történő inkubálás után a felnőtt baktériumokat 
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felszuszpendáltuk, és a megfelelő antibiotikumot tartalmazó GTS szelektív lemezre kentük 

különböző hígításban. 

5.5. Fágérzékenységi teszt 

A baktériumok fágérzékenységét az adott kísérletnek megfelelően különböző 16-3 és M1, 

M5, M9 bakteriofág törzsekkel szemben vizsgáltuk. A baktériumot tartalmazó TA fedőagar 

felszínére 5 µl, körülbelül 108-1010 darab fágot tartalmazó lizátumot cseppentettünk, és 24 órás, 

28°C-os inkubálás után vizsgáltuk, hogy bekövetkezett-e a lízis, vagyis megjelentek-e az erre 

utaló plakkok a cseppentés helyén. 

5.6. Összes DNS izolálás 

1.5 ml, éjszakán át növesztett, baktériumkultúrából a sejteket centrifugálással ülepítettük 

és 300 µl TE oldatban (50 mM Tris-HCl, 20 mM EDTA, pH=8,0) szuszpendáltuk. 100 µl 5% 

SDS-t tartalmazó TE oldatot és 100 µl pronáz oldatot (2.5 mg/ml pronáz TE oldatban) adtunk 

hozzá. 1-3 órás 37°C-os inkubálás után 500 µl fenollal ráztuk össze, majd centrifugálás után a 

felülúszót újabb eppendorf csőbe pipettáztuk át. 500 µl fenol:kloroform oldattal (25 térfogat 

fenol:24 térfogat kloroform:1 térfogat izoamil-alkohol) ráztuk össze. Centrifugálás után a 

felülúszóhoz 500 µl kloroform oldatot (24 térfogat kloroform:1 térfogat izoamil-alkohol) 

adtunk, összeráztuk és centrifugáltuk. A vizes fázist 1000 µl etanollal kicsaptuk. A kocsonyás 

csapadékot új, 500 µl 70%-os etanol tartalmú, eppendorf csőbe tettük át pipettahegy 

segítségével. Centrifugálás után a felülúszót leöntve, szárítást követően, a DNS csapadékot 100 

µl steril desztillált vízben oldottuk fel (Sambrook and Maniatis, 1989). 

5.7. Plazmid DNS izolálás 

A plazmid vagy kozmid DNS-t E. coli esetén 3-3 ml LB tápfolyadékban, S. meliloti 

esetén pedig TA tápfolyadékban, a megfelelő antibiotikum jelenlétében éjszakán át növesztett 

sejtekből Ish-Horowicz és Burke (Meade et al., 1982) szerint alkalikus lízissel preparáltuk. 1.5 

ml kultúrát eppendorf csőbe tettünk és a sejteket centrifugálással ülepítettük. A sejteket 100 µl 

TEG oldatban (25 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 50 mM glükóz pH=8,0) szuszpendáltuk fel. A 

feltárást óvatos keverés mellett 200 µl NS oldat (0.2 N NaOH, 1% SDS) hozzáadásával 

végeztük. A mintákat 5 percig 0°C -on inkubáltuk, majd erős rázással 160 µl jéghideg Na-acetát 

oldatot (3 M, pH=4.8) adtunk hozzájuk. 5 perces 0°C-os inkubáció után 5 percig centrifugáltuk, 

és a felülúszóból 320 µl izopropanollal kicsaptuk a plazmid DNS-t. 20 perces (vagy egy 
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éjszakára) -20°C-os inkubáció után a csapadékot lecentrifugáltuk és szárítottuk. A csapadékot 

100 µl Tris-pufferben (50 mM Tris-HCL, 100 mM Na-acetát, pH=8.0) oldottuk fel, majd 200 µl 

etanollal ismét kicsaptuk. 10 perc 0°C-os inkubáció után a csapadékot centrifugáltuk, 

szárítottuk, majd 30-50 µl RNáz-os tridesztillált vízben (100 µl/ml RNázA) oldottuk fel. 

A szekvenáláshoz és a transzpozíciós in vitro reakcióhoz készített preparátumoknál 

további tisztítási lépést iktattunk be. A plazmid DNS izolálálás végén 50 µl RNáz-os desztillált 

vízben vettük fel a csapadékot, majd 0.1 térfogat 10% SDS és 1 térfogat 7.5 M NH4-acetát után 

15 percig inkubáltuk jégen. Ezután centrifugáltuk 5 percig és a felülúszót új csőbe pipettáztuk, 

ehhez 0.6 térfogat izopropanolt adtunk és -20°C-ra tettük 20 percig vagy egy éjszakára. Az 

inkubálás után 400 µl 70%-os etanolos mosás, és szárítás következett. A csapadékot 40 µl steril 

desztillált vízbe vettük fel. 

5.8. Polimeráz láncreakció (PCR) 

Az rkpM gént magába foglaló, illetve ennek egy részét tartalmazó DNS-szakaszt 

sokszoroztuk meg polimeráz láncreakció segítségével. A felhasznált oligonukleotidokat az 3. 

táblázat tartalmazza. DNS szekvencia meghatározáshoz az rkpM41 rkpM4046, illetve rkpM4178 

allélt magába foglaló DNS szakaszt az RM-15 és RM-13 primerekkel, valamint az alábbiakban 

részletezett RKP-M program alkalmazásával amplifikáltuk (1625 bp).  

A transzpozíciós mutációk különböző S. meliloti törzsekbe juttatásánál a helytelen 

rekombinációs események következtében létrejött, kointegrált beépülések szelekciójára a pPAG 

plazmid pCU101 origójára (pag51, pag31) és a Str/Spc rezisztencia génjére (omga51, omga31) 

terveztünk PCR primer párokat. A pozitív kontroll reakció a pPAG160 plazmid DNS pag illetve 

omga primerekkel történő amplifikálása volt. Azt, hogy az amplifikálni kívánt DNS valóban a 

recipiens rhizobiumból származik és nem a donor E. coliból, az rkpM génre tervezett RM-15 és 

RM-33 primerek segítségével ellenőriztük. A reakciókat a PAG160 programmal végeztük. 

Az rkpY4073 allél szekvencia meghatározásához kívánt DNS szakaszt a Y-Bam734U és Y-

Bam2163L primerekkel szokszoroztuk fel, az RKP-Y programmal. 

Az alábbi PCR-programokat alkalmaztuk: 

RKP-M PAG160 RKP-Y 
1. 1 min. 94°C 
2. 30 sec. 94°C 
3. 30 sec. 62°C 
4. 1 min. 72°C 
5.34× GO TO 2 
6. End 

1. 1 min. 94°C 
2. 30 sec. 94°C 
3. 30 sec. 50°C 
4. 1 min. 72°C 
5. 33× GO TO 2 
6. End 

1. 1 min. 94°C 
2. 30 sec. 94°C 
3. 30 sec. 51°C 
4. 1 min. 72°C 
5. 33× GO TO 2 
6. End 
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3. táblázat: A PCR reakciókhoz használt oligonukleotidok 

Primer Nukleotid szekvencia (5’-3’) Számított Tm (°C) PCR termék 

RM-15 
RM-13 

GCATTAGGCCCGGGGAGAAGC 

CAGGCCGAAGGAACGGAACCTC 

62.4 
62.0 

1625 bp 

RM-15 
RM-33 

GCATTAGGCCCGGGGAGAAGC 

AGCGAAATGCACGAGCACAA 

62.4 
59.0 

659 bp 

pag51 
pag31 

GCTTGCGAGGGTGCTACTTA 

CGGTTACGAGATCCATTTGCT 

52.4 
51.3 

1076 bp 

omga51 
omga31 

GCGCGATTTTGCCGGTTACT 

GATGTTACGCAGCAGGGCAGTC 

58.8 
58.4 

655 bp 

Y-Bam734U 
Y-Bam2163L 

AGCGAAATAGCGGGATGTTC 

GCCGGAATCCGTTTCTGA 

53.5 
53.2 

1429 bp 

5.9. Fragmentizolálás 

A PCR reakcióval és restrikciós emésztéssel előállított DNS fragmenteket agaróz 

gélelektroforézis segítségével tisztítottuk. 2-3 órás elválasztást követően az izolálni kívánt 

fragment elé a gélbe Whatman DE 81 papírt tettünk és 20 perces 60V feszültség melletti 

elektroforézis után az izolálandó fragment a papírra került. A papírt eppendorf csőbe tettük, és a 

DNS-t 100 µl 1M NaCl oldattal mostuk le, kétszer egymás után. A DNS kicsapása 20 µl 3M 

Na-acetát oldattal (pH=7.0) és 120 µl izo-propanollal történt. 20 perces -20oC-os inkubálás után 

lecentrifugáltuk, szárítottuk és 10-20 µl steril desztillált vízben oldottuk fel a csapadékot. 

5.10. DNS szekvencia meghatározás 

Az izolált PCR fragmentek és a mutagenizált plazmidok DNS szekvenciáját megfelelő 

oligonuklotidok segítségével (4. táblázat) az MTA Szegedi Biológiai Központ DNS Szekvenáló 

Laboratóriumában határozták meg, illetve az általunk tervezett oligonukleotidok szintetizálása 

is itt történt. A részszekvenciákat a Chromas Pro program segítségével ellenőriztük, javítottuk 

(www.technelysium.com.au/ChromasPro.html) és a Lasergene (DNAStar Inc.) program 

segítségével illesztettük össze. 

5.11. Restrikciós emésztés, kettős emésztés, tompa vég létrehozása 

A DNS minták restrikciós emésztését Sambrook és mtsai szerint és a Fermentas cég 

termékeit használva végeztük. (Sambrook et al., 1989). A kettős emésztés esetén, az első 
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enzimreakció után a minta DNS tartalmát kicsaptuk 0.1 térfogat 3 M Na-acetát (pH=7) és 2 

térfogat EtOH (96%) hozzáadásával, és min. 20 percig vagy éjszakán át inkubáltuk -20°C-on, 

majd 5 perc centrifugálás és 70% EtOH mosás, szárítás után 30 µl steril desztillált vízben 

oldottuk fel. Ezután végeztük el a második enzimreakciót. 

A transzpozíciós mutációkat tartalmazó ragadós végű fragmenteket pPAG160 plazmidba 

történő beépítése előtt bizonyos esetekben T4 DNS polimeráz reakcióval tompa végüvé 

alakítottuk a megadott protokoll alapján (Fermentas). 

4. táblázat: A különböző szekvenálásokhoz felhasznált oligonukleotidok 

Oligonukleotid Nukleotid szekvencia (5’-3’) Számított 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 
SeqE 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 elválasztására az adott igényeknek megfelelően 0.6-1.2%-os agaróz gélt és 

TBE puffert használtunk (Sambrook and Maniatis 1989). Az elválasztásra szánt DNS mintához, 

az alábbiakban leírt összetételű STOP-oldatot adtunk (5xSTOP:). A gélelektroforézist minigél 

esetében 60 V-on, fragmentizolálásnál 40 V-on, valamint nagyobb gél esetében pedig 120-130 

V-on végeztük. Kontrollként, PstI enzimmel emésztett λ DNS-t vagy 100 bp Ladder DNS-t 

(Fermentas) alkalmaztunk. 

A géleket UVP BioDoc-It System készülékkel fotóztuk le. 

5.13. Kompetens sejt készítés 

Kompetens sejtek készítéséhez XL1-Blue E. coli törzset használtunk, melyet 3 ml LB 

tápfolyadékban a megfelelő antibiotikumok mellett egy éjszakán át 32°C -on növesztettük. 200 

ml SOB táptalajban (2% Bacto trypton, 0.5% Yeast extract, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 
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pH=7.0) higítottuk a baktérium kultúrát (OD590= 0.05-0.1) majd éjszakán át 22°C-on 

növesztettük tovább (OD590= 0.5-0.6-ig), ezután 10 percre jégre tettünk. A 10 perces 

centrifugálással összegyűjtött sejteket 80 ml hideg TB pufferben (10 mM PIPES, 15 mM CaCl2, 

250 mM KCl, pH=6,7) szuszpendáltuk. 10 percig jégen inkubáltuk, majd centrifugálással 

összegyűjtöttük a sejteket, és 20 ml jéghideg TB pufferben szuszpendáltuk. A szuszpenzióhoz 

1.5 ml DMSO-t adtunk, a sejteket Eppendorf-csövekbe szétosztva -80°C-os hűtőben 

fagyasztottuk és tároltuk transzformációig (Ish-Horovicz and Burke, 1981). 

Azonnali felhasználásra úgynevezett gyors kompetens sejteket készítettünk. A DH5α E. 

coli sejteket 3 ml LB tápfolyadékban a megfelelő antibiotikumok mellett éjszakán át 32°C -on 

növesztettük, majd 10 ml SOB folyadékban higítottuk (OD590= 0.05) és növesztettük tovább 3-4 

órát 37°C-on (OD590= 0.5-0.6-ig), majd 10 percig jégre tettük. Transzformálásonként 1.5 ml 

kultúrából centrifugálással (12000 rpm, 1 perc) gyűjtöttük össze a sejteket, majd 400 µl 0°C-os 

TBE pufferben szuszpendáltuk. Újabb centrifugálást követően a sejtket 100 µl szintén TBE 

pufferben vettük fel, majd 7 µl DMSO-t adtunk hozzá. A sejteket azonnal transzformáltuk. 

5.14. Ligálás 

A ligálási elegyet vektor DNS oldat, fragment DNS oldat, ligáz puffer (5×koncentráció: 

200 mM TrisHCL, 50 mM MgCl2, 50 mM dithiotreitol (DTT) 2,5 mM ATP, pH=7.8) és steril 

desztillált víz felhasználásával készítettük. A fragment mennyisége tízszeres volt a vektor 

mennyiségéhez képest. A reakcióhoz T4 DNS ligázt használtunk, és az elegyet legalább 2 óráig 

szobahőmérsékleten, illetve tompa végű DNS fragmentek ligálásánál 4°C-on inkubáltuk. 

5.15. Transzformálás 

Egy transzformáláshoz 100 vagy 200 µl kompetens sejtet használtunk fel. Először a 

sejteket -20°C-ról jégre tettük, és 15 perc elteltével hozzáadtuk a transzformációhoz használt 

DNS-t. 20 percig jégen inkubáltuk, majd 3 perces 37°C-os hősokkot alkalmaztunk. A hősokk 

után 100 µl sejt esetében 400 µl, 200 µl sejt esetében 800 µl LB tápfolyadékot adtunk. 1-3 óra 

37°C-os inkubáció után a sejteket szelektív táptalajra tettük. pBluescript használata esetén a 

táptalajba 40 µl IPTG (100 mM) és 40 µl Xgal oldatot (2%, dimetil-formamidban) tettünk, és a 

transzformánsokat kék-fehér screen segítségével detektáltuk. (Inoue et al., 1990). A 

transzpozíciós mutagenezissel előállított klónoknál antibiotikumot használtunk szelekciós 

eszközként (Km, Spc). 
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5.16. In vitro transzpozíciós mutagenezis 

Az rkp-3 régió vizsgálni kívánt génjeinek transzpozonos mutagenezisét a TGS II Kit 

(Template Generation SystemTM II, TGSTM II, F-702, Finnzymes) alapján végeztük el. 

Kanamicin rezisztencia gént juttattunk be az adott génekbe, ezzel mutációt létrehozva. Plazmid 

DNS tisztítás után megmértük a minta DNS koncentrációját. A reakcióhoz szükséges DNS 

mennyiséget a target DNS hossza alapján (40 ng DNS/kb) határoztuk meg. A reakciókat a leírás 

alapján állítottuk össze. A mintát 1 órán át 30°C-on inkubáltuk, ezután 10 percig 75°C-on 

inaktiváltuk, majd XL1 Blue kompetens sejtekbe juttattuk be transzformálás módszerével. A 

sejteket antibiotikumot (Km, Amp) tartalmazó lemezeken szelektáltuk, majd plazmid DNS 

izolálás után fizikai térképezéssel és DNS szekvenálással határoztuk meg az inszerciók helyét 

(lsd. 5.10. fejezet). 

5.17. KPS-LPS preparálás 

A sejtfelszíni poliszacharidok tisztítása forró fenolos extrakcióval, és ezt követően 

dialízissel történt (Kiss and Kondorosi, 1997). Az egy éjszakán át növesztett baktérium 

kultúrából 1.5 ml-t ülepítettünk centrifugálással, majd a sejteket 500 µl steril desztillált vízben 

felszuszpendáltuk. 500 µl fenol hozzáadása után a mintákat összeráztuk és 15 percig 65°C-on 

inkubáltuk, miközben 5 percenként megkevertük őket. A centrifugálást követően a vizes fázist 

dializáló csőbe mértük, és kétszer hat órán keresztül csapvízben, majd hat órán át desztillált 

vízben dializáltuk tovább. Ezt követően a mintákat liofilizálással beszárítottuk, végül a 

preparátumokat felvettük 100 µl steril desztillált vízben. 

5.18. DOC poliakrilamid gélelektroforézis (DOC-PAGE) 

A futtatáshoz 10 µl tisztított KPS-LPS mintát és 10 µl, 2x Sample puffer és futtató puffer 

2:1 arányú keverékéből készített minta puffert mértünk össze, melyből 3-5 µl vittünk fel gélre. 

(2x Sample puffer: 100mM Tris (pH=6.8), 20 % glicerol, 2 % DOC, 2 mM EDTA, 10 % 

merkaptoetanol, 0.002 % Bromphenol Blue.) A mintákat 18 %-os DOC-poliakrilamid gélen 

futtattuk és az analízist BioRad Miniprotean II készüléken végeztük. A gélhez a következő 

törzsoldatokat készítettük el: (A oldat) 40 w/v % akrilamid, 0.8 w/v % biszakrilamid; (B oldat) 

22,1 g TRIS/100 ml desztillált víz pH=8.8; (C oldat) 7.69 g TRIS/100 ml desztillált víz pH=6.8; 

(D oldat) 2.5 w/v % dezoxikolsav (DOC). A szeparáló gél 4.5 ml „A”, 2 ml „B”, 2 ml „D” 

oldatot és 1.5 ml desztillált vizet tartalmazott. A polimerizációt 17.5 µl 10 %-os ammónium-

perszulfát (APS), és 8.75 µl N,N,N’,N’-tetrametil-etilén-diamin (TEMED) hozzáadásával 

indítottuk el. A tömörítő gél 0.25 ml „A”, 0.5 ml „C” oldatot és 1.75 ml desztillált vizet 
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tartalmazott. Ez esetben a polimerizáció elindítása 12.5 µl 10 %-os APS és 6.25 µl TEMED 

hozzáadásával történt. A futtató puffer 21.7 g glicint, 4.5 g TRIS-t és 2.5 g DOC-ot tartalmazott 

1000 ml desztillált vízben. A géleket a mintafelvitel előtt 15 mA/gél áramerősségel 10 percig 

előfuttattuk, majd szintén ezen az áramerősségen választottuk el a mintákat 80-90 perc alatt. 

A minták előhívása alciánkék-ezüst festéssel történt. A géleket egy éjszakán keresztül 

0.005 w/v %-os alciánkék oldatban áztattuk (25 mg alciánkék/ 500 ml 40 %-os etanol, 5 %-os 

ecetsav oldat), amit hatszor öt perces desztillált vizes mosás követett. Majd 0.1 w/v %-os 

AgNO3 oldattal 25 percig festettük a géleket. Rövid desztillált vizes, majd 0.3 w/v % NaCO3 

oldattal történő mosás következett. A mintázat előhívását formaldehidet tartalmazó 3 w/v % 

NaCO3 oldattal végeztük (500 µl 32 %-os formaldehid/1000 ml) (Kiss et al., 2001). 

A géleket UVP BioDoc-It System készülékkel fotóztuk le. 

5.19. Szimbiotikus növényi teszt 

A különböző S. meliloti mutáns baktériumok szimbiotikus képességét növényi teszttel 

ellenőriztük, melyhez Medicago sativa L. Nagyszénási növényeket használtunk. 

Nitrogénmentes növényi táptalajon (GIBSON) steril lucerna csíranövényeket fertőztünk a 

kiválasztott baktérium törzsekkel. Az invázióra és nitrogénkötésre képes törzsek esetében a 

növényeken rózsaszín szimbiotikus gümők jelentek meg (2-3 hét). Ezek a növények 4-8 hét 

elteltével megfelelően fejlettek és sötétzöldek voltak, szemben a sárgás színű és a 

nitrogénéhezés jeleit mutató, fertőzetlen vagy ineffektív gümőket hordozó növényekkel. 

(Putnoky et al., 1988) 

5.20. Bioinformatikai módszerek 

A különböző szekvencia elemzésekre, homológok keresésére az NCBI honlapon elérhető 

BLAST, főként BLASTP programot használtuk (Haapa et al., 1999); 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), valamint az NCBI adatbázist (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A 

homológ funkcionális doménekről a PROSITE (Altschul et al., 1990; www.expasy.org/prosite) 

és Pfam (www.sanger.ac.uk/Software/Pfam) adatbázisokból gyűjtöttünk információkat. A 

feltételezett transzmembrán domének elemzését a TopPred programmal végeztük (Claros and 

Heijne, 1994; http://www.sbc.su.se/~erikw/toppred2/). A fehérjék többszörös illesztése az EBI 

honlapján elérhető 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 történt. 
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5.21. A kísérletek során felhasznált vegyszerek 

A felhasznált vegyszereket a SIGMA, FLUKA, REANAL cégektől szereztük be. A 

dializáló membrán a SPECTRA Millipore cégtől származott. A különböző restrikciós, T4 DNS 

ligáz és T4 DNS polimeráz enzimeket az MBI Fermentas cégtől vásároltuk. A különböző kitek 

az előzőekben leírt cégektől származtak. 
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6. Kutatási eredmények 

6.1. Receptorhibás baktérium mutánsok azonosítása 

Munkánk első lépéseként az előzményekben (3.2. fejezet) említett mutánsizolálási 

eljárással és feltételekkel sikerült olyan spontán mutáns baktériumokat izolálni a vad típusú 

S.meliloti 41 (RM41) törzsből, melyek a vad típusú 16-3 fággal szemben rezisztensek voltak 

(Putnoky Péter, Hoffmann Gyula munkája). Az eredmény feltételezhetően azt jelentette, hogy a 

receptor a mutáció következtében csak kisebb szerkezeti változást szenvedett, de megtalálható 

volt a felszínen. A fág egy speciális mutáció (host-range) révén képes volt alkalmazkodni a 

változáshoz. A következő baktérium törzseket izoláltuk: GH4046, GH4178, GH4180 és 

PP4073. A továbbiakban az volt a feladatunk, hogy i) azonosítsuk a mutációt szenvedett gént az 

egyes törzsekben, illetve az abban történt szekvencia szintű eltérést, ii) kiderítsük milyen 

sejtfelszíni változásokat okozott a mutáció, iii) a kísérleti eredmények alapján következtetéseket 

levonni a gének funkcióját illetően. 

Az Inf- fenotípusú törzseken végzett megfigyelésekből sejteni lehetett, hogy a KPS 

bioszintézis és a fágreceptor megléte között összefüggés van. Azt feltételeztük, hogy a változás 

valamelyik KPS bioszintézisért felelős génben van, ezért a receptorhibás baktériumok 

vizsgálata lehetőséget adott arra, hogy újabb bioszintézis géneket azonosítsunk. Az említett 

baktérium törzseken sikerült host-range fágokat izolálnuk, ezért ebben az irányban is folytattuk 

munkánkat, hogy kiderítsük milyen változás tette lehetővé a fágok alkalmazkodását a módosult 

fágreceptorhoz. 

6.2. Az rkp-4046 mutáció helyének meghatározása 

A mutánsizolálás eredményeként rendelkezésünkre állt a GH4046 spontán mutáns 

baktérium, mely rezisztens a 16-3 vad típusú bakteriofággal szemben, viszont az izolált 16-3 h5 

host-range fág fertőzni képes. 

Ezek alapján azt feltételeztük, hogy a baktérium felszínén a fágreceptor módosult 

formában jelen van. A következőkben a baktériumban történt mutáció azonosítását végeztük. 

Először azt kellett megállapítanunk, hogy az rkp-4046 mutáció egy már azonosított vagy egy 

ismeretlen KPS bioszintézisért felelős génben (rkp gén) történt-e. Ennek kiderítésére genetikai 

komplementációs kísérleteket végeztünk. 

A GH4046 törzsbe, konjugáció segítségével egyenként bejuttattuk az rkp-1 (pPP428), 

rkp-2 (pAT330), rkp-3 (pAT399, pAT401) régiókat hordozó kozmid klónokat, és azt 
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vizsgáltuk, hogy képes-e valamelyik komplementálni a mutációt. A fágérzékenység 

helyreállását vad típusú 16-3 fággal teszteltük. A 16-3 fág nem tud szaporodni a GH4046 

törzsön, komplementáció esetén viszont képes lesz rá, ha a bejutott vad allél expressziójával az 

„eredeti” fágreceptor jelenik meg a baktérium felszínén. Kontrollként a 16-3 h5 fágot 

alkalmaztuk, mely a GH4046 és az RM41 törzset is képes felismerni. Az eredményeket az 5. 

táblázat foglalja össze. A kísérlet alapján megállapítottuk, hogy az rkp-4046 mutáció az rkp-3 

régió bal oldali szakaszán (pAT399) található. Az rkp-3 régiót két átfedő kozmid klón 

tartalmazza (pAT399, pAT401; 7. ábra), ezért ezeket külön kellett vizsgálni. A kísérletben az 

rkp-1 és rkp-2 régiók bejuttatásával nem tudtuk helyreállítani a vad fenotípust. 

5. táblázat: Az rkp-1, rkp-2, rkp-3 régiók komplementációs kísérleteinek 
eredményei 

transzkonjugáns fenotípus 
(fágfertőzés) Bejuttatott kozmid 

16-3 (vad típus) 16-3 h5 

komplementáció 

— 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 táblázatban jelöltük a GH4046 törzsbe juttatott kozmidokat, a fenotípust fágfertőzés 
tekintetében (R: rezisztens, S: szenzitív), valamint a komplementáció meglétét. 

A következő komplementációs kísérlettel arra kerestük a választ, hogy az rkp-4046 allél 

mely rkp-3 régióban lévő gén mutációjával alakult ki. A régióban előforduló gének 

elhelyezkedése és teljes nukleotidszekvenciája már ismert volt (Kiss et al., 2001). Az 

eredmények alapján, a régiót számos - a kapszuláris poliszacharid bioszintézisben részt vevő - 

rkp gén alkotja (7. ábra). 

Ezúttal olyan kozmid klónokat juttattunk be a GH4046 törzsbe, melyek egy-egy érintett 

rkp génben ( orf140, rkpL, rkpM, rkpN, rkpO, rkpP, rkpQ ) ismert pozíciójú Tn5 transzpozon 

inszerciót hordoztak (7.ábra, Kiss et al., 2001). A komplementáció hiányát vagy megtörténtét 

ismét fágteszt segítségével állapítottuk meg. 

Ha a bejuttatott kozmid klónban a transzpozon nem ugyanazt a gént érinti, mint a 

GH4046 törzsben lévő rkp-4046 mutáció, akkor minden bioszintézis gén legalább egy hibátlan 

kópiája jelen van a sejtben. Ennek eredményeként a vad típusú fágreceptor megjelenik a 

felszínen, s ezt a 16-3 vad típusú fág képes felismerni. Mindezt a baktériumpázsit feltisztulása 

jelzi a fágfertőzési tesztben. Ha viszont a Tn5 mutációt azon gén tartalmazza a kozmid klónban, 
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mely a GH4046 törzsben is sérült, akkor a gén vad típusú allélja hiányában, nem történik 

komplementáció. Ez esetben a 16-3 fág továbbra sem képes felismerni a bakteriális sejtfelszínt, 

a fágfertőzési tesztben tarfolt nem keletkezik. A kísérlet eredményeit a 6. táblázat foglalja 

össze. 

Eredményeink szerint, csak a pAT399::rkpM::Tn5(212) klón nem tudta helyreállítani a 

vad fenotípust, a többi kozmid klón viszont komplementált. Ez azt jelentette, hogy az rkp-4046 

mutáció az rkpM génben van, tehát a GH4046 baktériumtörzs az rkpM egy mutáns allélját 

hordozta. Ezt rkpM4046 allélnak neveztük el. 

6. táblázat: Az rkp-3 gének komplementációs kísérleteinek eredményei 

transzkonjugáns fenotípus 
(fágfertőzés) a GH4046 törzsbe bejuttatott 

kozmid 
16-3 (vad típus) 16-3 h5 

komplementáció 

— R S nincs 

pAT399 (vad típus) S S van 

pAT399 orf140::Tn5 (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 táblázatban jelöltük a GH4046 törzsbe juttattott kozmidokat, a fenotípust fágfertőzés 
tekintetében (R: rezisztens, S: szenzitív), valamint a komplementáció meglétét. 

A komplementációs kísérletek némileg meglepő eredményt hoztak. A régió 

nukleotidszekvenciájának és a gének elhelyezkedésének ismeretében ugyanis valószínűsíthető 

volt, hogy az érintett rkpL–Q gének egy promóterről íródnak át. Ennek alapján várható volt, 

hogy érvényesül a transzpozon beépülésének poláris hatása, azaz a tőle 3’ végen elhelyezkedő 

összes gén átíródásának blokkolása. Ez esetben, ha a transzpozon a bejuttatott kozmidokban a 

keresett gén területére (rkpM), illetve tőle 5’ irányban lévő génekbe esik (rkpL), akkor nem áll 

helyre a vad fenotípus. A keresett géntől 3’ irányban lévő inszerció viszont nem befolyásolja 

annak transzkripcióját, vagyis ekkor a vad típusú allél komplementál. 

A 6. táblázatban összefoglat eredmények mutatják, hogy a Tn5 transzpozon poláris hatása 

ebben az esetben nem érvényesült. Feltehetően a beépült Tn5 transzpozonon van olyan 

promóter-szerű szekvencia, mely elegendő az inszerció után elhelyezkedő gének 
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expressziójához, ahogyan az irodalomban találunk erre példát (Berg et al., 1980), vagy eleve az 

rkp-3 régió tartalmaz ilyen szekvenciákat. 

 

7. ábra: A S.meliloti 41 rkp-3 régiójának fizikai és genetikai térképe, az rkpM4046 nukleotid 
szekvenciájának meghatározása 
A: A régió HindIII és EcoRI restrikciós helyei, valamint a komplementáló kozmid klónok (pAT399, 
pAT401). B: A régió eddig feltérképezett génjei, feketével az rkpM gént jelöltük, mely a GH4046 
törzsben hordoz mutációt; szürkével a KPS bioszintézist befolyásoló géneket tüntettük fel. A függőleges 
vonalak, a komplementációs kísérletben használt Tn5 inszerciók helyét jelölik (Kiss et al., 2001; 6. 
ábra). C: Az rkpM gén nagyított ábrája, melyen jelöltük a szekvenáláshoz használt oligonukleotidokat 
is. 

6.3. A 16-3 bakteriofág receptor kialakításában részt vesz az RkpM fehérje 

A csoportunkban végzett KPS mintázat elemzések (DOC-PAGE) alapján megállapítottuk, 

hogy az általunk vizsgált GH4046 mutáns törzs egyáltalán nem termel kapszuláris 

poliszacharidot (14.B. ábra). Ez meglepő eredmény volt, hiszen azt vártuk, hogy a GH4046 

mutáns termel KPS-t, csak más szerkezetű formában, és az elgondolások szerint a poliszacharid 

a 16-3 fágreceptora. Emellett az AT212 (rkpM::Tn5) mutáns törzs sem termel, ennek ellenére 

többszöri próbálkozásra sem lehetett rajta host-range fágot izolálni és az rkpM génben egy Tn5 

transzpozont tartalmaz, így elrontva a gén működését. Ez arra utalt, hogy a 16-3 fág receptora 

valószínűleg nem a KPS, mint azt előzőleg feltételezték (Petrovics et al., 1993; Putnoky et al., 

1990). Ha ez így lett volna, akkor minden rkp mutánson, de legalább az rkpM::Tn5(212) 

mutációt hordozó baktériumon lehetséges lett volna a host-range fágmutánsok izolálása. Ezt 
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több független kísérletben is megpróbáltuk, de minden alkalommal csak a kontrollként 

alkalmazott GH4046 törzsön kaptunk plakkokat. 

Tehát közvetett bizonyíték mutatott arra, hogy a fágreceptor nem a KPS és, hogy az 

rkpM4046 allél egy különleges mutációt hordoz, mely egy megváltozott szerkezetű fágreceptort 

eredményez. Kézenfekvő volt ezek után a feltételezés, hogy maga az RkpM fehérje szolgál 

fágreceptorként, és az rkpM4046 allél valószínűleg csak egyetlen aminosavcserét eredményező 

(ún. missense) mutációt tartalmaz. 

6.4. Az rkpM4046 allélban egy missense mutáció található 

A továbbiakban arra kerestünk választ, hogy az rkpM4046 allélban DNS szekvencia szinten 

milyen változás történt. A kísérletekben vad típusként is alkamazott AK631 törzs rkp-3 

régiójának pontos bázissorrendje már ismeretes volt (AC: AJ245666; Kiss et al., 2001), ezért 

megtervezhettük a mutáns gén izolálásához, illetve szekvencia meghatározásához szükséges 

oligonukleotidokat (Rm-15, Rm-13). 

A GH4046 baktériumtörzs összes DNS preparátumából PCR segítségével a kívánt DNS-

szakaszt megsokszoroztuk, majd izoláltuk. Mivel a PCR-fragment 1625 bázispár hosszúságú, 

míg a benne foglalt rkpM gén 1161 bázispárnyi, ezért a mutáns allél DNS-szekvenciájának 

meghatározásához – a PCR-primereken kívül – szükség volt még négy oligonukleotid 

tervezésére (Rm-25, Rm-23, Rm-35, Rm-33), hogy mindkét szálon lehetővé tegyék az 

egymással átfedő leolvasások a nukleotidsorrend biztonságos meghatározását (7. ábra). 

Az izolált PCR-fragment nukleotid szekvenciáját a tervezett oligonukleotidok 

segítségével, szubklónozás nélkül, direkt úton határoztuk meg. A rész-szekvenciák 

összeillesztése után megállapítottuk, hogy az rkpM4046 allél, meglepő módon, két missense 

mutációt is hordoz a gén 3’ végének közelében. Ezek alapján nem tudtuk eldönteni, hogy 

mindkettő mutáció vagy csak az egyik felelős-e a megváltozott fágreceptor kialakulásáért. Az 

ellentmondás oka az is lehetett, hogy a vadtípusú szekvencia meghatározása az AK631 törzsből 

történt, míg a GH4046 mutáns az RM41 törzsből származik. Feltételeztük, hogy az egyik 

mutáció csak a két vad típusú allél közötti neutrális mutáció. Ennek kiderítésére az rkpM41 allél 

nukleotid sorrendjét is meghatároztuk, az előzőekhez hasonló módon. Így derült ki, hogy az 

AK631 és RM41 között is létezik egy eltérés. Ez semlegesnek bizonyult a fágreceptor 

kialakulása és a KPS bioszintézis szempontjából, mivel mindkettő ugyanolyan vadtípusra 

jellemző KPS-t termel DOC-PAGE mintázat alapján és szenzitív a 16-3 fággal szemben. A 

különbség oka, hogy a gén 3’ végének közelében lévő TTC triplet helyett az RM41 törzsben 

GTC található, mely transzlációkor fenilalanin (F315) helyett valin (V315) beépülést okoz a 
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fehérje adott pozíciójába (6.6. fejezet: 8. ábra). Ez a mutáció tekinthető a két törzs közötti 

polimorfizmusként. Az rkpM41 vadtípusú és rkpM4046 mutáns allél közötti valódi eltérés egy 

aminosav cseréjét jelenti az általa kódolt fehérje C-terminális részén. A vad típusú allél leucint 

(Leu252) meghatározó kodonjának (TTG) egyik bázisa megváltozott (TTC), mely fenilalanin 

(Phe252) beépülését okozza az aminosavlánc adott pozíciójába (8. ábra). 

Végeredményben, az a következtetés vonható le, hogy az RkpM fehérje a fágreceptor 

alkotóeleme, melynek C-terminális része (Leu252) valószínűleg a fággal való kapcsolat 

kialakításában közvetlen szerepet játszik. Mindezt alátámasztja a host-range fágok vizsgálata is, 

amelyekben a h génben történt missense mutáció lehetővé tette, hogy az RkpM4046 fehérjét 

tartalmazó baktériumokon a host-range mutáns fág szaporodhasson. Tehát, egy baktérium 

fehérje egyetlen aminosavának megváltozása következtében megszűnt felismerési folyamatot a 

fág egy fehérjéjének egyetlen aminosavában bekövetkezett megváltozása helyre tudta állítani. 

Ez a két fehérje közvetlen kölcsönhatására utal. 

6.5. A 16-3 fágreceptornak több alkotója van 

Kíváncsiak voltunk arra, hogy kizárólag csak az RkpM fehérje alkotja-e a fágreceptort, 

illetve annak mely részei vesznek részt a felismerésben. Hogy közelebb kerüljünk a válaszhoz, 

megkezdtük a további receptorhibás, rkp-4178, rkp-4180 és az rkp-4073 mutációkat hordozó 

baktériumok és az egyes baktériumokon izolált host-range fágok vizsgálatát is. 

Az eddigi eredményekből kiindulva a GH4178 és GH4180 törzsből DNS-t izolálva, 

megsokszoroztuk az rkpM gént hordozó DNS szakaszt PCR reakció segítségével, és 

kimutattuk, hogy az rkp-4178 mutáció teljesen megegyezik az előzőekben vizsgált rkpM4046 

mutációval. 

Az rkp-4180 mutáció elemzése azonban más eredményt hozott. Ebben az esetben az rkpM 

génben nem találtunk semmilyen mutációt a szekvenálási kísérlet alapján. A komplementációs 

eredmények szerint (Szabó Csilla munkája), a mutáció ez esetben az rkp-3 régió rkpZ génjét 

érinti, ami arra enged következtetni, hogy az RkpM fehérjén kívül más alkotója is van a 

fágreceptornak. Az rkpZ mutánsok KPS fenotípusa eltér a vad típusú baktérium poliszacharid 

szerkezetétől (14.C. ábra), magasabb molekulatömegű (HMW) KPS-t termel. Azonban az rkpZ 

mutánsok esetében, a Tn5 inszerciót tartalmazó baktériumon is sikerült host-range fágot izolálni 

(16-3 hZ2), mely alapján feltételeztük, hogy a GH4180 törzs nem speciális mutációt hordoz. A 

GH4180 baktériumon izolált 16-3 h105 és 16-3 h109 bakteriofág mutációjának azonosítását is 

megkezdtük (Deák Veronika munkája). 
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6.6. Az RkpY fehérje fontos a fágfertőzésben 

Az előző eredményeket figyelembe véve, a PP4073 törzs esetében először DOC-PAGE 

elemzést végeztünk, mely szerint a baktérium az rkpY mutánsokra jellemző mintázattal 

rendelkezik (14D. ábra). Ebből sejtettük, hogy a mutáció az rkpY génben található, ezért 

ahogyan az rkp-4046 allél esetében, komplementációs kísérleteket végeztünk a mutáció 

helyének azonosítására. Konjugációval az rkp-3 régiót lefedő két kozmidot (pAT399, pAT401, 

lsd. 7. ábra) és az rkpY gént tartalmazó 6 kb nagyságú BamHI fragmentet juttattuk be a PP4073 

törzsbe. A konjugánsok fágérzékenységét vizsgáltuk. Megfigyeltük, hogy az S. meliloti SU47 

törzsön izolált M1 fág tömény lizátuma képes fertőzni a PP4073 törzset, viszont a vadtípusú 

RM41-et nem. Ezt a jelenséget kihasználva, a konjugánsokat M1 és kontrollként vad típusú 16-

3 fággal fertőztük és figyeltük helyre áll-e az M1 fággal szemben mutatott rezisztencia. Az 

eredmények igazolták feltételezésünket, mivel a pAT401 és az rkpY BamHI fragment 

bejuttatásával visszaállt a rezisztencia, vagyis komplementáció történt, ami azt jelenti, hogy a 

mutáció az rkpY génben található. 

 

8. ábra:Az rkp-3 régióban izolált receptor hibás baktériumok mutációi 
A: A receptor hibás baktériumokon izolált 16-3 fágmutánsok. B: A teljes rkp-3 régió azonosított génjeit 
jelölik a nyilak; szürke: olyan géneket jelölnek, melyek funkciója még ismeretlen; fekete: a KPS 
szintézisében fontos gének; piros: a KPS bioszintézisében és a fágfertőzésben is szerepet játszó gének. 
C: Az adott génekben történt missense mutációk DNS szekvencia és aminosav szintű eltérései. Jelöltük 
az rkpY mutáció meghatározásához használt szubfragmenteket (pAV568, pAV571, pAV579). 

A továbbiakban olyan kísérletet végeztünk, mellyel egy kisebb szakaszra szűkíthettük a 

mutáció lehetséges helyét a génen belül. A vad típusú rkpY gént három külön szubfragmentre 

osztottuk restrikciós emésztéssel, melyeket konjugatív plazmidba építettünk (pAV568, 

pAV571, pAV579, 8. ábra). Az egyes plazmidokat a PP4073-as törzsbe konjugáltuk és azt 

figyeltük, hogy melyik DNS szakasz homológ rekombinációjával változik a gén vad típusúvá. 

A vad típusú homológ rekombinánsok megjelenését az M1 fágrezisztencia helyre állásán 
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keresztül vizsgáltuk. A gén közepső szakaszát lefedő 1318 bp nagyságú SalI fragment 

(pAV571) eredményezett M1 fággal szembeni rezisztenciát, tehát az rkpY4073 mutáció ezen a 

szakaszon volt található. 

A következő lépés a mutáció szekvencia szintű meghatározása volt (8. ábra). Az 1318 bp 

nagyságú SalI DNS fragment (pAV571) megsokszorozásához PCR primer párt terveztünk (Y-

Bam734U, Y-Bam2163L). A mutáns baktériumból nyert össz DNS preparátum 

felhasználásával felsokszoroztuk, majd izoláltuk a kívánt DNS szakaszt. A szekvencia 

meghatározásához további primer párt terveztünk (Y-Bam1375U, Y-Bam1531L). A 

szekvenálás eredményeként kapott rész-szekvenciákat összeillesztettük, majd elemeztük az így 

kapott teljes szekvenciát. Kiderült, hogy valóban a mutáció erre a szekvencia részre esik, 

pontosabban a PP4073-as törzs 1024 aminosav nagyságú RkpY fehérjéjének 552. aminosava 

leucinról (Leu552) prolinra (Pro552) változott, ami DNS szinten a CTG kodon CCG-re cseréjét 

jelenti (8. ábra). Tehát ebben az esetben is egy missense mutáció történt. 

Ahogyan az RkpM fehérje vizsgálatából következtettünk, miszerint részt vesz a fágreceptor 

kialakításában, úgy az RkpY fehérje esetében is ezt gondoltuk. A feltevésünk oka az volt, hogy 

egyetlen más rkpY mutánson sem sikerült host-range fágot izolálni, sem a spontán mutáns 

EN3222, sem az inszerciós mutáns AV458 baktériumon, csak a PP4073 törzsön (16-3 hY2 és 

16-3 hY3). Szintén a baktérium, illetve a fehérje speciális mutációja tette lehetővé a 16-3 fág 

alkalmazkodását a módosult fágreceptorhoz. Azért is lehetséges ez, mivel a DOC-PAGE 

elválasztás alapján mindegyik rkpY mutáns ugyanazzal a mintázattal rendelkezik, tehát ez 

állandó tényező volt minden mutáns esetében. 

Az alkalmazott mutánsizolálási módszerrel nem azonosítottunk újabb KPS bioszintézis 

géneket, viszont a 16-3 fágreceptor alkotóit igen. A következőkben az rkp-3 régió még 

ismeretlen szakaszának (rkpY régió/rkpY gén környezete) DNS-szekvencia meghatározásával és 

elemzésével új bioszintézis gének keresését kezdtük meg. 

6.7. Az rkpY régió bázissorrendjének meghatározása és elemzése 

Az rkp-3 régió szekvenciájának eddig egy 12821 bp (AC: AJ245666), illetve egy 5966 bp 

(AC: AJ249130) nagyságú szakasza volt ismert, melyek az rkpLMNOPQ, rkpRST, rkpZ és az 

rkpY géneket hordozzák (9. ábra). A régió teljes szekvenciájának, az itt kódolt gének 

megismerése érdekében befejeztük a szekvencia meghatározását (Nagy Tiborral közös munka, 

9. ábra, AC: AM849044). Ezzel összesen egy 25024 bp hosszú nukleotid szekvenciává bővült a 

meghatározott szekvencia. A meghatározandó szakaszokat a pAT401 és pPP2543 kozmidok 

megfelelő szubfragmentjeinek klónozása révén nyertük. A restrikciós emésztéssel nyert 
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szubfragmenteket plazmidba (pBluescript) építettük, majd a megfelelő primerekkel (T3, T7) 

történt a szekvenálás. A teljesség érdekében, hogy mindkét szálon átfedő szekvenciát kapjunk, 

az in vitro Mu entrancepozon rendszert hívtuk segítségül (lsd. 5.16. fejezet), mellyel 

véletlenszerűen kanamicin rezisztenciát tartalmazó transzpozont építettünk a meghatározni 

kívánt szakaszokba. A transzpozon két végére tervezett SeqE és SeqW primerekkel történt a 

szekvencia leolvasása. Az így előállt szekvenciarészeket számítógépes módszerrel illesztettük 

össze (9. ábra). A teljes rkp-3 régióra értelmezve sikerült a 12821. bp utáni szekvencia 

meghatározása egészen a pAT401 kozmid által lefedett szakasz végéig (25024. bp), mely 

magában foglalja a 6 kb nagyságú BamHI fragmentet is (pPP2543, pNE3265; 9. és 12. ábra). 

Az rkp-3 régió korábban közölt szekvenciájával már végeztek többféle bioinformatikai 

vizsgálatot, úgymint fehérje homológok keresése, GC tartalom meghatározás, a fehérjék 

funkciójának előrejelzésére (Kiss et al., 2001). Az újonnan meghatározott szakaszon is hasonló 

elemzéseket végeztünk, Nagy Tiborral közösen. Az rkpY géntől 3’ irányban három további 

nyitott leolvasási keretet találtunk számítógépes módszerrel (orf7343, orf8077, rkpT2, 9. ábra). 

Az ezek által kódolt feltételezett fehérje szekvenciákat homológia vizsgálatoknak vetettünk alá 

(BLASTP). 

 

9. ábra: Az rkp-3 régió szekvenciájának kiterjesztése 
A: az rkp-3 régió génjei, fehér: IS elemek; szürke: olyan gének, melyek funkciója még ismeretlen; 
fekete: a KPS szintézisében fontos gének; piros: a KPS bioszintézisében és a fágfertőzésben is szerepet 
játszó gének. B: A szekvencia meghatározások során kapott rész-szekvenciák. C: A vízszintes vonalak 
az adatbázisban lévő (EMBL) szekvenciákat jelölik. 

Az orf7343 által kódolt fehérje 72%-os azonosságot mutat a Rhizobium sp. NGR234 

rkp3_012 ORF termékével és több metiltranszferázzal homológ, emellett feltehetően egy 12-es 

típusú metiltranszferáz doménnel (Pfam: PF08242) rendelkezik. Az orf8077 által kódolt 

fehérjének nem találtunk homológját az adabázisban, viszont rendelkezik a fehérje kinázok 

ATP-kötő régiójának mintázatával (ProSite: PS00107). Az RkpT2 fehérje 58% azonosságot 
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mutat a S. meliloti 1021 RkpT1 fehérjével és az eredmények alapján funkcionálisan egy a 

sejtfelszíni poliszacharid exportjáért felelős ABC-2 típusú transzporter lehet. A számítógépes 

előrejelzés ellenére, ahogyan az RkpT1 (RM41 törzsben) esetében sem, biológiai kísérlettel 

eddig nem tudtuk kimutatni, hogy a KPS bioszintéziséhez lehet köze a fehérjének. Az RkpY-

nal kapcsolatos elemzések meglepő módon nem hoztak eredményt továbbra sem, a fehérje nem 

mutat hasonlóságot egyetlen adatbázisban szereplő fehérjével, mely alapján feltételezhetnénk 

funkcióját. A 73%-ban azonos Rhizobium sp NGR234 RkpY fehérjén kívül nem találtunk vele 

homológ fehérjéket. 

 

10. ábra: Az rkp-3 régióban, az rkpZ és rkpY gén között található inszerciós elemek 
Feketével az ISRm15 elemből megmaradt szekvenciát: a teljes második ORF-et (ISRm15-B) jelöltük, 
valamint az ISRm15-A és ISRm15-C azonosított “csonka” szakaszait. Szürkével az ISRm26 
szekvenciáját és ORF-jeit tüntettük fel. Az ábra felső részén mindkét IS elem inverted repeat (IR) és 
direkt repeat (DR) nukleotid sorrendje láthatók. 

Az rkpZ és rkpY gén közötti szekvencia szakasz igen kiterjedt (9. ábra). A Kiss és 

munkatársai által végzett Tn5 transzpozíciós mutagenezis alapján nem találtak olyan inszerciót 

a két gén közötti területen, amely változást hozott volna a KPS szintézisében, ellentétben más 

rkp génnel. A számítógépes vizsgálat szerint több olyan ORF is található ezen a szakaszon 

melyek által kódolt fehérjék transzpozáz enzimekkel mutatnak homológiát. A részletes elemzés 

folyamán sikerült azonosítani a S. melilotiban előforduló és az IS66 családba tartozó teljes 

ISRm26 inszerciós elemet (IS) és annak 3 ORF-ét (ISRm26-1, ISRm26-2, ISRm26-3), az IS 

elem “inverted repeat” végét (IR) és a beépülés helyéül szolgáló célszekvencia “direct repeat” 

mintázatát (DR) (10. ábra). Meglepő módon az ISRm26 mellett egy másik IS elem teljes ORF-

ét is azonosítottuk, az ISRm15 második ORF-ét az orfB-t, továbbá az ISRm26-ot közrefogó 

szekvenciából az tűnik ki, hogy valójában az ISRm26 az ISRm15 első ORF-ébe az orfA-ba 

ékelődött. A harmadik ORF, az orfC szekvenciáját is megtaláltuk részleges formában. Tehát az 
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rkpZ és rkpY gének közötti nagy távolság végeredményben a két inszerciós elemnek 

köszönhető, vagyis először az ISRm15 ékelődött a két gén közé, majd az ISRm26 integrálódott 

az előző IS elem orfA génjébe, megszakítva azt. 

A régió szekvenciáját, - mely lényegében az rkp3-régió „jobb oldala” - a lehetséges ORF-

ek bioinformatikai azonosítása után külön elküldtünk a nukleotid adatbázisba (AC: AM849044, 

ábra), mely szekvencia eleje 86 bp-ral megegyezik a már ismert rkp-3 szekvencia végével (AC: 

AJ245666; 9. ábra). 

Ezek után az újonnan azonosított gének (orf7343, orf8077, rkpT2) kísérletes analízisét 

kezdtük meg. Az eddigi tapasztalatok alapján feltétleztük, hogy ezen géneknek szintén a KPS 

szintézishez lehet köze, mivel a régióban található gének többsége hatással van a KPS 

termelésére. Emellett az rkpY mutáns által termelt LMW poliszacharid bioszintézis génjeit is 

kerestük a régióban, illetve az eddig ismert rkp gének között. A kísérletek alapján kíváncsiak 

voltunk arra, hogy van-e olyan gén, mely mindkét poliszacharid szintéziséért felelős, illetve 

azok az rkp gének (rkpR, rkpS, rkpT) melyek az eddigi eredmények alapján nem hozhatók 

kapcsoltba a KPS szintézisével, befolyással lehetnek-e az ismeretlen szerkezetű poliszacharidra. 

Ennek kiderítésére különböző S. meliloti 41 mutánsokat hoztunk létre. Ezt a munkát mutatják 

be a következő fejezetek. 

6.8. Az rkpY régió genetikai elemzése 

A régió újonnan azonosított génjeiben (orf7343, orf8077, rkpT2), valamint az LMW 

poliszacharid termelés tekintetében nem vizsgált rkpR, rkpS, rkpT, rkpZ továbbá az rkpY 

génekben mutációt hoztunk létre AK631 baktérium (RM41 exoB mutánsa) háttérben. Az 

AK631 törzset praktikus okokból használtuk, mivel az exopoliszacharid hiánya miatt, 

könnyebben kezelhető, kompakt kolóniákat ad. Kísérleteinkben ezt a törzset alkalmaztuk vad 

típusként. A mutánsok előállítása transzpozíciós mutagenezis segítségével történt, úgynevezett 

egyszeres (szimpla) mutánsokat létrehozva ezzel. 

Az új gének vizsgálatával az volt az elsődleges cél, hogy megtudjuk mutációjuknak 

milyen hatása van a KPS szintézisére. Az említett gének közül az eddigi eredmények szerint 

csak az rkpY és rkpZ géneknek van hatása a KPS termelésre. A későbbiekben az LMW 

poliszacharid bioszintézisére irányuló esetleges befolyásukat is vizsgálni szerettük volna, 

úgynevezett kettős mutánsok létrehozásával, melyek az adott gén mellett az rkpY génben (rkpY 

mutáns háttérben) is hordoznak mutációt. A kísérlet kontrolljaként az egyszeres mutánsokat is 

létrehoztuk AK631 háttérben. 
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A teljes rkp-3 régió szekvenciájának és fizikai térképének ismeretében, annak különböző 

szakaszait használtuk a mutagenezis során (pAV433, pPP4166, pPP2543, pPP4170). Az egyes 

plazmidokba épített fragmentek által lefedett szekvenciákat a 12. ábrán tűntettük fel. 

A transzpozíciós mutagenezist a Anyagok és Módszerekben (5.16. fejezet) leírtak alapján 

végeztük, in vitro Mu entrancepozon rendszer segítségével. A kanamicin rezisztenciát hordozó 

transzpozon (ET-KanR-3) véletlenszerűen épül be az adott plazmidba. Az inszerciók helyét 

először fizikai térképezéssel határoltuk be, majd a kiválasztott klónok esetében a pontos 

szekvencia szintű beépülést a transzpozonra tervezett SeqE és SeqW primerek segítségével 

állapítottuk meg (11. ábra). Terveinknek megfelelően minden egyes génben sikerült legalább 

egy mutációt létrehozni. A további kísérletekben csak egy inszerciót használtunk fel a mutációk 

létrehozására (12. ábra, 7. táblázat). 

7. táblázat: Az egyes transzpozon inszerciók jellemzői 
A klónozási információk mellett a KPS fenotípust és a szimbiózis sikerességét is 
feltüntettük. 

Beépülés 
koordinátája 

(bp) 

Érintett 
gén 

Mutagenizált 
fragment 

pPAG160-ba 
átépített frag. 

KR5 
antigén 

fenotípus 
Szimbiózis 

7591 rkpR pAV433 EheI fr. (2530 bp) vad típus Fix+ 

9091 rkpS pPP4166 SalI (2900 bp) vad típus Fix+ 

9821 rkpT pPP4166 SacI (4745 bp) vad típus Fix+ 

11222 rkpZ pPP4166 SalI (3459 bp) rkpZ Fix- 

18387 rkpY pPP2543 PstI (2552 bp) rkpY Fix- 

20447 orf7343 pPP2543 PstI (3401 bp) vad típus Fix+ 

21174 orf8077 pPP2543 SalI (3275 bp) vad típus Fix+ 

23345 rkpT2 pPP4170 PstI (3822 bp) vad típus Fix+ 

A beépülés koordinátája a teljes rkp-3 régióra értendő (25024 bp). 

A különböző mutagenizált rkp-3 fragmenteket hordozó plazmidok (pUC19, pBS) nem 

juttathatók be konjugációval rhizobium baktériumba, ezért az inszerciós mutációkat tartalmazó 

génszakaszokat pPAG160 konjugatív plazmidba építettük át. A mutagenizált plazmidokból 

megfelelő restrikciós enzimek segítségével kivágott fragmenteken tompa végeket hoztunk létre 

T4 polimeráz segítségével, majd PvuII enzimmel hasított pPAG160 vektorba építettük őket (11. 

ábra). A 7. táblázat összefoglalja, hogy a különböző mutációkat milyen formában vittük tovább. 
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A pPAG160 plazmid már egy „helper” plazmid segítségével átjuttatható rhizobiumba, de 

ott nem replikálódik. Mivel a mutációt okozó transzpozon kanamicin rezisztencia gént hordoz, 

ezért a konjugáció után ki lehet szelektálni azokat a baktériumokat, melyekben az adott 

mutagenizált DNS szakasz homológ rekombináció során beépül a recipiens genomjába. Csak a 

mutációt hordozó, homológ rekombináns lesz kanamicin rezisztens. A homológ rekombináció 

sikeressége érdekében a klónozott szakaszokat úgy választottuk meg, hogy a transzpozon két 

oldalát határoló rkp-3 szekvencia egyenként minimum 300-400 bp hosszúságú legyen. 

 

11. ábra: Az ET-KanR-3 mutációt hordozó rkp-3 fragmentek beépítése a pPAG160 vektorba 
A mutagenizált génszakasz beépítésének sematikus rajza látható. Jelöltük a vektor fontosabb régióit és 
restrikciós helyeit. oriT (pCU101): konjugációs transzfer origo; ori (pSC101) replikációs origó; 
SpcR/SmR: spektinomicin és streptomicin rezisztencia gén. Az ábrán a transzpozíció helyének pontos 
meghatározásához használt SeqE és SeqW szekvenáló primereket is jelöltük. 

Az általunk kiválasztott, adott rkp-3 szakaszon mutációt hordozó pPAG160 

konstrukciókat (12. ábra), a pCU101 helper plazmid segítségével vad típusú AK631 törzsbe 

juttattuk be. A mutánsokat kanamicint tartalmazó szelektív lemezeken kaptuk meg, amelyekben 

a mutáció beépült a recipiens törzs rkp-3 régiót tartalmazó pRM41b megaplazmidjába. A 

folyamat során, amint tapasztaltuk is kétféleképpen játszódhat le az esemény. Az egyik esetben, 

kétszeres rekombinációnál a transzpozont közrefogó rkp-3 homológ szekvencia révén csak az 

rkp-3::ET-KanR-3 mutáció épül be (vagyis a mutagenizált szakasz), a plazmid többi része nem, 

illetve elveszik az adott vad típusú rkp-3 génszekvencia. Ezek a baktériumok tekinthetők 

tényleges mutánsoknak. A másik esetben csak egyszeres „crossing-over” történik, ekkor az 

egész plazmid beépülhet és a vad típusú szekvencia is megmarad, ezzel ún. kointegrát 
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képződik. A kointegrát beépülést a pPAG160 plazmid esetében streptomicin ellenszelekcióval 

vizsgálhatjuk, ha a teljes plazmid beépül, akkor streptomicinre lesz rezisztens a baktérium. 

Mivel az AK631 háttértörzs nem rendelkezik antibiotikum rezisztenciával, ezért a szelekció 

alkalmazható ezen mutánsok esetében. 

A KPS-nek meghatározó szerepe van a fágfertőzésben és a szimbiotikus gümő 

kialakításában, ezért a mutánsokat fágrezisztencia és szimbiotikus aktivitás tekintetében is 

vizsgáltuk, a poliszacharid-mintázat jellemzése mellett. A konjugáció eredményeként nyert 

egyszeres baktérium mutánsokat (10.1. melléklet) fágérzékenységi tesztnek és poliszacharid 

mintázat elemzésnek vetettük alá. A baktériumokat vad típusú 16-3 fággal cseppentettük meg. 

Az rkpZ (AV475) és rkpY (AV458) mutáns kivételével az egyszeres mutánsok szenzitívek a 

fágra, ahogyan az AK631 törzs is. A KPS mintázat elemzésnél mutációnként több független 

baktérium mutánsból KPS preparátumot készítettünk, majd a mintákat DOC-PAGE módszerrel 

elválasztottuk és az alcián kék-ezüsttel festett géleket elemeztük. A kísérletből kiderült, hogy az 

újonnan azonosított gének közül egyik sem vesz részt a KR5 antigén szintézisében, mivel a 

poliszacharid mintázatában nem okoztak változást (10.1. melléklet). Az rkpZ (AV475) és rkpY 

(AV458) mutánsok a már megfigyelt mintázatot adták (14C. és 14D. ábra). 

 

12. ábra: A teljes rkp-3 régió géntérképe és a régióban végzett transzpozíciós mutagenezis 
kísérletek összefoglalása 
A: A nyilak a teljes rkp-3 régió azonosított génjeit jelölik, fehér: IS elemek; szürke: olyan gének, 
melyek funkciója még ismeretlen; fekete: a KPS szintézisében fontos gének; piros: a KPS 
bioszintézisében és a fágfertőzésben is szerepet játszó gének. B: A függőleges vonalakkal a 
transzpozonos mutagenezis során létrehozott inszerciókat tűntettük fel, pozíciójukat megjelölve (bp). C: 
A munka során felhasznált plazmidok által lefedett rkp-3 szekvenciák. 

Azt már előzetesen tudtuk, hogy a spontán mutáns EN3222 törzs képtelen a növény 

inváziójára. Az rkpR,S,T, orf7343, orf8077, rkpT2 génekben egyszeres mutáns baktériumok 

szimbiotikus aktivitását növényi teszttel ellenőriztük (13. ábra), amelyben Medicago sativa 
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növényeket fertőztünk. Pozitív kontrollként az AK631 baktrériummal fertőzőtt, negatív 

kontrollként a fertőzetlen növényeket használtuk. 4-8 hét után az egyik esetben fejlett, sötétzöld 

növényeket kaptunk, megjelenő rózsaszín (nitrogénkötő) gümőkkel, míg a másik esetben a 

rhizobiumok hiánya miatt nitrogénkötésre képtelen, fejletlen, sárga növényeket. A baktérium 

mutánsokkal beoltottak a vad típusú rhizobiummal fertőzöttekhez hasonlóan megfelelően 

fejlődött, rózsaszín gümőkkel rendelkező zöld növények voltak. 

A kísérleti eredmények alapján azt a következtetést vontuk le, hogy az orf7343, orf8077, 

rkpT2 géneknek sem a KPS bioszintézisében, sem a fágfertőzésben, sem a szimbiózisban nincs 

szerepe. Ennek alapján azt reméltük, hogy az ismeretlen LMW poliszacharid szintézisében 

lehetnek fontosak, ezért kettős mutánsok létrehozása volt a cél a továbbiakban. 

 

13. ábra: Szimbiotikus növényi teszt 
Az egyes növényeket a következő S. meliloti baktériumokkal fertőztük: A: rkpR mutáns (AV488); B: 
rkpS mutáns (AV486); C: rkpT mutáns (AV461); D: orf7343 mutáns (AV493); E: orf8077 mutáns 
(AV462); F: rkpT2 mutáns (AV490); G: fertőzetlen növény; H: vad típusú (AK631). Nyillal a megjelent 
szimbiotikus gümőket jeleztük a középső képen egy példa növényen. A jobb oldalon pedig egy gümő 
felnagyított fotója látható. A G jelű csőben a beoltatlan növény nem fejlődött, elsárgult, ellentétben a 
különböző S. meliloti törzsekkel beoltott növényekkel, melyek megfelelően fejlődtek és megjelentek 
rajtuk a nitrogénkötésre utaló rózsaszín gyökérgümők. 

6.9. Az rkpZ gén részt vesz az LMW poliszacharid termelésében 

Már rendelkezésre állt az rkpY génben spontán mutáns baktérium törzs (EN3222 törzs), 

mely LMW poliszacharidot termel és fágrezisztens (Nagy Enikő munkája). A vad típusú allél 

(pEN3265) bejuttatásával helyreállítható volt a 16-3 fág szenzitivitás és a KPS termelés, tehát a 

mutáció valóban az rkpY génben történt (PP3300, 10.1. melléklet). Annak kiderítésére, hogy az 
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LMW poliszacharid bioszintézisében mely eddig ismert rkp gén, illetve újonnan azonosított gén 

vehet részt, csoportunkban olyan rkp-1, rkp-2, és rkp-3 régió génjeiben mutáns S. meliloti 

törzseket hoztunk létre, ahol a spontán mutáns EN3222 törzset recipiens baktériumként 

alkalmaztuk (10.1. melléklet), tehát rkpY3222 genetikai háttérbe juttattunk be újabb rkp mutációt, 

ezzel ún. kettős mutánst létrehozva. 

Az RM41 törzs által termelt KR5-antigén pszeudaminsav és glükuronsav heteropolimerje, 

melyek szintéziséért a már ismert rkp gének felelősek. Ezért a kettős mutánsok vizsgálata arra 

is fényt deríthet, hogy az LMW poliszacharid az említett komponensekből áll-e vagy más 

molekula polimerje lehet. 

Az ismert rkp gének vizsgálatához az előzőleg izolált Tn5 inszerciókat használtuk 

(Putnoky et al., 1990; Kiss and Kondorosi, 1997; Kereszt et al., 1998; Kiss et al., 2001), melyek 

az rkp-1 régióban az rkpA, rkpB, rkpC génekben; az rkp-2 régióban az rkpK; az rkp-3 régióban 

az rkpL, rkpM, rkpQ génekben helyezkedtek el. Az EN3222 donor baktériumba történő 

mutációk bejuttatása konjugációval történt, az rkpM4046 allél azonosításánál leírtak alapján. Az 

rkpZ, rkpR, rkpS, rkpT, orf7343, orf8077, rkpT2 gének vizsgálatához pedig az egyszeres 

mutánsok létrehozásánál alkalmazott pPAG160 konstrukciókat (7. táblázat, 12. ábra), a 

pCU101 helper plazmid segítségével juttattuk be a spontán mutáns rkpY3222 háttérbe. 

 

14. ábra: DOC-PAGE gélkép az egyes baktérium mutánsok KPS mintázatáról 
A: vad típusú mintázat (AK631). B: rkpM mutáns fenotípus (GH4046). C: rkpZ mutáns fenotípus 
(GH4180). D: rkpY mutáns fenotípus (EN3222). E: rkpY fenotípus egy reprezentatív rkp-rkpY kettős 
mutánsnál (AV483). F: rkpZ-rkpY kettős mutáns fenotípus (AV476). Lásd még 10.1. melléklet. HMW 
KPS: magas molekula tömegű poliszacharid, LMW KPS: alacsony molekula tömegű poliszacharid, S-
LPS: „smooth” LPS; R-LPS: „rough” LPS. A KPS és LPS poliszacharidokat eltérő festődésük alapján 
lehetett megkülönböztetni az eredeti gélen (barna festődés: LPS, szürke festődés: KPS). 
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A pPAG160 konstrukciók alkalmazásánál is szükség volt a kointegráltak szelekciójára, 

viszont itt nem végezhettünk streptomicin ellenszelekciót, mivel az EN3222 törzs már eleve 

spontán streptomicin rezisztens. Ezért a megfelelő mutánsok kiválogatásához a pPAG160 

plazmid pCU101 origójára és SpcR/StrR génjére specifikus PCR primereket terveztünk és 

kolónia PCR segítségével ellenőriztük a kointegrát meglétét minden esetben (lsd. 5.8. fejezet). 

Az rkpY3222 háttérben a különböző rkp mutációk LMW poliszacharid mintázatára 

gyakorolt hatását DOC-PAGE módszerrel ellenőriztük, melyet a 10.1. melléklet táblázata foglal 

össze. Az eredmények szerint csak az rkpZ-rkpY kettős mutáns (AV476) az, amely nem képes 

az LMW poliszacharidot termelni, nem jelent meg semmilyen KPS jellegű poliszacharid a 

DOC-PAGE gélen. A többi baktérium törzs az rkpY mutánsokra jellemző mintázatot adta (14E. 

és 14F. ábra). Az eredmény megerősítése végett az alábbiakban leírt módon létrehoztunk egy 

olyan rkpZ-rkpY mutánst, ahol a spontán rkpZ mutáns PP4180 baktériumba juttattunk be egy 

rkpY::ET-KanR-3 konstrukciót (AV518). A DOC-PAGE elemzés ugyanazt az eredményt hozta, 

mint az előző esetben, vagyis, hogy a két gén együttes mutációja eltűnteti az LMW 

poliszacharidot, valamint a baktérium láthatóan nem termel semmilyen KPS jellegű 

poliszacharidot (14F. ábra). A fágérzékenységi tesztben a mutánsok ugyanúgy viselkedtek, mint 

az EN3222 törzs vagyis fágrezisztensek voltak a 16-3 vad típusú fággal szemben. 

6.10. Az RkpY gátolja a polyKDO termelést S. meliloti 1021 törzsben 

Az rkpZ gén KR5-antigénre gyakorolt hatását már leírták (Reuhs et al., 1995), miszerint 

mutációjakor nem szűnik meg a KPS termelése. A poliszacharid láncok hosszát befolyásolja, 

vagyis a polimerizációt szabályozhatja. Időközben további eredmények jelentek meg az 

irodalomban az rkpZ génnel kapcsolatban, melyek felkeltették érdeklődésünket. Sharypova és 

munkatársai S. meliloti 1021-ben vizsgálták az rkpZ gén mutációjának hatását (Sharypova et al., 

2006). Ebben a rhizobium törzsben két példányban is előfordul a gén, viszont funkciójukban 

nem képesek helyettesíteni egymást. A S. meliloti 1021 törzs egy KDO homopolimerből álló 

poliszacharidot termel, melynek nincs szimbiotikus aktivitása. Eredményeik szerint az rkpZ gén 

paralógjai (rkpZ1, rkpZ2) a KDO homopolimer szintézisében fontosak, valamint igazolták, hogy 

az rkpZ41 génnek szintén a KDO homopolimer termelésre van hatása. A gén Sm1021 törzsbe 

juttatásával a KDO homopolimer polimerizáltságának foka, illetve a lipidált polimerek aránya 

megnőtt a vad típusú baktériumhoz képest. Ezek alapján kézenfekvő volt az a feltételezés, hogy 

az rkpY mutánsok által termelt LMW poliszacharid valójában egy KDO homopolimer lehet, 

melynek termelését az rkpZ mutációja megszűnteti. A működő rkpY gén hatással lehet a 

szintézisére, blokkolhatja azt a vad típusú baktériumban, mutációja esetén pedig nagy 
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mennyiségű LMW poliszacharid termelődik (14D. ábra), ahogyan a DOC-PAGE elemzésből 

kiderül. 

Bizonyításként egy olyan kísérletet terveztünk, ahol az RkpY fehérje hatását 

vizsgálhattuk a KDO homopolimer szintézisére. Az rkpY gént tartalmazó konjugatív plazmidot 

(pNE3265) juttattuk be S. meliloti 1021 törzsbe. A konjugáció sikerességét kanamicin 

szelekcióval ellenőriztük. A Sm1021 genomszekvenálási adatok alapján a törzs nem 

rendelkezik rkpY génnel vagy annak homológjával, tehát a kísérletben azt vártuk, hogy az 

RkpY fehérje gátolni fogja a KDO homopolimer termelést, mely megváltozását DOC-PAGE 

módszerrel vizsgáltuk. Az eredmények szerint összehasonlítva a vad típusú Sm1021 törzset a 

Sm1021 (rkpY
+) törzzsel kitűnik, hogy a KDO homopolimer termelést jelentősen lecsökkenti az 

RkpY fehérje jelenléte (15E. ábra). Következésképpen azt feltételeztük, hogy az RkpY fehérje a 

KDO homopolimer szupresszora lehet, illetve hatással van annak termelődésére. 

 

15. ábra: Az rkpY gén hatása S. meliloti 1021-ben 
A: vad típusú S. meliloti 41 mintázat. B: rkpY mutáns (EN3222). C: S. meliloti 1021. D: a C mintához 
képest fele mennyiségű minta (S. meliloti 1021). E: S. meliloti 1021+rkpY41 (pNE3265). S-LPS: 
„smooth” LPS; R-LPS: „rough” LPS. A KPS és LPS poliszacharidokat eltérő festődésük alapján lehetett 
megkülönböztetni az eredeti gélen (barna festődés: LPS, szürke festődés: KPS), piros kerettel a 
polyKDO-t jelöltük. 

6.11. Az rkpLMNOPQ géncsoport előfordulása más baktériumokban 

Munkánk megkezdése óta számos baktérium genom szekvenciájával bővültek az 

adatbázisok, ezért azt terveztük, hogy az rkp-3 régió KR5-antigén szintézisének törzsspecifikus 

génjeit (rkpL-Q gének) homológia keresésnek vetjük alá. A régebbi kutatások szerint, a GC-
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tartalom és a kodonhasználat elemzésével kiderült, hogy az rkp-3 régió génjei valószínűleg 

horizontális transzfer segítségével, újonnan szerzett gének. Az egyes kódoló szekvenciák 

különböző kodonhasználattal rendelkeznek, valamint a régió génjeinek GC-tartalma 

alacsonyabb, mint az alap „háztartási” géneké (Kiss et al., 2001; Broughton et al., 1972). A 

Kiss és munkatársai által leírt rkp-3 régió szekvenciája 55.2% GC tartalommal rendelkezik, 

ellentétben az rkp-1 régió 63.4%-ával és az rkp-2 régió 62.5%-ával melyek beleillenek a 

baktérium alap génjei által mutatott 62-64%-os GC-tartalom értékébe. Hasonló jelenséget már 

más, főleg patogén baktériumok K-antigén specifikus génjeinél is megfigyeltek. 

8. táblázat:A Pse és Rkp fehérjék összehasonlítása 

I Fehérje funció II 
Feltételezett funkció 

domének alapján 

Azonosság/ 
Hasonlóság

% 
AC szám Faj 

PseB 
NAD(P) függő 

dehidratáz/epimeráz RkpL 
NAD(P) függő 

dehidratáz/epimeráz 
58/72% AAO73065 

Campylobacter 

coli 

PseC 
Piridoxál-foszfát függő 

aminotranszferáz RkpM 
Piridoxál-foszfát függő 

aminotranszferáz 
40/58% YP_892700 

Campylobacter 

fetus subsp. 

fetus 82-40 

PseH N-acetiltranszferáz RkpP Acetiltranszferáz 25/50% NP_207125 
Helicobacter 

pylori 26695 

PseG Nukleotidáz RkpO Glikoziltranszferáz 30/46% 
ZP_003673

66 
Campylobacter 

coli RM2228 

PseI Pszeudaminsav szintetáz RkpQ 
Acetilneuraminsav 

szintáz 
44/61% NP_206977 

Helicobacter 

pylori 26695 

PseF 
CMP-pszeudaminsav 

szintetáz RkpN 
Acetilneuraminsav 

szintetáz 
33/54% NP_207124 

Helicobacter 

pylori 26695 

I: Sorrendben a pszeudaminsav szintézisért felelős fehérjék Campylobacter jejuni és Helicobacter pyloriban 
(Schoenhofen et al.; 2006). Feltűntettük funkciójukat is. II: A fehérjék lehetséges megfelelői S.meliloti 41-ben, a 
konzerválódott domén predikció alapján feltételezett funkciójuk jelölésével. Az Rkp fehérjék BLASTP elemzése 
során különböző Campylobacter és Helicobacter fajokban található homológok AC számát és az azonosság és 
hasonlóság mértékét is felsoroltuk. 

Az RkpL-Q fehérjék homológia keresése során számos olyan baktériumot találtunk, ahol 

ez a gén csoport hasonló formába és sorrendben megtalálható. A Rhizobium sp. NGR234 is 

rendelkezik az rkp-3 régióval, beleértve az rkpL-Q géneket és a kutatók kísérletesen 

bizonyították szerepüket a KPS, pontosabban annak egyik egységének a pszeudaminsav 

szintézisében (LaQuere et al., 2006). Ezen kívül az rkpL-Q gének ortológjai megtalálhatóak 

szintén ilyen sorrendben a Pseudomonas aeruginosa 07, 08, 09 szerotípusában, ahol 

bizonyítottan az LPS alegységének, az O-antigént alkotó pszeudaminsav szintézisében 

fontosak. A régió alacsony GC-tartalmát, itt is a horizontális géntranszferrel magyarázzák 

(Raymond et al., 2002). Számos olyan baktériumot is találtunk, ahol nincsenek még kísérletes 

adatok a gének, fehérjék funkcióját illetően, csak a genom szekvenálások során meghatározott 
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szekvenciák. A BLASTP elemzések eredményeit a 10.2. mellékletben foglaltuk össze. Az rkpY 

génre vonatkozólag továbbra sem találtunk homológokat a baktérium genomokban, kivételt 

képez a Rhizobium sp. NGR234 rkpY génje, mely szintén az rkp-3 régióban található, viszont 

funkciója itt sem ismert még. A táblázatból feltűnik, hogy néhány baktérium esetében az RkpP 

fehérje homológja hiányzik vagy formil-transzferáz, illetve acetiltranszferáz helyettesíti. A 

táblázatban szereplő összetartozó homológ fehérjék szekvenciáival többszörös illesztést 

végeztünk, majd ennek segítségével jelöltük a szekvencia azonosságának mértéket, illetve a 

konszenzus szekvenciát (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 összetevőjeként fordul 

elő a pszeudaminsav, mely előállítását a pseB, pseC, pseF, pseG, pseH, pseI gének végzik. Az 

RkpL-RkpQ fehérje homológok között mindegyik esetben találtunk a Campylobacter és 

Helicobacter fajokban előforduló Pse szintézisben fontos fehérjéket, viszont itt nem figyelhető 

meg a sorrendbeni összefüggés, nincs olyan faj vagy törzs ahol az Rkp fehérjék homológjai 

mind megtalálhatók. Ennek ellenére a funkciók alapján összevethetjük a PseBCFGHI és 

RkpLMNOPQ fehérjéket és az adatok tükrében feltételezhetjük, hogy az Rkp fehérjék és azok 

ortológjai milyen szerepet töltenek be a Pse szintézis enzimeiként (8. táblázat). 
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7. Eredmények megvitatása 

Az eddigi eredményeink alapján kutatómunkánkat két fő területre különíthetjük el. Az 

egyik, a kapszuláris poliszacharid (KPS, KR5-antigén) szimbiózisban betöltött szerepének, 

valamint bioszintézisének megismerése S. meliloti 41 baktériumban a folyamatban szerepet 

játszó gének vizsgálatával. A másik terület, a baktérium-fág felismerésben fontos alkotók 

(gének, fehérjék, KPS) feltárása genetikai munkával, mely segítségével tanulmányozható a 

felismerés molekuláris mechanizmusa. A két terület szorosan összefügg egymással, ahogyan az 

előzőekben láthattuk. Elsőként a baktérium-fág felismerésével kapcsolatos eredményeink 

következtetéseit ismertetem. 

7.1. A 16-3 fágreceptor azonosítása S. meliloti 41 baktériumban 

A kezdeti vizsgálatok szerint a KR5-antigénnek fontos szerep jut a szimbiózisban, és a 

fágfertőzésben, valamint azt feltételezték, hogy receptorként szolgál a 16-3 fág számára 

(Putnoky et al., 1990). A KPS bioszintézis génekben történt mutációk fágrezisztenciát okoznak 

a 16-3 vadtípusú fággal szemben. Kísérleteinkben abból az elméletből indultunk ki, hogy ha 

egy fágrezisztens baktérium mutánson lehetséges ún. host-range fágmutánst izolálni, akkor a 

fágreceptor még a baktérium felszínén van, csak módosult formában. A vad típusú fág nem 

képes kötődni ehhez a receptorhoz, de alkalmazkodni tud egy a farkirost fehérjében történt 

mutációval (host-range mutáció). A jelenség lehetővé tette, hogy párhuzamosan a 

fágrezisztenciát okozó baktérium mutációkat és a host-range fágmutációkat azonosítsunk. A 

különböző mutánsok segítségével a KPS bioszintézis gének feltérképezését, illetve a 

fágreceptor kialakításában fontos gének vizsgálatát kezdtük meg. A host-range mutánsizolálási 

kísérlet alkalmazása során elsőként a fágreceptor hibás GH4046 törzset izoláltuk. A mutáns 

törzs megcáfolta eredeti elgondolásunkat, miszerint a KPS a 16-3 fág receptora lenne. Az 

eredmény azt támasztotta alá, hogy ebben az esetben a receptor nem maga a KPS, hanem az 

RkpM fehérje. Ahogyan az rkpM::Tn5 inszerciós mutáció, úgy az rkpM4046 allél is megszünteti 

a KPS termelődését, tehát a poliszacharid nem szolgálhat receptorként a host-range mutációval 

rendelkező fágok számára. Ennek ellenére, míg a Tn5 inszerciós mutánson nem lehetetett, 

addig az rkpM4046 allélt hordozó baktériumon sikerült host-range fágmutánst izolálnunk (16-3 

h5 fág). Az RkpM fehérjében történt kivételes aminosavcsere olyan módosulást okozott a 

fehérjében, mely lehetővé tette a 16-3 fág alkalmazkodását. Az rkpM4046 mutáció kivételességét 

az is bizonyítja, hogy más független kísérletben is ezt a mutációt azonosítottuk a génben 

(PP4178 törzs). Az izolált 16-3 h5 fág a h génben hordoz egy missense mutációt, mely a fehérje 
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C-terminálisán található. A h gén a feltételezések szerint a fág farkirost fehérjéjét kódolja, mely 

közvetlenül részt vesz a baktérium felismerésében, és az eredményeink szerint pedig közvetlen 

kapcsolatban állhat az RkpM fehérjével. 

A baktérium és fág fehérjék konkrét összefüggését, fizikai kapcsolatát, már más 

rendszerekben is kimutatták. Példaként említve az Escherichia coli K-12 törzset és a λ fágot. A 

fág receptora a MalB, maltóz és maltodextrinek transzportjáért felelős külső membránfehérje. 

Ezzel közvetlen kölcsönhatásban a fág farkirost J fehérjéje áll. A malB génben történő 

pontmutációkra, melyek fágrezisztenciát eredményeznek, a host-range fágok szintén egy-egy 

missense mutációval alkalmazkodnak, melyek mind a j génnek a farkirost C-terminálisát 

kódoló részére estek. Ez a fertőzőképesség visszanyerését eredményezi (Werts et al., 1994; 

Wang et al., 1998). 

Ahogyan az előző példa mutatta, a fágreceptorként működő vagy fágreceptort alkotó 

fehérje minden bizonnyal a külső membránban helyezkedik el. A fehérjeszekvencia elemzések 

szerint az RkpM három transzmembrán doménnel rendelkezik és belső membránfehérje lehet. 

A C-terminálison lévő rkpM4046 allél mutáció a periplazmatikus tér felé orientálódik. Mindezt 

alátámaszthatja, hogy sikerült TnphoA transzpozonos mutagenezis segítségével aktív PhoA 

fúziókat izolálni a fehérjében (Nagy Tibor munkája). A kísérleti módszer a belső 

membránfehérjék periplazmatikus szakaszának, illetve a periplazmatikus térbe exportálódó 

fehérjék vizsgálatára alkalmas (Manoil et al., 1990 ). 

Az E. coli-λ fág rendszerben mindkét partnernél több helyen bekövetkezhet a felismerést 

befolyásoló mutáció. Feltételeztük, hogy esetünkben is fennállhat ez a jelenség, ezért folytattuk 

mutánsizolálási kísérleteinket. A további munka során szintén egy már ismert KPS bioszintézis 

gént azonosítottunk. Az rkpZ mutáns GH4180 törzs egy megváltozott szerkezetű, nagyobb 

molekula tömegű (HMW) poliszacharidot termel. A GH4180 törzsön a 16-3 h109 és 16-3 h105 

host-range mutációt hordozó fágokat izoláltuk, illetve az rkpZ::Tn5 inszerciós mutánson 

(AT313) a 16-3 hZ2 mutáns fágot. Az eredmények alapján itt nem egy speciális mutációról van 

szó, mivel minden rkpZ mutáns fenotípusa ugyanaz a fágfertőzésben. Ebből arra 

következtettünk, hogy az RkpZ fehérjének nincs olyan jellegű befolyása a receptorra, mint 

ahogyan az RkpM fehérje esetében láttuk. Azt is feltételeztük, hogy talán a poliszacharid eltérő 

szerkezete „engedte meg” a fág alkalmazkodását, vagy az RkpZ fehérje csak közvetve játszik 

szerepet a fágreceptorban. A szekvenálási kísérletek alapján a 16-3 h105 fágban a h gént, míg a 

másik két fágban (16-3 h109 és hZ2) a h géntől 3’ irányba eső p023 ORF-et érintette a host-range 

mutáció (Deák Veronika munkája). Ezen eredmények alapján azt feltételeztük, hogy mind a 
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baktérium, mind a fág oldaláról több fehérje is részt vehet közvetve vagy közvetlenül a 

felismerési mechanizmusban. 

A PP4073 baktérium mutáns vizsgálata is hasonló eredményeket hozott. A baktérium az 

rkpY génben hordoz egy missense mutációt, mely ebben az esetben is speciálisnak bizonyult. 

Más rkpY mutáns nem volt alkalmas host-range fág izolálására annak ellenére, hogy egy 

megváltozott szerkezetű poliszacharidot termel a baktérium. Két fágmutánst izoláltunk 

kísérleteink során az rkpY4073 allélt hordozó baktériumon. A szekvencia szintű vizsgálatok 

szerint a 16-3 hY2 a h génben hordoz mutációt, míg a 16-3 hY3 a p023 ORF-ben (Deák Veronika 

munkája). 

 

16. ábra: Az RkpY fehérje lehetséges transzmembrán doménjei. 
Az ábra bal oldalán a TopPred2 program által jósolt szerkezeti modell látható. Jobb oldalon a Split 4.0 
program által megadott lehetséges fehérje szerkezetet ábrázoltuk. 

A bioinformatikai elemzéseink szerint több transzmembrán domén található az RkpY 

fehérjében, azonban aktív transzlációs PhoA fúziót nem sikerült izolálnunk. A TopPred 

program predikciója szerint, két transzmembrán doménnel rendelkezik a fehérje és a közöttük 

lévő 616 aminosav nagyságú szakasz a periplazmatikus tér felé irányul (16. ábra). Egy ekkora 

hosszúságú periplazmatikus fehérje szakaszon már lehetséges nagy valószínűséggel aktív PhoA 

fúziót izolálni. Kísérleteinkben azonban ez többszöri próbálkozás során sem sikerült. A másik, 

Split 4.0 program szerint egy transzmembrán domén található az RkpY fehérje C terminálisán, 

és egy 26 aminosavból álló fehérje szakasz a periplazma felé orientálódik (16. ábra). Ha ez a 

lehetőség áll fenn, akkor valószínű, hogy random mutagenezissel szinte lehetetlen ilyen kis 
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szakaszon aktív fúziót izolálni. Ennek megoldására az adott szakaszra direkt úton történő fúzió 

létrehozása adna megoldást. Az izolált host-range fágmutánsok alapján azonban a fehérjének 

fontos része lehet a fágreceptor kialakításában. A speciális mutáció kialakulása az RkpY és a 

fág farkirost fehérje közötti közvetlen kapcsolatra utal. Ez a kapcsolat pedig azt feltételezi, 

hogy a fehérje a membránban helyezkedik el, ahogyan az RkpM is. 

A mutánsizolálási kísérletekben több, már ismert KPS bioszintézis gént is azonosítottunk, 

melyek fontosak a receptor kialakításában (rkpY, rkpM, rkpZ). Feltételeztük, hogy a fehérjék 

között direkt kapcsolat is fennállhat, egy komplexet alkothatnak. Az eredmények szerint az 

RkpY és RkpM valószínűleg belső membránfehérjék lehetnek és speciális mutációjuk teszi 

lehetővé a mutáns fágok adszorbcióját. Az RkpZ fehérje esetében nem egyértelmű, hogy az 

eltérő szerkezetű poliszacharid az oka a fágmutánsok kötődésének vagy az RkpZ fehérje 

hiánya/módosulása. Ha feltételezzük, hogy a fágreceptor egy fehérje komplex és az RkpZ 

ennek a része, akkor az is lehetséges, hogy hiánya esetén az egész receptor „torzul” és ez teszi 

lehetővé a fágmutánsok kötődését. Ezek alapján azt is gondolhatjuk, hogy az RkpM és RkpY 

speciális mutációja szintén magával vonja az egész receptor módosulását, de a szerkezeti 

változás még megengedi a receptor komplex összeépülését. 

A bakteriofágok, egy a baktérium felszínén lévő struktúrához kötödnek. A fág DNS 

bejuttatásához általában olyan apparátusra, csatornára van szükség, mely „átível” a külső 

membránon, periplazmatikus téren és a belső membránon. Ahogyan az E. coli-λ fág rendszeren 

láttuk ez egyetlen fehérje is lehet, viszont jónéhány fágreceptor van, amely több fehérjéből áll. 

Példaként említve az E. coli K12 törzsre specifikus C1 fág receptora. A fág DNS sikeres 

bejuttatásához szükséges a BtuB külső membránfehérje, a DcrB periplazmatikus és DcrA belső 

membránfehérje (Likhacheva et al., 1996). Ezek alapján esetünkben is rendelkeznie kell a 

fágreceptornak egy külső membránban elhelyezkedő alkotóval. 

A következő fejezetekben szó lesz az egyes vizsgált fehérjék (RkpM, RkpZ, RkpY) KPS 

bioszintézisben betöltött funkciójáról. Mivel ugyanannak a bioszintézis folyamatnak az 

enzimei, ez tovább erősíti azt a feltételezést, hogy fizikai kapcsolat lehet a fehérjék között. A 

jövőben érdemes lehet pontosítani a három fehérje közötti kapcsolatot a fágreceptor 

tekintetében, lokalizálni helyüket a sejtben/sejtmembránban. Emellett azonosítani azt a 

komponenst a fehérje komplexben, melyhez ténylegesen a fág kötődik és a külső membránban 

helyezkedik el. 

Az E. coli és a K fágok példája alapján, - ahogy az irodalmi bevezetőben is említettük - 

láthattuk, hogy a baktérium felszínét azonosító folyamat két lépésből állhat. A fág először a 

kapszuláris poliszacharidhoz kötődik, majd azt enzimatikus úton lebontja, végül a DNS-e 
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bejuttatásául szolgáló bakteriális csatornafehérjét ismeri fel. Az eredmények tekintetében a S. 

meliloti 41 baktérium, valamint a 16-3 fág esetében sem zárható ki ez a lehetőség. Ezek alapján 

a 16-3 fág farkirost fehérjének rendelkeznie kellene a KPS polimer hasításához szükséges 

enzimatikus funckióval (liáz, endozialidáz). Az említett funkció meglétét bizonyítani lehetne a 

fág farkirost fehérje enzimatikus képességének vizsgálatával. Ez tisztázná, hogy a fágfertőzés 

során történik-e poliszacharid lebontás és van-e a folyamatnak olyan lépése, melyben a 

sejtfelszíni poliszacharidot ismeri fel a fág. 

7.2. A S. meliloti 41 baktérium kétféle kapszuláris poliszacharidot termel 

Korábbi munkák során három régiót azonosítottak (rkp-1, rkp-2, rkp-3) S. meliloti 41 

baktériumban, melyek a kapszuláris poliszacharid bioszintéziséért felelősek (Kiss et al., 1997; 

Petrovics et al., 1993; Kereszt et al., 1998; Kiss et al., 2001). A bioszintézis gének azonosítása 

Tn5 transzpozonos mutagenezis segítségével történt. A további gének feltérképezése során 

azonosították az rkp-3 régió addig meghatározott szakaszán kívül eső rkpY gént is (Kiss et al., 

2001). Az rkpY mutációt hordozó baktérium KPS fenotípusa eltért a vadtípustól, egy eddig 

ismeretlen mintázatú, alacsony molekula tömegű poliszacharidot termelt (LMW poliszacharid), 

valamint 16-3 fágrezisztens volt. Az volt a célunk, hogy tisztázzuk az rkpY mutáns által termelt 

poliszacharid milyen összefüggésben van a KR5-antigénnel, illetve szintézisében milyen gének 

vesznek részt. További tervünk volt az rkpY gén környezetében újabb KR5-antigén bioszintézis 

gének feltérképezése. Első lépésként meghatároztuk az rkpY gén környezetének szekvenciáját, 

egy 12203 bázispárból álló szakaszt, mely a már eddig ismert rkp-3 régió „jobb oldalát” képezi 

(AC: AM849044). A szekvencia számítógépes elemzése szerint három ORF található az rkpY 

gén után: orf7343, orf8077, rkpT2 (18. ábra). Kíváncsiak voltunk arra, hogy az említett ORF-ek 

működő géneket kódolnak-e, valamint mi lehet a funkciójuk az általunk vizsgált 

folyamatokban. Azonban ebben a régióban az rkpY-on kívül nem találtunk egyetlen gént sem, 

mely a KPS vagy az LMW poliszacharid bioszintézisére, a baktérium szimbiotikus aktivitására 

vagy a fágfertőzésre hatással van. Annak ellenére, hogy az rkpT2 gén által kódolt fehérje ABC-

2 transzportert kódoló fehérjékkel homológ, az eredmények szerint nincs befolyása az említett 

poliszacharidokra. RkpT2 homológ fehérje példaként említve az E.coli KpsM fehérjéje, mely 

bizonyítottan a poliszacharid membránon át történő transzportját végzi (Pavelka et al., 1991; 

Whitfield 2006). Az rkpT2 feltételezett paralógja (rkpT) és az rkpR, rkpS gének kapcsán is erre 

az eredményre jutottunk, jóllehet E. coli baktériumban a homológ gének (kpsE, kpsT, kpsM) 

esszenciálisak a KPS bioszintézisben (Whitfield 2006). 
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Kezdetben azt feltételeztük, hogy az rkpY mutánsok által termelt poliszacharid a KR5-

antigén prekurzora lehet, glükuronsav és/vagy pszeudaminsav komponensekből áll. Ennek 

alapján léteznie kell egy olyan génnek, mely mindkettő szintézisében fontos, vagyis van olyan 

esszenciális KPS bioszintézis gén, mely az LMW poliszacharid termelését is befolyásolja. Az 

rkp-1, rkp-2, rkp-3 régió általunk választott reprezentatív mutánsainak különféle KPS mintázata 

van (17. ábra). Az rkp-rkpY kettős mutánsok esetében viszont az rkpZ-rkpY mutáns kivételével 

mindegyik baktérium az rkpY mutáns által termelt poliszacharid mintázatával rendelkezett. 

Léteznek olyan rkp-1, rkp-2, rkp-3 mutációk, melyek megszüntetik a KPS szintézist (rkpK, 

rkpL, rkpM), ennek ellenére a kettős mutánsok ugyanúgy termeltek LMW poliszacharidot (17. 

és 18. ábra). Ezek szerint olyan gének, melyek a glükuronsav (rkpK) és a pszeudaminsav (rkpL-

Q) alegységek szintézisében fontosak, az LMW poliszacharid termelésére nincsenek hatással. 

Az eredmények bizonyítják, hogy az LMW poliszacharid nem a KR5-antigén prekurzora, nem 

glükuronsav és/vagy pszeudaminsav alegységekből áll. 

 

17. ábra: Különböző rkp mutánsok KPS mintázata (DOC-PAGE). 

Az rkpZ gén funkciójának a KPS polimer lánchosszúság meghatározását tulajdonítják, 

mutációjával a baktérium magasabb molekula tömegű poliszacharidot termel (Brzoska and 

Signer, 1991, Reuhs et al., 1995; 18B. ábra). Az rkpY-rkpZ mutáns szerint az LMW 

poliszacharid termelésben is nélkülözhetetlen. A gén hatással van a KR5-antigén szintézisére S. 

meliloti 41 törzsben, viszont a S. meliloti 1021 baktériumon végzett kísérletek alapján a KDO 

homopolimer termelésben meghatározó (Fraysse et al., 2005; Sharypova et al., 2006). A S. 
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meliloti 1021 az analitikai vizsgálatok szerint KDO homopolimert termel, mint kapszuláris 

poliszacharid (9. táblázat). Ez szimbiotikusan nem aktív, nem képes helyettesíteni az EPS 

szerepét a növény inváziójában, ellentétben a KR5-antigénnel. A Sm1021 törzs két paralóg rkpZ 

génnel is rendelkezik (rkpZ1 és rkpZ2), mutációjuk esetén nem termelődik polyKDO. A gének 

nem képesek funkcionálisan helyettesíteni egymást, viszont az RM41 törzsből származó rkpZ41 

gén képes átvenni a két gén szerepét. Az RkpZ fehérje által nagyobb molekula tömegű 

polyKDO termelődik és a lipid végekkel rendelkező polimer láncok aránya is megnövekedik a 

vadtípushoz képes. Mindemellett lehetővé teszi a baktérium szimbiotikus aktivitásának 

részleges meglétét (Sharypova et al., 2006). Az eredmények alapján elmondhatjuk, hogy az 

rkpZ41 funkcionálisan hatékonyabban működik, mint a két paralóg gén, és a Sharypova és 

munkatársai által végzett kísérletekből következik, hogy a KDO homopolimer szintézisében is 

szerepe van. 

 

18. ábra: Az rkpY régió mutagenezisének összefoglaló ábrája. 
Az ábrán jelöltük a teljes rkp-3 régiót és annak génjeit. Függőleges vonalakkal a mutagenezis során 
létrehozott transzpozonos mutációk pozícióit ábrázoltuk. Az egyes és kettős mutánsok DOC-PAGE 
módszerrel vizsgált KPS mintázatai: A: rkpR, rkpS, rkpT mutáns fenotípus; B: rkpZ mutáns fenotípus; 
C: rkpY-rkpZ kettős mutáns fenotípusa; D: rkpY mutáns fenotípus; E: orf7343; orf8077; rkpT mutáns 
fenotípus; F és G: rkpY-rkp mutáns fenotípus. Ezen kívül az AK631 wt.: a vadtípusú mintázatot jelöli 
(lásd még: 12. és 14. ábra). 
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Az irodalmi adatok alapján arra következtettünk, hogy ha az RkpZ41 valóban a polyKDO 

termelést is befolyásolja, akkor lehetséges, hogy az rkpY-rkpZ mutánsokban ennek a termelése 

szűnt meg. Az rkpY mutánsok által termelt nagy mennyiségű LMW poliszacharid valójában 

KDO homopolimer lehet. A következtetésünket további eredmény erősítette meg. Chataigné és 

munkatársai analitikai módszerekkel kimutatták, hogy a S. meliloti 41 törzs a KR5-antigén 

mellett KDO homopolimert is termel kis mértékben, ahogyan más pszeudaminsav tartalmú 

KPS-t termelő rhizobium is (Chataigné et al., 2008; 9. táblázat). Ezek alapján azt gondoltuk, 

hogy ha az rkpY mutánsok által termelt nagy mennyiségű poliszacharid valóban polyKDO, 

akkor vad típusú baktériumban az RkpY fehérje ennek szintézisét gátolhatja, vagy legalábbis 

jelenlétében a KPS termelés kerül előtérbe, a polyKDO szintézissel szemben. Az RkpY 

szabályozó fehérje lehet. A feltevésünk igazolására a polyKDO-t termelő S. meliloti 1021 

törzsbe juttattuk be az rkpY gént, majd vizsgáltuk a baktérium KPS mintázatának megváltozását 

DOC-PAGE módszerrel. A vadtípus és az rkpY-t hordozó Sm1021 törzs összehasonlítása 

alapján az RkpY fehérje hatására a polyKDO termelése szignifikánsan lecsökkent, vagyis az 

RkpY fehérje blokkolta vagy „megzavarta” a polyKDO termelést Sm1021 baktériumban. Az 

eredmények igazolták feltételezésünket, viszont ténylegesen bizonyítani, hogy az rkpY mutáns 

polyKDO-t termel, illetve az milyen polimerizáltságú, analitikai vizsgálatok szükségesek.  

Érdekes lehetne megfigyelni, hogy rkpY-rkpZ kettős mutánsban (AV476, AV518) a Sm1021 

törzsből származó RkpZ11021 és RkpZ21021 fehérje együttesen, illetve külön-külön milyen 

változást okozhat a polyKDO termelésben. Termelődik-e, illetve eltérő polimerizáltságú 

polyKDO termelődik-e a baktériumban, mint az rkpY mutánsban? Emellett az rkpZ4180 mutáns 

háttérben a két fehérje befolyásolja-e a KR5-antigén szerkezetét? 

Az RkpZ fehérje az E. coli-ban található KpsC fehérjével mutat homológiát, melyet 

részletesebben tanulmányoztak már (Pazzani et al., 1993; Steenbergen et al., 2008). A KpsC 

funkciója összefügg a KpsS fehérjéjével, szerepük van a poliszacharid exportjában és 

transzlokációjában, a belső membrán citoplazma felőli oldalához kötödnek. Mutációjuk a 

polimer akkumulációjával jár a citoplazmában. Kezdeti kutatásokban azt is feltételezték, hogy a 

lipid vég/lipidhorgony (diacilglicerolfoszfát-KDO) meglétét is befolyásolhatják, ahogyan az 

rkpZ1 génről kimutatták S. meliloti 1021 baktériumban. Az újabb kutatások szerint, az 

intracellulárisan akkumulálódó polimer rendelkezik lipid véggel, tehát nincs szerepük annak 

kialakításában E. coli baktériumban (Whitfield 2006, Steenbergen 2008). A KpsC homológ 

RkpZ41 fehérje, ha S. melilotiban is csak a KPS, illetve polyKDO exportjért és 

transzlokációjáért lenne felelős, akkor az extracellulárisan akkumulálódó poliszacharid 

megjelent volna az rkpZ-rkpY mutánsokban a KPS mintázat elemzés szerint (DOC-PAGE). 
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Valószínű, hogy S. meliloti baktériumban más funkcióval is rendelkezik az RkpZ fehérje vagy 

legalábbis összetettebb funkcióval. 

Természetesen, feltételezéseinket az analitikai módszerekkel történő szerkezet 

vizsgálatok bizonyíthatják teljes mértékben. Poinsot és munkatársai kidolgoztak egy olyan 

vizsgálati módszert, mely az eddigi elemzésektől pontosabb adatokat adnak a baktériumok által 

termelt poliszacharidok szerkezetéről és mennyiségéről (Fraysse et al., 2005; Sharypova et al., 

2006; Chataigné et al., 2008; 9. táblázat). A módszer segítségével először sikerült kimutatni az 

eddigiekben csak feltételezett lipidhorgony (glicerofoszforilált KDO) meglétét a polimerek 

végén, illetve szabad formában. Leírták, hogy a pszeudaminsav tartalmú poliszacharidot 

termelő rhizobiumok is szintetizálnak KDO homopolimert bizonyos mértékben, mégpedig lipid 

véggel rendelkező polimereket. Ezen kívül a módszerrel lehetőségük volt különböző glükánok 

azonosítására. A rhizobium baktériumok normál és/vagy glicerofoszforilált glükánokat is 

termelnek az elemzések szerint. A S. meliloti 1021 törzs mindkét féle glükánt, az AK631 törzs 

pedig glicerofoszforilált glükánt termel nagy mennyiségben (Chataigné et al., 2008; 9. táblázat). 

A Sinorhizobium fredii HH103 törzzsel kapcsolatos előző vizsgálatok szerint 

pszeudaminsav tartalmú homopolimert (polyPse) szintetizál a baktérium (Gil-Serrano et al., 

1999). A részletesebb analitikai elemzések alapján a baktérium valóban termel homopolimer 

jellegű poliszacharidot, az említett polyPse-t (5NAc-7OHBut-Pse) és jelentős mennyiségű 

polyKDO-t. Ezen kívül nagy mennyiségben reguláris és glicerofoszforilált glükánokat is 

szintetizál (9. táblázat). Az említett törzsben még csak az rkp-1 régió génjeit írták le, melyek 

feladata − a feltételezések szerint − az, hogy a K-antigén bioszintéziséhez szükséges lipid 

hordozót/horgonyt létrehozzák (Becker et al., 2005). A baktérium által termelt poliszacharidok 

alapján feltételezhetjük, hogy rendelkezik a KDO homopolimer termeléshez szükséges rkpZ 

génnel is, valamint a pszeudaminsav szintézisért felelős rkpLMNOPQ géncsoporttal. 

9. táblázat: A rhizobium baktériumokra jellemző poliszacharidok (Chataigné et al., 2008) 

Baktérium 
törzs 

polyKDO 
polyPse 

(5NAc-7OHBut-
Pse) 

Reguláris 
glükánok 

Glicerofoszforilált 
glükánok 

GlcA- 
5NAc-7OHBut-

Pse 
S. meliloti 

1021 + + + + - 

S. fredii 
HH103 + + + + - 

S. meliloti 
AK631 + + - + + 

R. sp. NGR234 + + + + - 

polyKDO: KDO homopolimer; polyPse: pszeudaminsav homopolimer 
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Időközben, Poinsot és munkatársainak analitikai vizsgálatai nyomán bebizonyosodott, 

hogy az rkpY mutáns (EN3222) által termelt poliszacharid valóban polyKDO, ezen kívül a 

mutáns nem termel KR5-antigén komponenseket. Az rkpY-rkpZ mutációval a KDO 

homopolimer termelés is megszűnik teljes mértékben, valamint Sm1021 törzsben az RkpY 

fehérje jelentősen megzavarja a baktériumban termelődő polyKDO-t (Pálvölgyi et al., In Press). 

Lényegében a genetikai megközelítésünk és feltételezéseink bizonyítást nyertek az elemzés 

segítségével. A szintézis folyamatok és génfunkciók pontos megértése további részletes 

tanulmányozást igényelnek. Az említett analitikai módszer alkalmazása több további 

kérdésünkre is választ adhatna, melyek összefoglalva a következők: Az rkpZ4180 mutáns 

baktériumban termelődik-e KDO homopolimer, ha igen, akkor a lipidált és szabad polimer 

végek arányában van-e különbség a vad típusú polyKDO-hoz képest? Tulajdonképpen az RkpY 

fehérje milyen változást okozott a S. meliloti 1021 törzsben? Esetleg az RkpZ befolyásolja a 

glükánok glicerofoszforiláltságát is? Az eddigi kísérleti eredmények is mutatják, hogy az RkpY 

elengedhetetlen a KR5-antigén megfelelő szintézisben, viszont azt csak feltételezhetjük, hogy a 

polyKDO termelést blokkolja, hiszen az rkpY mutánsokban a megnövekedett polyKDO 

mennyisége más folyamatok megléte/hiánya okán is bekövetkezhet. A különböző mutánsok 

poliszacharidjainak szerkezeti és mennyiségi összehasonlítása a feltételezések bizonyítása 

mellett, további következtetések megalkotására adna lehetőséget a fehérjék funkcióját illetően. 

Az már kétségtelen, hogy konkrét bizonyításra a KPS mintázat elemzésre alkalmazott 

DOC-PAGE módszer nem megfelelő, kevés információval szolgál a termelt poliszacharidokról. 

Alkalmazásával például nem dönthető el, hogy extracellulárisan akkumulálódik vagy a 

sejtfelszínre exportálódott a poliszacharid. Az rkpR, rkpS, rkpT gének mutációja a DOC-PAGE 

vizsgálatban nem mutat eltérést a vad típusú baktérium mintázatához képest. Elképzelhető, 

hogy a mutációk olyan változást okoznak, mely eleve nem mutatható ki DOC-PAGE 

módszerrel, konkrétan a poliszacharid sejtfelszínre történő transzportjának elmaradását, ami 

akkumulációt okoz a citoplazmában. Azt is feltételezhetjük az említett génekkel kapcsolatban, 

hogy valójában nem a KR5-antigén, hanem a KDO homopolimer szintézisében fontosak, ezért 

nem sikerült eddig bizonyítani funkciójukat a módszer hiányosságai miatt. A feltételezést 

szintén az analitikai vizsgálat tisztázná. 

7.3. A bioinformatikai elemzések konklúziója 

A számítógépes elemzések jó kiindulási pontot jelenthetnek a további biológiai kísérletek 

megtervezésében, az információk gyűjtésében. Az előzőekben leírt kísérletekben is nagy 
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segítségünkre volt ez a tudományterület, viszont két esetben csak ezekre a vizsgálatokra 

hagyatkoztunk, biológiai kísérleteket nem végeztünk. 

A kibővített rkp-3 régió jobb oldali szakaszának szekvencia szintű vizsgálata szerint az 

rkpZ és rkpY gének között két transzpozont is találtunk, feltehetően egy régebbi integrációs 

eseménynek köszönhető ISRm15 transzpozon elemeit azonosítottuk, melybe egy későbbi 

esemény következtében az ISRm26 transzpozon épült be. Az ISRm26 inverted repeat és direkt 

repeat elemeit is megtaláltuk, amiből arra következtetünk, hogy még működő transzpozon lehet. 

Az rkpY régióban található gének bioinformatikai elemzése egyenlőre csak feltételezi 

azok funkcióját, viszont az rkpLMNOPQ gének homológia vizsgálata közelebb vitt a 

horizontális géntranszferrel történő beépülésük bizonyításához és a gének pszeudaminsav 

szintézisében betöltött szerepük megerősítéséhez. Számos baktérium fajban megtalálható a 

gének homológja ugyanolyan elrendezésben, mint az S. meliloti 41 törzsben. Ebből arra lehet 

következtetni, hogy eredetükben kapcsolat lehet (10.2. melléklet). A táblázatban felsorolt 

fehérjék többszörös illesztése alapján (10.3. melléklet) megfigyelhető, hogy a géncsoport elején 

lévő gének által kódolt fehérjék még nagyfokú azonosságot mutatnak, mely az RkpP fehérje 

felé haladva egyre csökken, majd az RkpQ fehérje homológok esetében ismét nagyfokú 

azonosság figyelhető meg. A jelenség magyarázata az lehet, hogy az rkpL-Q géncsoporttal 

rendelkező baktériumok között léteznek olyan törzsek, ahol az rkpP homológ gént formil-

transzferázt kódoló gén helyettesít, tehát variábilis lehet ez a génszakasz. A Pseudomonas 

aeruginosa O7, O8, O9 szerotípusának összehasonlítása szerint a formil-transzferáz egy formil 

oldalláncot tesz a pszeudaminsav molekulára mely az O-antigén alkotója (Knirel and 

Kochetkov 1994;Raymond et al., 2002). A gének ilyenforma elrendezése nem törvényszerű, 

hiszen elemzéseink szerint léteznek olyan baktériumok, melyekben ez nem figyelhető meg. A 

Campylobacter jejuni és Helicobacter pylori baktériumokban a CMP-pszeudaminsav 

szintézisét részletesen vizsgálták a folyamatban részt vevő enzimek funkciója és az 

intermedierek tekintetében (Schoenhofen et al., 2006). Az egyes enzimfehérjék és az 

rkpLMNOPQ géncsoport által kódolt fehérjék homológiát mutatnak (8. táblázat), ami alapján 

valószínűsíthető az Rkp fehérjék funkciója, megalkotható a pszeudaminsav szintézisének 

modellje S. melilotban, illetve a rhizobium baktériumokban (10.4.melléklet). 

 

19. ábra: Az rkp-3 régió szerkezete Rhizobium sp. NGR234-ben (LeQuere et al., 2006) 
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Az eddigi kutatások alapján a S. meliloti 41 rkp-3 régiójához hasonló géncsoportot eddig 

csak a Rhizobium sp. NGR234 baktériumban írtak le (19. ábra). A régió hasonló felépítésű, 

rendelkezik az rkpP gén kivételével az rkpL-Q géncsoporttal, illetve az rkpY génnel is. A 

pszeudaminsav tartalmú KPS mellett kisebb mennyiségben KDO homopolimert is termel 

(Chataigné et al., 2008, 9. táblázat). A hasonlóság a KPS szerkezetében is megmutatkozik, 

viszont a vizsgálatok szerint N-3-hydroxybutyryl oldalláncal nem rendelkezik, ellentétben az 

RM41 törzzsel. Ezt az rkpP gén hiányának tulajdonítják, miszerint az RkpP fehérje 

valószínűleg a pszeudaminsav 3-hydroxybutyryl acetilációtját/szintézisét végzi (LeQuere et al., 

2006). 

A Rhizobium sp. NGR234 baktérium a Sm1021 törzshöz hasonlóan két paralóg rkpZ 

génnel rendelkezik (rkpZ1 és rkpZ2). Érdemes lenne ezt a baktériumot is bevonni az rkpZ gén 

konkrét funkciójának feltárására szolgáló kísérletekben, melyet az előző fejezetben említettünk. 

Érdekes lenne megfigyelni, hogy az rkpY mutációjával milyen jellegű poliszacharid termelődik 

a Rhizobium sp. NGR234 törzsben. Az rkpY mutánsban melyik rkpZ paralóg mutációja okozza 

a poliszacharid termelés megszűnését? Mindezen kísérletek választ adhatnak az RkpZ fehérje 

pontos funkciójára illetve, hogy az RkpZ41 fehérje funkcionálisan miben különbözhet a többi 

baktériumban lévő rkpZ1 és rkpZ2 génektől. 

Összefoglalva a saját és az irodalmi adatokat, a következőt feltevéseket fogalmazhatjuk 

meg. Lehetséges, hogy a rhizobium baktériumok alapvetően egy KDO homopolimert 

termelnek/termeltek mint kapszuláris poliszacharid, és a baktériumok közötti horizontális 

géntranszfer révén egyes rhizobium törzsek már egy bonyolultabb szerkezetű, pszeudaminsav 

alegységekből felépülő KPS szintetizálására lettek képesek. Ez egyfajta előnyt biztosíthat a 

többi rhizobiummal szemben a szimbiózisban és a fágrezisztenciában. Ezt az előnyt feltehetően 

az rkpL-Q géncsoportnak és az rkpY gén meglétének köszönhetik. 
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8. Összefoglalás 

A pillangósvirágúak és rhizobium baktériumok között fennálló nitrogénkötő szimbiózis 

kialakulásában meghatározó szerepe van a sejtfelszíni poliszacharidoknak. A bakteriális 

kapszuláris poliszacharid (KPS, KR5-antigén) főként a szimbiózis inváziós szakaszában fontos. 

A különböző invázióra képtelen S. meliloti 41 (RM41) mutánsainak tanulmányozása során az is 

kiderült, hogy a KPS termelésnek a 16-3 fágfertőzésre is hatása van. A kezdeti feltételezesék 

szerint maga a kapszuláris poliszacharid lehet a 16-3 fágreceptora. A két jelenség kapcsolata 

okán csoportunk kutatómunkájában a kapszuláris poliszacharid bioszintézisének és szerepének 

megismerését tűztük ki célul, valamint a 16-3 fágreceptor alkotóinak azonosítását. Bizonyítani 

szerettük volna, hogy a fágreceptor a KPS és/vagy más sejtfelszíni struktúra. 

Munkánk eredményei alapján kiderült, hogy a fágreceptor nem csak maga a KPS lehet, 

hanem fehérje molekula is. Azonosítottunk olyan kapszuláris poliszacharid bioszintézis 

fehérjéket (RkpM, RkpZ, RkpY), melyek hatással vannak a fágfertőzésre. Bizonyítottuk, hogy 

az RkpM és RkpY fehérjékben egy különleges mutációja teszi lehetővé a változáshoz 

alkalmazkodott fágmutánsok kötődését és nem a poliszacharid. Az RkpZ esetében tisztáznunk 

kell, hogy a fehérje hiánya miatt a receptor módosulása vagy a poliszacharid szerkezeti 

változása miatt történt meg a fágmutánsok adszorbciója. Az eredmények alapján feltételezzük, 

hogy a fágreceptor egy fehérje komplex, melynek alkotói az RkpY, RkpM fehérje valamint erre 

közvetve hatással van az RkpZ fehérje is. Azt, hogy a KR5-antigénnek pontosan milyen feladata 

van a fágfertőzés során, további kísérletek elvégzése szükséges. 

Előző munkák eredményeként izolálták az rkpY gént, mely mutációja esetén egy alacsony 

molekula tömegű (LMW) poliszacharidot termel a baktérium, a KR5-antigén helyett. A 

következőkben a fehérje funkciójának és az LMW poliszacharid termelésnek részletesebb 

vizsgálatát kezdtük meg genetikai módszerekkel. Elsőként meghatároztuk az rkpY gén 

környezetének szekvenciáját, melyen további lehetséges géneket azonosítottunk, viszont ezek 

az eredményeink szerint sem a KPS vagy LMW poliszacharid bioszintézisben, sem a 

szimbiózisban, sem a fágfertőzésben nem játszanak szerepet. Genetikai eszközökkel 

bizonyítottuk, hogy az LMW poliszacharid nem glükuronsav vagy pszeudaminsav 

alegységekből áll, valamint az rkpZ génnek befolyása van a szintézisére. Igazoltuk, hogy az 

RkpY fehérje gátolja a KDO homopolimer termelését S. meliloti 1021 törzsben. Az 

eredményeinkből arra következtetünk, hogy az RkpY fehérje lényeges a KR5-antigén 

szintézisében, valamint az rkpY mutáns egy polyKDO-t termelhet, melyhez elengedhetetlen az 

RkpZ fehérje. A feltételezéseinket ténylegesen a különböző baktérium mutánsok által termelt 

poliszacharidok szerkezetének analitikai vizsgálata bizonyítja.  
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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 KR5-antigen production. 

Moreover, it was suggested that the KR5-antigen serves as the receptor for the strain-specific 

bacteriophage 16-3. We applied phage 16-3 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 16-3 is 

probably a protein complex involved in the biosynthesis of the KR5-antigen, not the 

polysaccharide itself. We could identify three proteins involved in capsular polysaccharide 

synthesis (RkpM, RkpZ, RkpY) which influence 16-3 phage infection. We identified specific 

mutations in the RkpM and RkpY proteins which are needed for the adsorption of 16-3 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, KR5-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 KR5-antigen. The analytical 

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

10.1. melléklet: A különböző S. meliloti rkp mutánsok KPS fenotípusa 

Törzs Genotípus KPS 
fenotípus 

AK631 RM41 exoB631 (Nod+ Fix+) vad típus 

EN3222 rkpY3222 rkpY 

GH4180 rkpZ spontán mutáns rkpZ 

PP4141 rkpY3222  +  rkpA::Tn5(666) rkpY 

PP4140 rkpY3222  +  rkpB::Tn5(665) rkpY 

PP4139 rkpY3222  +  rkpC::Tn5(644) rkpY 

PP4199 rkpY3222  +  rkpK::Tn5(207) rkpY 

PP4201 rkpY3222  +  rkpL::Tn5(187) rkpY 

PP4202 rkpY3222  +  rkpM::Tn5(212) rkpY 

PP4200 rkpY3222  +  rkpQ::Tn5(124) rkpY 

PP3300 rkpY3222  +  pBBR1-MCS2::rkpY vad típus 

AV488 AK631 rkpR::ET-KanR-3 (7591) vad típus 

AV486 AK631 rkpS:: ET-KanR-3 (9091) vad típus 

AV461 AK631 rkpT::ET-KanR-3 (9821) vad típus 

AV475 AK631 rkpZ::ET-KanR-3 (11222) rkpZ 

AV458 AK631 rkpY::ET-KanR-3 (18387) rkpY 

AV493 AK631 orf7343::ET-KanR-3 (20447) vad típus 

AV457 AK631 orf8077::ET-KanR-3 (21174) vad típus 

AV490 AK631 rkpT2::ET-KanR-3 (23345) vad típus 

AV463 rkpY3222  +  rkpR::ET-KanR-3(7591) rkpY 

AV477 rkpY3222  +  rkpS:: ET-KanR-3(9091) rkpY 

AV479 rkpY3222  +  rkpT::ET-KanR-3(9821) rkpY 

AV476 rkpY3222  +  rkpZ::ET-KanR-3(11222) nincs KPS 

AV494 rkpY3222  +  orf7343::ET-KanR-3(20447) rkpY 

AV483 rkpY3222  +  orf8077::ET-KanR-3(21174) rkpY 

AV491 rkpY3222  +  rkpT2::ET-KanR-3(23345) rkpY 

AV518 rkpZ4180  +  rkpY::ET-KanR-3(18387) nincs KPS 

KPS fenotípusok: DOC-PAGE mintázat alapján. Vad típus (14A. ábra), 
rkpZ (14C. ábra), rkpY (14D ábra), nincs KPS (14F. ábra). 
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ológ) gének előfordulása m
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okban 
A

 táblázatban feltűntettük az R
kpL
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 fehérjék prediktált konzerválódott dom

énjeit, a B
L

A
S
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elem

zések alapján a hom
ológok A

C
 szám

át és az azonosság/hasonlóság százalékos arányát. N
éhány 

baktérium
ban az rkp

P
 hom

ológ fehérje helyett form
il-transzferáz vagy acetiltranszferáz található, 

m
elyet zárójelben jelöltünk. 

RkpQ 
CAB62155 

NeuB (pfam03102): N-
acetilneuraminsav szintáz 

SAF (pfam08666): különféle 
fehérjék tartoznak ide 

SpsE (COG2089): Sziálsav 
szintáz 

89/93% 
ABD15239 

72/85% 
AAM27839 

72/85% 
AAM27859 

72/83% 
AAM27877 

77/87% 
YP_743157 

77/87% 
YP_001630918 

56/70 % 
YP_263953 

78/90% 
YP_001174300 

69/82% 
ZP_01756749.1 

80/87% 
ZP_01738902 

RkpP 
CAB62154 

RimL (COG1670): 
acetiltranszferáz 

---- 

(AAM27838 
Formyl_transferase) 

(AAM27858 
Formyl_transferase) 

57/73% 
AAM27876 

39/57% 
YP_743156 

41/53% 
YP_001630917 

32/52% 
YP_263951 

56/71% 
YP_001174301 

(ZP_01756748 
Methionyl-tRNA 
formyltransferase) 

(ZP_01738901 
Acetyltransferases) 

RkpO 
CAB62153 

Glyco_tran_28_C (pfam04101): 
glikoziltranszferáz család 28 C-

terminális domén 
spsG (COG3980): 
glikoziltranszferáz 

67/77% 
ABD15240 

44/62% 
AAM27837 

44/62% 
AAM27857 

49/65% 
AAM27875 

50/64 % 
YP_743155 

49/62% 
YP_001630916 

46/62% 
YP_263950 

50/65% 
YP_001174302 

49/63% 
ZP_01756747 

50/64% 
ZP_01738900 

RkpN 
CAB62152 

NeuA (COG1083, 
PF02348): CMP-N-
acetilneuraminsav 

szintetáz/ 
Cytidylyltranszferáz 

81/88% 
ABD15241 

60/75% 
AAM27836 

60/75% 
AAM27856 

62/75% 
AAM27874 

64/78% 
YP_743154 

57/76% 
YP_001630915 

60/77% 
YP_263949 

63/78% 
YP_001174303 

59/74% 
ZP_01756746 

60/76% 
ZP_01738899 

RkpM 
CAB62151 

WecE (COG0399):piridoxál-
foszfát függő enzim 
DegT_DnrJ_EryC1 

(pfam01041): piridoxál-
foszfát függő 

aminotranszferáz 

83/91% 
ABD15242 

67/80% 
AAM27835 

67/80% 
AAM27855 

69/82% 
AAM27873) 

73/83% 
YP_743153 

71/83% 
YP_001630914 

68/83% 
YP_263947 

73/85% 
YP_001174304 

64/78% 
ZP_01756745 

67/81% 
ZP_01738898 

RkpL 
CAB62150 

Polysacc_synt_2 (pfam02719): 
Poliszacharid bioszintézis 

enzim 
Epimerase (pfam01370): 
NAD függő dehidratáz/ 

epimeráz 

93/97% 
ABD15243 

81/90% 
AAM27834 

81/90% 
AAM27854 

83/91% 
AAM27872 

78/87% 
YP_743153 

82/90% 
YP_001630913 

80/89% 
YP_263946 

81/91% 
YP_001174305 

78/88% 
ZP_01756744 

78/89% 
ZP_01738897 

Sinorhizobium meliloti 

41 

Funkcionális domének 

Rhizobium sp. NGR234 

Pseudomonas aeruginosa 

serotype 07 

Pseudomonas aeruginosa 

serotype 08 

Pseudomonas aeruginosa 

serotype 09 

Alkalilimnicola 

ehrlichei MLHE-1 

Bordetella petrii 

Psychrobacter arcticus 

273-4 

Pseudomonas stutzeri 

A1501 

Roseobacter sp. 

SK209-2-6 

Marinobacter sp. 

ELB17 
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10.3. melléklet: Az RkpL-Q fehérjék és homológjainak többszörös illesztése 
A homológ fehérjék többszörös illesztését az online elérhető ClustalW2 programmal végeztük 
BLOSUM62 mátrix beállításával. Az illesztések szerkesztése pedig a GeneDoc programmal történt. Az 
aminosavak színezése az azonosság mértékét jelentik. Fekete háttér: 100% azonosság; sötétszürke 
háttér: 80% azonosság; világosszürke háttér: 60% azonosság. A fehérjék AC számát adtuk meg 
azonosításként (lásd 10.2. melléklet táblázata). 

10.3.1. Az RkpL és a homológ fehérjék illesztése 

                                                                                     

                      *        20         *        40         *        60            

AAM27834/1 : ~~MLSEKTILVTGGTGSFGNTFVPMTLAKYNPKKIIIFSRDEMKQWDMAKKFEGDPRVRFFIGDV :  63 

AAM27854/1 : ~~MLSEKTILVTGGTGSFGNTFVPMTLAKYNPKKIIIFSRDEMKQWDMAKKFEGDPRVRFFIGDV :  63 

YP743152/1 : ~~MFNDSSVLVTGGTGSFGHTFIPMLLERYNPRRVIIFSRDEMKQWEMAKKFEGDPRVRFFIGDV :  63 

AAM27872/1 : ~~MFKDKSILVTGGTGSFGNTFVPMTLAKYNPRRLIIYSRDEMKQWEMAKKFQNDPRVRFFIGDV :  63 

ABD15243/1 : MVMISGSTILVTGGTGSFGNAFVPMTLAKYNPAKIIIYSRDEMKQWEMAKKYGDDSRVRFFIGDV :  65 

CAB62150/1 : MIMISGGTILVTGGTGSFGNAFVPMTLEKYNPAKIIIYSRDEMKQWEMAKKYADDSRVRFFIGDV :  65 

AAZ18512/1 : ~~MLSNSTILITGGTGSFGNTFVPMVLEKYNPKKVIIFSRDEMKQWDMAKKFVGDDRVRFFIGDV :  63 

EAZ98224/1 : ~~MLRDSTILVTGGTGSFGHQFIPMTLEKYNPKKIIVFSRDEMKQWEMAKLFQGDDRLRFFIGDV :  63 

ABP81463/1 : ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MAKRFEGDKRVRFFIGDV :  18 

CAP42645/1 : ~~MLREKTILITGGTGSFGNTFVPMTLAKYNPKKVIIFSRDEMKQWDMARKFHDDPRVRFFIGDV :  63 

EBA14546/1 : ~~MLSGGSILITGGTGSFGHAFTKMTLERYNPKRIVILSRDEMKQWEMAKLFKGDNRVRFFIGDV :  63 

               m     il tggtgsfg  f pm l  ynp   ii srdemkqw MAk f  D RvRFFIGDV       

                                                                                     

 

                 *        80         *       100         *       120         *       

AAM27834/1 : RDKDRLYRALDGVDYVVHAAATKIVPTAEYNPFECIKTNINGAMNLIDACIDKGVKRVVALSTDK : 128 

AAM27854/1 : RDKDRLYRALDGVDYVVHAAATKIVPTAEYNPFECIKTNINGAMNLIDACIDKGVKRVVALSTDK : 128 

YP743152/1 : RDRERVYRAFDGVDYVVHAAASKIVPTAEYNPFECIKTNVTGAMNVIDAAIDKGVKKVVALSTDK : 128 

AAM27872/1 : RDRERLYRALDGVDYVVHAAATKIVPTAEYNPFECVKTNINGAMNLIDACIDKGVKRVVALSTDK : 128 

ABD15243/1 : RDRERLYRALDGVDYVVHAAATKIVPTAEYNPFECVKTNINGAMNLIDACIDKKVKRVVALSTDK : 130 

CAB62150/1 : RDRERLYRALDGVDYVVHAAATKIVPTAEYNPFECVKTNINGAMNLIDACIDKKVKRVVALSTDK : 130 

AAZ18512/1 : RDKERLYRALDGVDYVVHAAATKIVPTAEYNPFECVKTNINGAMNLIDACIDKGVKGVVALSTDK : 128 

EAZ98224/1 : RDKDRLYRALDGVDYVVHAAATKIVPTAEYNPFECIKTNINGAMNLIDACIDKGIKGVVALSTDK : 128 

ABP81463/1 : RDKDRLYRALDGVDYVVHAAATKIVPTAEYNPFECVKTNVDGAMNLIDACIDKGVKGVVALSTDK :  83 

CAP42645/1 : RDRERLYRALDGVDYVVHAAATKIVPTAEYNPFECVKTNVDGAMNLIDACIDKGVKRVVALSTDK : 128 

EBA14546/1 : RDKDRLYRALDGIDYVVHAAATKIVPTAEYNPFECIKTNINGAMNLIDACIDKGVKRVVALSTDK : 128 

             RD  RlYRAlDGvDYVVHAAAtKIVPTAEYNPFEC KTN  GAMNlIDAcIDKgvK VVALSTDK       

                                                                                     

 

                    140         *       160         *       180         *            

AAM27834/1 : ASSPINLYGATKLASDKLFVAGNSYAGGHETRMAVVRYGNVMGSRGSVIPFFMSIKEKGEVPITD : 193 

AAM27854/1 : ASSPINLYGATKLASDKLFVAGNSYAGGHETRMAVVRYGNVMGSRGSVIPFFMSIKEKGEVPITD : 193 

YP743152/1 : ASSPINLYGATKLTSDKLFVAGNHYAGHSETRFSVVRYGNVMGSRGSVIPFFMSIRDRGVLPITD : 193 

AAM27872/1 : ASSPVNLYGATKLASDKLFVAGNSYAGGHDTRFAVVRYGNVMGSRGSVIPFFMSIKDKGVLPITD : 193 

ABD15243/1 : ASSPINLYGATKLASDKMFVAGNSYAGGHDTRFAVVRYGNVMGSRGSVIPFFLSIKGKGVLPITD : 195 

CAB62150/1 : ASSPINLYGATKLASDKLFVAGNSYAGGHDTRFAVVRYGNVMGSRGSVIPFFLSIKDKGVLPITD : 195 

AAZ18512/1 : ASSPINLYGATKLASDKLFVAGNSYSGEHGTKFSVVRYGNVMGSRGSVIPFFMSIKDKGVLPITD : 193 

EAZ98224/1 : ASSPINLYGATKLASDKLFVAGNSYAGGHSTRFSVVRYGNVMGSRGSVIPFFMSIRNKGVLPITD : 193 

ABP81463/1 : ASSPINLYGATKLASDKLFVAGNSYSGEHGTRFSVVRYGNVMGSRGSVIPFFMSIKDKGVLPITD : 148 

CAP42645/1 : ASSPINLYGATKLASDKLFVAGNAYSGEHGTRFAVVRYGNVMGSRGSVIPFFMSIKDKGVLPITD : 193 

EBA14546/1 : ASSPINLYGATKLASDKLFVAGNSYVGEHDTRFGVVRYGNVMGSRGSVIPFFLSTRDSGTLTITD : 193 

             ASSPiNLYGATKLaSDKlFVAGNsY G h Trf VVRYGNVMGSRGSVIPFF Si  kG lpITD       

                                                                                     

 

               200         *       220         *       240         *       260       

AAM27834/1 : ERMTRFMISLEEGVELVWHAFEDMEGGEIYVKKIPSMKITDLARVVAPDAKQKIVGIRPGEKLHE : 258 

AAM27854/1 : ERMTRFMISLEEGVELVWHAFEDMEGGEIYVKKIPSMKITDLARVVAPNAKQKIVGIRPGEKLHE : 258 

YP743152/1 : DRMTRFMISLEQGAELVWHAFDDMEGGEIYVKKIPSMKVTDLARVIAPAARQEIVGIRPGEKLHE : 258 

AAM27872/1 : ERMTRFMISLEEGVELVWHAFEDMEGGEIYVKKIPSMKVTDLARVVAPDAKLEVVGIRPGEKLHE : 258 

ABD15243/1 : ERMTRFMISLEQGVELVWHAFDDMEGGEIYVKKIPSMKVTDLAHTIAPEAKLEIVGIRPGEKLHE : 260 

CAB62150/1 : ERMTRFMISLEQGVELVWHAFDDMEGGEIYVKKIPSMKVTDLARTIAPEAELEIVGIRPGEKLHE : 260 

AAZ18512/1 : DRMTRFMISLEDGVKLVWHAFEDMVGGEIYVKKIPSMKMTDLARVVAPEAKQEVIGIRPGEKLHE : 258 

EAZ98224/1 : ERMTRFMISLEEGVDLVWHAFEDMVGGEIYVKKIPSMKMTDLARVVAPEAKQEVIGVRPGEKLHE : 258 

ABP81463/1 : ERMTRFMISLEQGVELVWHAFEDMEGGEIYVKKIPSMKVTDLARVVAPEAKQEIIGIRPGEKLHE : 213 

CAP42645/1 : ERMTRFMISLEQGVELVWHAFEDMVGGEIYVKKIPSMKVTDLARVVAPEARQEVVGIRPGEKLHE : 258 

EBA14546/1 : ERMTRFMITLEQGVELVWKAFDDMEGGEIYVQKIPSMKVTELAKALAPNAKLEYIGIRPGEKLHE : 258 

             eRMTRFMIsLE GveLVWhAF DM GGEIYVkKIPSMK TdLAr  AP A  e  GiRPGEKLHE       
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                      *       280         *       300         *       320            

AAM27834/1 : QMISAEDAYYTYEYPEHFKILPVINDWANCTNRIKDGKRVAEGFVYSSDNNTEWMSDEALQSWIA : 323 

AAM27854/1 : QMISAEDAYYTYEYPEHFKILPVINDWANCTNRIKDGKRVAEGFVYSSDNNTEWMSDEALQSWIA : 323 

YP743152/1 : QMIGGEDAYYTYEYPEHFKILPAINGWDRDANRIKDGKRVPEGFVYASDNNAEWMSEDELRAWID : 323 

AAM27872/1 : QMISAEDAYYTYEYPEHFKILPSINNWATCEKRIKNGIKVPEGFVYASDNNTEWMSDEMLQDWIE : 323 

ABD15243/1 : QMIGEEDAFHTYEYEEHFKILPAIHNWTASEARIKDGKKVPPGFSYTSDNNRAWMTQEELQDWIA : 325 

CAB62150/1 : QMIGEEDSFHTYEYEEHFKILPAIHNWTSSEARIKNGKRVPTGFSYTSDNNTAWMTSAELRAWVA : 325 

AAZ18512/1 : QMISVEDAYYTYEYPEHFKILPTINKWANDPARIKDGKRVPEGFEYASDNNPEWMSDTDLQEWID : 323 

EAZ98224/1 : QMIGAEDSYFTYEYPEHFKILPNINNWGNCPSRIKDGKKVEEGFVYASDSNTEWMADEDLQAWID : 323 

ABP81463/1 : QMISAEDAYYTYEYPEHFKILPTIHSWATCPKRIKDGKKVPEGFVYASDNNSEWMSDADLQAWID : 278 

CAP42645/1 : QMIGAEDSFHTYEYPEHYKILPAINGWSTSPERIKDGKRVPEGFVYASDNNSDWMSDQQLQNWIE : 323 

EBA14546/1 : QMIGPEDSLTTYEYDDYFKILPVIHEAASNPAMIKDGRKVAEGFHYTSDNNSEWMTSEELLSWVE : 323 

             QMI  ED   TYEY ehfKILP I  w     rIKdGk V eGF Y SDnN  WM    L  Wi        

                             

 

                 *           

AAM27834/1 : RNQDKIGSI : 332 

AAM27854/1 : RNQDKIGSI : 332 

YP743152/1 : ANEGKIGAI : 332 

AAM27872/1 : QNREKIGSI : 332 

ABD15243/1 : ANAEKIGSL : 334 

CAB62150/1 : ANADKIGSV : 334 

AAZ18512/1 : TNRDKIGSI : 332 

EAZ98224/1 : RNSSDIGKI : 332 

ABP81463/1 : AHREKIGSI : 287 

CAP42645/1 : VNREKIGSI : 332 

EBA14546/1 : QNSKEIGKI : 332 

              n  kIG i       

 

10.3.2. Az RkpM és a homológ fehérjék illesztése 

                                                                                     

                      *        20         *        40         *        60            

CAB62151/1 : MIPYGRQDITQADIDAVAEVLRSDFLTQGPAVPRFENALVDYTGAKFALAANSATSALHVACLAL :  65 

ABD15242/1 : MIPYGRQEITQADIDAVAEVLRSDFLTQGPMVPRFEEALAAYSDAKFALAASSATSALHIACMAL :  65 

ABI57663/1 : MIPYGRQDITRADIDTVVEVLESDFLTQGPVVPRFEQAVADYCGADHGVAVNSATSALHLACRAL :  65 

AAM27835/1 : MIPYGRQDITQADIDAVVGVLKSDFLTQGPMVPRFEQAVAQHVGASYALAVNSATSALHIACLAL :  65 

AAM27855/1 : MIPYGRQDITQADIDAVVGVLKSDFLTQGPMVPRFEQAVAQHVGASYALAVNSATSALHIACLAL :  65 

AAM27873/1 : MIPYGRQEITQADIDAVVEVLKSDFLTQGPMVPRFEQTVAEHVGARHAIAVNSATSALHIACLAL :  65 

CAP42646/1 : MIPYGRQDITQADIDTVVGVLKSDFLTQGPKVPQFEKLVAEHVGAEYAYAVNSATSALHIACLAL :  65 

ABP81462/1 : MIPYGRQDITQADIDAVVAVLQSDFLTQGPMVPRFEQAVAEHVGARHALAVNSATSALHIACLAL :  65 

AAZ18513/1 : MIPYGRQDINQQDIDAVVEVLKSDFLTQGPKVPAFEQAVKDACDAKYALAVNSATSALHIACLAL :  65 

EAZ98225/1 : MIPYGKQDITQADIDAVVNVLQSDFLTQGPMVPRFEELVAAHVDAKHAVAVNSATSALHIACMAL :  65 

EBA14547/1 : MIPYGRQDISTDDIEAVVEVLNSDFLTQGQKVPAFEEAVAKASGAAHAVAVNSATSALHIACMAL :  65 

             MIPYGrQdItqaDIdaVv VL SDFLTQGp VP FE  va    A  a AvnSATSALHiAC AL       

                                                                                     

 

                 *        80         *       100         *       120         *       

CAB62151/1 : GLGPGDWLWTSPLTFVASANCALYCGAKVDFVDVDPRTYNLCPAKLERKLIVAERDGTLPKIVVL : 130 

ABD15242/1 : GLGPGDWLWTSPLTFVASANCALYCGAKVDFVDVDPRTYNLSPVELERKLVKAERDGVLPKVVVP : 130 

ABI57663/1 : GLGQGDWLWTSPITFVASANCGLYCGARVDFVDIDPRNYNLCPRALEAKLERAETENRLPKVVVP : 130 

AAM27835/1 : GLGAGDCLWTTPVTFVASANCGLYCGAEVDFVDIDPHTYNLCPEAFRRKLEQASLEGRLPKVLVV : 130 

AAM27855/1 : GLGAGDCLWTTPVTFVASANCGLYCGAEVDFVDIDPHTYNLCPEAFRRKLEQASLEGRLPKVLVV : 130 

AAM27873/1 : GLGVGDWLWTSPVTFVASANCGLYCGAKVDFVDIDPATYNICPKALSEKLEVARKDGCVPKVLVV : 130 

CAP42646/1 : GLGPGDRLWTTPVTFVASANCALYCGAEVDFVDIDPRTYNISVEALKVKLEAARQAGRLPKVVVP : 130 

ABP81462/1 : GLGPDDYLWTTPITFVASANCGLYCGAQVDFVDIDPRTYNLCPQALAHKLEQAERDGKLPKVVVA : 130 

AAZ18513/1 : GLKKGDWLWTTPNTFVASANCGLYCGAQVDFVDIDPKTYNLCAKELEKKLVIAEKAGKLPKVVIP : 130 

EAZ98225/1 : GLGEGDWLWTSPVTFVASANCGLYCGAKVDFVDIDPKTYDLCPVELEAKLKQAKIDNRLPKVVVP : 130 

EBA14547/1 : GVGPGDRVWTSPITFVASANSALYCGAEVDFVDVDARSYNMCPKALEAKLQQAEASDQLPKVVIP : 130 

             Glg gD lWT P TFVASANc LYCGA VDFVD Dp tYn cp  l  KL  A     lPKv v        
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                    140         *       160         *       180         *            

CAB62151/1 : VHFAGQPCAIAEFHELGKRYGFRIIEDASHAVGGRYRGEPIGNCRYSDVTVFSFHPVKIVTTAEG : 195 

ABD15242/1 : VHLTGQPCAMAEIHELAKRYGFRVIEDASHAIGGKYRGEPIGNCRYSDITVFSFHPVKIVTTAEG : 195 

ABI57663/1 : VHLCGQSCDMQAIHELSRRCGFHVIEDASHAIGGKYQGEPIGNGRYSDITVFSFHPVKIVTTGEG : 195 

AAM27835/1 : VHLCGQPSDMRSIHMLAKQYGVKIIEDASHAIGGKYRGEFIGNGRYSDITVFSFHPVKIITTAEG : 195 

AAM27855/1 : VHLCGQPSDMRSIHMLAKQYGVKIIEDASHAIGGKYRGEFIGNGRYSDITVFSFHPVKIITTAEG : 195 

AAM27873/1 : VHLCGQPCDMKAIRDLADQYGFKIIEDASHAIGGRYLGEYIGNCRYSDITIFSFHPVKIITTAEG : 195 

CAP42646/1 : VHLCGQPCDMAAIHALGQEYGFKIIEDASHAIGGKYKGEFIGNCRYSDITVFSFHPVKIITTAEG : 195 

ABP81462/1 : VHLCGQPCDMHAIHELARRYGFKIIEDASHAIGGKYRGEFIGNCRYSDITVFSFHPVKIITTAEG : 195 

AAZ18513/1 : VHFSGQPCDMEAIYSLSKQYGFKIIEDASHAIGGKYKGEPIGNCRYSDITVFSFHPVKIITTAEG : 195 

EAZ98225/1 : VHLCGQPCDMAAISKLAQEYGFKIIEDASHAIGGKYKGEFIGNGRYSDITVFSFHPVKIVTTAEG : 195 

EBA14547/1 : VHLCGQSCDMEAIGKLALRYGFKVIEDASHAIGGAYQDQPVGSGRYSDITVFSFHPVKIVTTAEG : 195 

             VHl GQpcdm  i  L   yGf  IEDASHAiGG Y ge iGn RYSDiTvFSFHPVKI TTaEG       

                                                                                     

 

               200         *       220         *       240         *       260       

CAB62151/1 : GAALTNSKELAERIALFRSHGITRDPAVMTHEPDGPWYYQQVELGYNYRLTDMQAALGLSQMVRL : 260 

ABD15242/1 : GAALTNDKELADRMALLRSHGITRDPAVMTREPDGPWYYQQVDLGYNYRMTDMQAALGLSQMARL : 260 

ABI57663/1 : GMAVTNDAGLAERMSLLRSHGITRDPALMTHEPDGPWYYQQIELGYNYRMTEMQAALGLSQLQRL : 260 

AAM27835/1 : GMVLTNDAELARKMELLRSHGITREPERMTHAPEGPWYYQQIELGFNYRMTELQAALGLTQMQRL : 260 

AAM27855/1 : GMVLTNDAELARKMELLRSHGITREPERMTHAPEGPWYYQQIELGFNYRMTELQAALGLTQMQRL : 260 

AAM27873/1 : GMALTNDDGLASRMVLLRSHGITRVPEQMTHSPDGPWYYQQVDLGFNYRMTELQAALGLSQMSRL : 260 

CAP42646/1 : GMALTNNKDLADAMALLRSHGITRDPALMTHVPDGGWYYQQIELGFNYRMTELQAALGVSQMQRL : 260 

ABP81462/1 : GMALTNDAELAVKMALLRSHGITRDPALMTHDVDGPWYYQQIDLGFNYRMTELQAALGVTQMERL : 260 

AAZ18513/1 : GMATTNSPELAQKLDLLRSHGITRDTDLMTKPTDGPWYYQQVDLGFNYRMTELQAALGVSQMQRL : 260 

EAZ98225/1 : GMAMTNSADLAEKMNLHRSHGITRDPHLMTHAPDGPWYYQQIALGYNYRMTELQAALGVSQMERL : 260 

EBA14547/1 : GVAVTNDAALAQKMGLARSHGVTRDPDLMVGESDGPWYYQQVDLGYNYRMTELQAALGLSQMTRL : 260 

             G a TN   LA  m L RSHGiTR p  Mt   dGpWYYQQ  LG NYRmTe QAALG  Qm RL       

                                                                                     

 

                      *       280         *       300         *       320            

CAB62151/1 : DEYVARRHTLARRYDKSLVELPVVTPWQHPDSYSGLHLYVVRLERTKISKSHRAFFEGLRARGIG : 325 

ABD15242/1 : NDYVERRHVLAKRYDEMLAHLPLITPWQHPDSYSGLHLYVIRLNRAKMKKTHRTVFEGLRARGIG : 325 

ABI57663/1 : DDYVARRNELAERYDRELSDLPVTTPWQHPDAYSARHLYVIRLRLDEIRTSHRAVFESLREQGIG : 325 

AAM27835/1 : DEYVEARHLLAQRYNQFLAHLPITLPYQHEDSYSGFHLYVIRLQLEKISPTHRQVFESLREQGVG : 325 

AAM27855/1 : DEYVEARHLLAQRYNQFLAHLPITLPYQHEDSYSGFHLYVIRLQLEKISPTHRQVFESLREQGVG : 325 

AAM27873/1 : NEYVERRHKLAQRYNEKLSNLPLNTPWQDPRSYSGLHLYVIRLKLSEIEKTHLEVFESLRKQGVG : 325 

CAP42646/1 : DAYVARRHELARRYDELLAGLPLTTPWQHGDGYSGLHLYVIRLALGKIQATHRQVFDSLREQGIG : 325 

ABP81462/1 : DHYVARRHQLARRYDELLAGLSVTTPWQHPDSYSGLHLYVIRLQLEKIDKTHRQVFESLRELGIG : 325 

AAZ18513/1 : EAFVAKRHELAQRYDTLLKDLPVTLPWQHKNSYSGLHLYVIRLQLDKIKKTHLEVFEGMREAGIL : 325 

EAZ98225/1 : DAYVTRRHELAKRYDQLLADLPLTLPWQHPNSYSGLHLYVIRLQLENTNLSHLDVFEALREQGIG : 325 

EBA14547/1 : EEFVSRRHVLAKRYNMLLADLPLILPWQHPETYSGLHLYVVQVDDRTCDLSRRQVFEALRAAGIG : 325 

               yV  Rh LA RY   L  Lp   PwQh   YSg HLYVirl        h  vFe lR  G g       

                                                                                    

 

                 *       340         *       360         *       380                

CAB62151/1 : VNLHYIPVHTQPYYSKMGFRKGD-YPEAERYYEEAITLPLYPTMTEAQQDQVVAALTAELAT~~ : 386 

ABD15242/1 : VNLHYIPVHTQPHYSRMGFSSGD-FPEAERYYQEAITLPIYPTMSEAQQDEVVSALTAELTT~~ : 386 

ABI57663/1 : VNIHYIPVHTQPWYRAMGFEPGD-YREAERYYAEAISLPMFPTMTEAQQDQVIAAIRGAIRG~~ : 386 

AAM27835/1 : VNLHYIPVHTQPYYKKMGFIEDD-FPNAMAYYHEAISLPIFQMMSHEQQNEVVLAVERAIQS~~ : 386 

AAM27855/1 : VNLHYIPVHTQPYYKKMGFIEDD-FPNAMAYYHEAISLPIFQMMSHEQQNEVVLAVERAIQS~~ : 386 

AAM27873/1 : VNLHYIPVHTQPFYERMGFSVGD-FPEAEAYYREAISLPMYHTLSLEQQDKVVEALEQALLK~~ : 386 

CAP42646/1 : VNLHYIPVHLQPYYQKMGFKHGD-FVEAERYYAEAISLPMFQTMTFAQQDEVVDAVRKAVQL~~ : 386 

ABP81462/1 : VNLHYIPVHTQPYYQRMGFQSGD-FPEAECYYAEAISLPMFQTMSEEQQDDVTAAVRQAITS~~ : 386 

AAZ18513/1 : VNLHYIPVHMQPYYQSMGFKAGQ-FPQAEQYYKEAISIPMFPTMTNQQQEKIVNTLQQLLF~~~ : 385 

EAZ98225/1 : VNLHYIPVHIQPYFREMGFSEND-FPQSMAYYRDAISLPMFQGLTNEQQDTVVAVLTEILSSQP : 388 

EBA14547/1 : VNVHYIPVHTQPYYRDLRPQGYDPLPNAMGYYSRAISLPMFPTMTEEQQDQVVSALTQILN~~~ : 386 

             VNlHYIPVH QP y  mgf   d  p a  YY eAIslP    m   QQ  vv a                
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10.3.3. Az RkpN és a homológ fehérjék illesztése 

                                                                                     

                      *        20         *        40         *        60            

AAM27836/1 : ~~~~MKLAVIPARGGSKRIPRKNIKIFCGQPMIAWSIQAALNSACFDRIVVSTDDAEIAEVAREL :  61 

AAM27856/1 : ~~~~MKLAVIPARGGSKRIPRKNIKIFCGQPMIAWSIQAALNSACFDRIVVSTDDAEIAEVAREL :  61 

AAM27874/1 : ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MIAWSIEAAIESGCFDKVMVSTDDAEIAAVARKY :  34 

CAP42647/1 : ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MLAWSVEAALHSGCFHSVVVSTDDPEIASVAQAS :  34 

ABP81461/1 : ~~~~MKVAVIPARGGSKRIPRKNIKSFCGKPMIARSIEAALESGCFDRVIVSTDDAEIAEISRKH :  61 

ABI57664/1 : ~~~~MKVAIIPARGGSKRIPRKNIRGFAGKPMIAWSIEAARASGCFDRVIVSTDDDEIAGVARQW :  61 

AAZ18515/1 : ~~~~MKIAVIPARGGSKRIPRKNIKEFCGKPMIAYSIEAALQSGCFDKIIVSTDDLEIAEVAKSY :  61 

EAZ98226/1 : MTAGSRVAIIPARGGSKRIPRKNIREFCGKPMIAWSIEAALSSGCFDRVIVSTDDDEIAEVAKKY :  65 

EBA14548/1 : ~~~~MAIAVIPARGGSKRIPRKNIKPFCGKPMIAWTIEAAAQSGCFDRIIVSTDDAEIAEVARDC :  61 

ABD15241/1 : ~~~~MNLAVIPARGGSKRIPRKNIKSFLGRPMIAWSIGAAVDSGCFDRLIVSTDDEEIAEISRQL :  61 

CAB62152/1 : ~~~~MNLAIIPARGGSKRIPRKNIKQFAGRPMIDWSIRAAIESNRFDRIIVSTDDVEIAETVRRL :  61 

                    a iparggskriprkni  f g pMiawsi AA  S cFd   VSTDD EIA             

                                                                                     

 

                 *        80         *       100         *       120         *       

AAM27836/1 : GAEVPFIRPHVLADDHTGTLPVIRHAIQACAMQGFHATQVCCIYATAPFITTKDILQGLEISERS : 126 

AAM27856/1 : GAEVPFIRPHVLADDHTGTLPVIRHAIQACAMQGFHATQVCCIYATAPFITTKDILQGLEISERS : 126 

AAM27874/1 : GADVPFMRPVELADDHAGTLPVIRQAIEGYLEKGVFAEQVCCIYATAPFVRPEDLYQGCTRLEES :  99 

CAP42647/1 : GAFVPFLRPADLSDDHTGTIPVVRHAIQWFLDQGESVEQVCCLYATAPFVRAADLQHGLQVLLET :  99 

ABP81461/1 : GADVPFMRPPELSDDHTGTVPVIRHAIEWLTADGECPQQVCCIYATAPFISGEDLRRGLQVLGES : 126 

ABI57664/1 : GAEVPFMRPAELADDHTGTIPVIAHAIDWLNEHGETPDRVCCVYATAPFVQAGDLRRGLEALEER : 126 

AAZ18515/1 : GAEVPFMRPMELSDDYSGTIPVIRHAIEWLIKQGFDPELICCLYATAPFVTAEYLQQGFQQLKST : 126 

EAZ98226/1 : GAEVPFVRSPELSDDHTGTIPVIRHAVDRLNQHGVLVEYACCIYATAPFIAVEDIQRGFRLMQQQ : 130 

EBA14548/1 : GAETPFVRPPELSDDHTGTGPVVAHAIQWLGQAGKAPDLACCLYATAPFLQAEDIRRGYEVIQEQ : 126 

ABD15241/1 : GAEVPFLRPAELADDYATTSDVIRHAISWSAQNNRVPERVCCIYATAPFLRADDITRGFDLLEDG : 126 

CAB62152/1 : GGEVPFLRPAELADDYTGTGDVIRHAIRWMAQNDRMPGRVCCIYATAPFLRADDIAKGCDLLEES : 126 

             Ga vPF Rp  L DD  gT pVirhAi      g      CC YATAPF    d   G              

                                                                                     

 

                    140         *       160         *       180         *            

AAM27836/1 : GITYAFTATTYAFPIQRALKLHPAGGVEMFNPEHFNTRSQDLEEVIHDAGQFYWGKVDSWMQELP : 191 

AAM27856/1 : GITYAFTATTYAFPIQRALKLHPAGGVEMFNPEHFNTRSQDLEEVIHDAGQFYWGKVDSWMQELP : 191 

AAM27874/1 : GAAYAFSVTTFAFPIQRAIRLKEDGRVEMFQPAYMASRSQDLEEAYHDAGQFYWGRSEAWLKEIP : 164 

CAP42647/1 : GADYAFSVTSYAFPIQRALRMSPGGRVEMFSPEHFTTRSQDLEEAFHDAGQFYWGQAESWLQGKV : 164 

ABP81461/1 : HCDYAFSVTSYAFPVQRAIRITREGRVEMFHPEHFNTRSQDLEEAYHDAGQFYWGRTSAWLEGKP : 191 

ABI57664/1 : QADYAFSATSYAFPIQRALRITDDGHVAMFQPEHFATRSQDLEEAWHDAGQFYWGRAEAWRTGTP : 191 

AAZ18515/1 : NAAYAFTVTSYAFPIQRAIKLNPELGVEMFDRNNFNTRSQDLEEAWHDAGQFYWGRVDAWLTEKI : 191 

EAZ98226/1 : SSDYAFSVTSYAFPIQRAICITPTDRIAMFSPEHFNTRSQDLEEAWHDAGQFYWGTAEAWLQERA : 195 

EBA14548/1 : GADYAFSVASFAFPIQRALYLTEAGRLAMFQPEHLATRSQDLTEAYHDAGQFYWGTAQAWCEERR : 191 

ABD15241/1 : GADFVFSATSYAFPIQRAIRLTPAGRVEMLMPEQFNTRSQDLDEVYHDAGQFYWGRSEAWLSGKP : 191 

CAB62152/1 : GAEFVFSATSYAFPIQRAIRLTPERRVEMLMPDQFGIRSQDLEEAYHDAGQFYWGRSEAWLSGKP : 191 

                yaF  t yAFPiQRA        v Mf p  f tRSQDLeE  HDAGQFYWG    W            

                                                                 

 

               200         *       220         *       240       

AAM27836/1 : FFTVNSCPVLLPRHRVQDIDTVEDWQRAEWLFKAMRSQ~~~~~~~ : 229 

AAM27856/1 : FFTVNSCPVLLPRHRVQDIDTVEDWQRAEWLFKAMRSQ~~~~~~~ : 229 

AAM27874/1 : IFAGNAVPILLPRHRVQDIDTPEDWVRAEWLFKALLSEADVSS-S : 208 

CAP42647/1 : IFSPAAAPVLLPRHRVQDIDTPEDWTRAEWLFRAMREQER--W-A : 206 

ABP81461/1 : IFGLHSAPVLLPRHRVQDIDIPEDWVRAEWLFKAMQEQTG----R : 232 

ABI57664/1 : IFSERAVPVILPRHRVQDIDTPEDWKRAEWLFRAWQAQEGESEGR : 236 

AAZ18515/1 : IFGADSTPVILPRHRVQDIDTSEDWDRAEWLFKALQG~~~~~~~~ : 228 

EAZ98226/1 : LFSEQAIPVKLPRHRVQDIDTPEDWSRAEWMFKAMQASKG--N-Q : 237 

EBA14548/1 : LFDTGSIPIVLPRHRVQDIDVPEDWERAEWMLKAMQLQKA--N-A : 233 

ABD15241/1 : IFSSAATALILPRYRVQDIDTPDDWLRAELMFKVLHEFDA-AR-S : 234 

CAB62152/1 : VFSLSATALVLPRYRVQDIDTPDDWLRAELMFKALK~~~~~~~~~ : 227 

              F     p  LPRhRVQDIDt eDW RAEw fka                  
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10.3.4. Az RkpO és a homológ fehérjék illesztése 

                                                                                     

                      *        20         *        40         *        60            

CAB62153/1 : ~~~~MSLMPPPRRYSVLFRTDASIQIGTGHVMRCLTLANMLAEAGFLCRFVCRAHPGNLTDLIRQ :  61 

ABD15240/1 : ~~~~MNSMPPAHRHNVVFRVDASIDIGTGHVMRCLTLADMLSQAGFECLFVCRPGPGNLIGLIRS :  61 

AAZ18516/1 : ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MRCLTLADALVLKGAECYFICREHEGNLLEVIRK :  34 

ABP81460/1 : ~~~~~~~~~~~~~MKVAIRVDASLQMGTGHVMRCLTLADALVARGAACAFICRAHPGNLLDLIRS :  52 

EBA14549/1 : ~~~~~~~~~~~~~MKVAIRVDASIQIGSGHVARCLTLAAVLRQAGAEVLFLCRDHPGHMGALIEN :  52 

EAZ98227/1 : ~~~~~~~~~~~~~MNIVFRVDGSIQMGTGHVMRCLTLAEELQRLGHSCVFICREHPGNLGEFITN :  52 

ABI57665/1 : MAVAAQHRTTTGGMRVAFRVDASLAIGSGHVMRCLTLAGALCEQGADCHFLCREPQGHLNSQIAE :  65 

AAM27875/1 : ~~~~~~~~~~~~~MKVAFRVDASLDIGNGHVMRCLTLASYLRELGGESLFICRDHPGNLISLISD :  52 

CAP42648/1 : ~~~~~~~~~~~MGMKVAFRTDASLSIGTGHVMRCLTLARLLAAGGAQCRFICRPHDGHLVDYIRA :  54 

AAM27837/1 : ~~~~~~~~~~~~~MRAVFRADASLQIGTGHVMRCLSMAREIAVRGGECIFICREHKGHLIRQIQD :  52 

AAM27857/1 : ~~~~~~~~~~~~~MRAVFRADASLQIGTGHVMRCLSMAREIAVRGGECIFICREHKGHLIRQIQD :  52 

                               r das   g ghvmRCLtlA  l   G  c F CR h G l   I         

                                                                                     

 

                 *        80         *       100         *       120         *       

CAB62153/1 : RGFAVTELPREVG-DRAET-------------AYVGHTHWLGADWQTDACETASAIG-DARPDLL : 111 

ABD15240/1 : RGFAVAELPSAVAGVKAGD-------------RDLAHSHWLGVDWKTDARQTMMAIA-DASPSWL : 112 

AAZ18516/1 : RGHQAHSLPLKDDVG-----------KSIKGNIKLAHADWLGATQQEDAQYCIDLLG-LIKPDWL :  87 

ABP81460/1 : KGHAAHALPVTSASVGASSLAI----TAVGDELVPVHSHWLGATQADDAEACAPILA-EFQPDWL : 112 

EBA14549/1 : QGFSLALLPATAAP--AGEGSD------------LAHAAWLGSSQMTDAEQCQAALQGFGRPDWL : 103 

EAZ98227/1 : KGFVVHLLSTTSGVNFTVENDD------------TAHAEWLGVSWRIDAEQTLAALG-SMEVDWL : 104 

ABI57665/1 : RGFAVHRLPAVEDGSITSPAGSGRSASVDDEPPQPKHAEWLQTTQATDARQSLETLR-ELAPDWL : 129 

AAM27875/1 : KGFSVNILPVEPFTPTSED----------------GYESWLGATQERDSEVCKKILR-EFSPDWL : 100 

CAP42648/1 : EGFDVRSLPVSIGKPSTLP--------------ALAHAHWLGSTQEDDAAQTCEQLC-DFSADWL : 104 

AAM27837/1 : LGFKVHTLPLEACLDSDTALP---------------HARWLGSSQAKDAALCVEILK-HIDAEWM : 101 

AAM27857/1 : LGFKVHTLPLEACLDSDTALP---------------HARWLGSSQAKDAALCVEILK-HIDAEWM : 101 

              Gf    Lp                           h  WLg     Da      l       wl       

                                                                                     

 

                    140         *       160         *       180         *            

CAB62153/1 : IVDHYALDSRWERSMR---PFCG--RLMVLDDLADREHDCDLLLDQNLGRTASDYLLLVPANCEM : 171 

ABD15240/1 : IVDHYALDIRWQQFLR---PSCG--YLMVVDDLADREHDCDLLLDQNVGRTVGDYRLLVPAPCQM : 172 

AAZ18516/1 : VIDHYAIDISWEKALH---PYCK--KLMVIDDLGDREHLGDLLLDQNYGSTVEKYKKLVPKDCKI : 147 

ABP81460/1 : IVDHYALDARWELLLR---PYCR--RLMVIDDLADRAHTCDLLLDQTFGRDAKDYHAWVPSDCQV : 172 

EBA14549/1 : IVDHYALDARWQRRLR---SEVG--RILVIDDLADRDHACDLLLDQNLGREAGDYEGRVPAGCQV : 163 

EAZ98227/1 : VVDHYALDARWERLLA---KAAG--QIMVIDDLADRHHACDLLLDQNLGREITDYDHKVPEHCTR : 164 

ABI57665/1 : IVDHYALDAQWEARVR---EAIPGMRVMVIDDLADRLHQADLLLDQNLGRKAEDYRDLVPAHCRL : 191 

AAM27875/1 : VVDHYGLDARWEISVKPFFK-----YLFVIDDLANRPHVCDVLLDQNLGRKVCDYLGLVPTGCRL : 160 

CAP42648/1 : VVDHYGLDQEWERRLQS-----SAARLLVIDDLADRQHVCNLLLDQTLGRNPDDYQSLVPAGCMV : 164 

AAM27837/1 : VVDHYALDEQWEAFIKP-----LVRNLFVIDDLTDRKHDCNILLNQNLAVEPNGYAMLVPADARI : 161 

AAM27857/1 : VVDHYALDEQWEAFIKP-----LVRNLFVIDDLTDRKHDCNILLNQNLAVEPNGYAMLVPADARI : 161 

              vDHYalD  We                ViDDL dR H c  LLdQn g     Y   VP  c         

                                                                                     

 

               200         *       220         *       240         *       260       

CAB62153/1 : LIGASFALLRPEFALKRPYSLARRRSASPPRRLLVTLGGIDKDNVTRQVLDALERC-TLPPDMEI : 235 

ABD15240/1 : LVGARFALLRPQFARERPHSLLRRRHAAP-RRLLVTLGGVDKDNVTERVLHTLERC-ELPNDAEV : 235 

AAZ18516/1 : LAGTTFALLRPEFALWRDYSLKRRKDNREVKSILITLGGVDPDNYTGKILKYLAKT-ELDPKIVI : 211 

ABP81460/1 : LCGSQYALLRPEFAALRAYSLQRR-ARPQLRQLLITMGGVDKDNATGEVLTALRVC-PLPADCQI : 235 

EBA14549/1 : LCGPHYALLRPEFAALREQSLQRHRS--APRQVLITLGGVDQDNVTGQVLSVLQGC-NLPQDMQV : 225 

EAZ98227/1 : LVGPNYALLRPEFARLREKSLKRRKMP-ELKRILISLGGVDRTNVTAQVLNVLNDS-QLSSETEL : 227 

ABI57665/1 : LVGPKYALLRPEFAEWREWSLERRQENGPVRRLLVSLGGVDRDNVTGQVLDALSEV-ELSKEMEI : 255 

AAM27875/1 : LVGVRYALLRPEFPKLRDFSLQRRRQP-CVNKLLVTMGGVDQPNATGLVLHALLGS-SLPEDCQV : 223 

CAP42648/1 : LAGPKYALLRPEFAQARRDSLRRRRTARAIGRVLVTLGGVDQHNATEAVLNVLDGEGALPDTCQI : 229 

AAM27837/1 : LCGPAYALLRPEFHAARQESIRARQGR-PLKHILVSLGGIDKDNITLRAIDAIKSL-DGCQFFDL : 224 

AAM27857/1 : LCGPAYALLRPEFHAARQESIRARQGR-PLKHILVSLGGIDKDNITLRAIDAIKSL-DGCQFFDL : 224 

             L G   ALLRPeF   R  Sl rr         L  lGG D  N T   l  l     l             
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                      *       280         *       300         *       320            

CAB62153/1 : TIVMGQHAPWAKSVREKAAQLPWNAGVVINVDDMAGLMSGADLAIGAAGSTSWERCALGLPTVLM : 300 

ABD15240/1 : TVVMGQHAPWLSSVRESAAQMRWKTRVLSNVDDMASLMSEADLAIGAAGGTSWERCALGVPTILM : 300 

AAZ18516/1 : TVVMGVTAPHLQSVKHQAADMPVKTTVKVNVSNMAELMSNADLAIGAAGATTWERCCLGVPTIQL : 276 

ABP81460/1 : TVVMGTTAPWLSEVEQLARDMPWPTRVLVGVNDMARLMAESDLAIGAAGATSWERCCLGLPTAMF : 300 

EBA14549/1 : TVIMGATAPHVEEVRRQARTMVFQCEVVVAVSDMAERMVQADLSIGAAGSTTWERACLGLPSLIV : 290 

EAZ98227/1 : DVIMGATAPHLNDIRTQVSHTRFRATVSVNVGDMAERMCRADLAVGAAGSTSWERCCLGLPALIV : 292 

ABI57665/1 : TVVMGASAPWLEAVRGRARQMPCSTEVVVNVDDMARRMAEANLAIGAAGSTAWERCCLGLPTIVL : 320 

AAM27875/1 : SVIMGANAPWLEKVKLEAARLPWQVEVSVNVDDMAQRMASSDLIIGAAGSTSWERCCLGVPSILV : 288 

CAP42648/1 : TVVMGAAAPWLDAVKARASLMRRPTEVVLNVRDMARRMVDSDLAIGAAGSTSWERCCLGLPTALL : 294 

AAM27837/1 : TVVMGPNAPWKNSVHNALKSFPGRAELRIGVSNMAELMVASDVAIGAAGSTSWERCVLGLPTLIL : 289 

AAM27857/1 : TVVMGPNAPWKNSVHNALKSFPGRAELRIGVSNMAELMVASDVAIGAAGSTSWERCVLGLPTLIL : 289 

             tv MG  AP    v            v   V  MA  M   dlaiGAAG T WERc LG P           

                                                                                     

 

                 *       340         *       360         *       380         *       

CAB62153/1 : VLAENQRSVARILDTEGAAKLVELRPDFVSVFRG--VVEGLVGNKDSVEAMFERAATICDGKGVL : 363 

ABD15240/1 : VLAENQREVAQKLTVEGAAQAVELGADFDSTLES--LIESLIFDKLALAAMSERAAAICDGEGGL : 363 

AAZ18516/1 : VIAENQRQIAEYLAVDGVVKLIKDVNELTHLVIN--VKHWVLP-------IVIRAQSVADGLGAE : 332 

ABP81460/1 : VLAENQKYAAWLLDREKAVRMFQVDANLPNDLAN--FISAITDSDESLKRLGESASAIADGRGCQ : 363 

EBA14549/1 : VLAENQTGIAQAISEAGAALYAGKAAEADFPKQLRRAVLQCLSEPGLLSRMGVRAAAIVDGVGAS : 355 

EAZ98227/1 : VLADNQKSAAHALSERGVAIVASSLT~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ : 318 

ABI57665/1 : VLAENQREIARSLHRAGVAHSLGAPDALFDLVG----QWPMITQPEYLKGLSRKAASLVDGRGAV : 381 

AAM27875/1 : VLAENQRIAASALRDCGAVKLLDIKNDFEENLRM--ELRTLLTDLESLKGLSAGSAAVTDGGGGE : 351 

CAP42648/1 : VLAENQQPSARALGEAGAVRLIGGPQDIAQRLPG---ILAEFSDMRVLHAASDMASRVCDGAGAG : 356 

AAM27837/1 : ILADNQLSIGRALQAEGAAQVIELEGLEHELPRQ---LALLMSRNDIREVMSQAASYVCDGLGVQ : 351 

AAM27857/1 : ILADNQLSIGRALQAEGAAQVIELEGLEHELPRQ---LALLMSRNDIREVMSQAASYVCDGLGVQ : 351 

             vlA NQ   a  l   g                                     a    dg g         

                                      

 

                    400               

CAB62153/1 : EVVRAITDRLCCRI~~~~ : 377 

ABD15240/1 : EVARRIADGLRRSV~~~~ : 377 

AAZ18516/1 : RVISYMLKGFKYDSRYS~ : 349 

ABP81460/1 : RVAGWLFSVRAKQ~~~~~ : 376 

EBA14549/1 : RVQLAMQGEIQS~~~~~~ : 367 

EAZ98227/1 : ~~~~~~~~~~~~~~~~~~ :   - 

ABI57665/1 : RVRNGLMGVEMANEANDG : 399 

AAM27875/1 : LIAELMKMYSHAGGVA~~ : 367 

CAP42648/1 : RVADLMKERS~~~~~~~~ : 366 

AAM27837/1 : RVVDHIYE~~~~~~~~~~ : 359 

AAM27857/1 : RVVDHIYE~~~~~~~~~~ : 359 

              v                       

 

10.3.5. Az RkpP és a homológ fehérjék illesztése 

                                                                                     

                      *        20         *        40         *        60            

AAM27876/1 : ~~~~~~~~MSHDLGILRAIKAEELEVMLMWRNAPSVRANMYTRHEISWDEHLAWWERTKSRKDQA :  57 

ABP81459/1 : ~~~~~MKDSVLRLGVLRAIKPKELELMLSWRNAPSVRANMYTRHEISLVEHLAWWAQIQDRSDQK :  60 

CAB62154/1 : ~~~~~~~MTNSTYGRLRAATDDDQMIMRRWRNIPAVREKMYTCHEISEEEHLRWWERTKSVRNNQ :  58 

ABI57666/1 : ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MYTRHEIGAEEHLAWFERVRHDESRH :  26 

CAP42649/1 : ~~~~~~~~~~~~~~~~~~MRADDLARVLAWRNHPQIRRFMYTTHEISLEEHAAWFQRASADARKH :  47 

AAZ18517/1 : MIVDTPSFGEVELLNLTSLSYESKMKILEMRNHPKVRAQMHSQDIINEEGHLNFIELLKDNAEKQ :  65 

                                           rn p  r  Myt heI   eHl w                  

                                                                                     

 

                 *        80         *       100         *       120         *       

AAM27876/1 : YFMYEYKGVSSGIVAFTGIDSANRNSSWAFYASTEAPKG-TGSRMEFLALDYAFGDMGLHKLYCE : 121 

ABP81459/1 : YFMHEYQGTPLGIVAFTGIDSTNRNSSWAFYASPQAPKG-TGSKMEFLALEHAFHDMKLHKLCCE : 124 

CAB62154/1 : YFIYEYRNTPMGVVSFNNIDKQNENASWAFYASPDAERG-TGSRMEFLALDHAFFDLKLHKLFCE : 122 

ABI57666/1 : AMIFEIDHQPIGFVQFSVVDVKAGRADWGFYLAPDAPRG-SGYQLGESALTHAFGQLLLHKVCGE :  90 

CAP42649/1 : LLIFEADGVPMGFANLNVATAGA-IAEWGFYVAPDAPRG-TGMRLGRTVLAHAFGPLGLHKVCGE : 110 

AAZ18517/1 : YLMVNYQKSIVGVIYFTDIDDGKHSAVFGVYANLYKKLDSAGSVLMESALAYFDRSINLKKISLE : 130 

                 e      G   f   d       w fY    a  g  G      aL  af    LhK   E       
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                    140         *       160         *       180         *           

AAM27876/1 : VLAFNAPVIKLHQKYGFKAEGVFREHHMVDGAYVDIHRLGILATEWNDKRSEIKEKLIALSRG~ : 184 

ABP81459/1 : VLAFNTSVIKLHQKFGFKVEGILREQHVVDEAFADVYRLGVLASEWQALREEMLKKLLKFSGSI : 188 

CAB62154/1 : VLDFNTSVIKLHKKFGFVEEGIFRQHYQRDGQFYDIHRLSILAREWTDRRTDMLASIPVPRGE~ : 185 

ABI57666/1 : ALAFNERSIRFHERLGFTKEASLRDHHFDGETYHDVVGFGLLSAEWNERKEAKCP~~~~~~~~~ : 145 

CAP42649/1 : ALEFNERSINFHGRLGFRQEGVLRDQHFDGETYCSIVVFGLLSHEWKPL~~~~~~~~~~~~~~~ : 159 

AAZ18517/1 : VYESNNIAVNLYIKFGFSLVSSFDQGGEK------VLTMQLTKNDL~~~~~~~~~~~~~~~~~~ : 170 

              l fN   i  h   GF  e   r                 l  ew                         

 

10.3.6. Az RkpQ és a homológ fehérjék illesztése 

                                                                                     

                      *        20         *        40         *        60            

AAM27839/1 : ~~MNKVISIAGRAIGPDYPPYIIAEMSANHNGSLETAFRIIEAAKSCGADALKIQTYRPDTITLN :  63 

AAM27859/1 : ~~MNKVISIAGRAIGPDYPPYIIAEMSANHNGSLETAFRIIEAAKSCGADALKIQTYRPDTITLN :  63 

CAB62155/1 : MKLTRVITIAGREIGSDFPPYVIAEMSANHNGRIETALSLIDRAKEAGADAVKLQTYRPDTITLD :  65 

ABD15239/1 : ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MSANHNGRIETALSLIDRAKEAGADAVKLQTYRPDTITLD :  40 

EAZ98229/1 : ~~~~~~MEISKRKIGSKYPPYIIAELSANHNGKFETALKIIEEAAKAGADAVKLQTYRPDTITLD :  59 

ABI57667/1 : ~MSDPHIVIDERRIGADELPYVIAELSANHNGKLETALKIIDEAKQAGADAVKLQTYRPDTITLD :  64 

CAP42650/1 : ~MSIPHISIAGRRISQEDPPYVIAEVSANHNGRLDVALRLIDEAKKAGADAVKLQTYTADTITLD :  64 

ABP81458/1 : ~~MNAKISISGREIGLDHPPYIIAELSANHNGRLDTAMQIVEAAKKAGADAIKLQTYTADTITLN :  63 

AAM27877/1 : ~~MTSSIVIAGREIGCGFPPYIIAELSANHNGKIENALDIVSAAKASGADAVKLQTYKPETITLR :  63 

EBA14551/1 : ~~MTDTLYIADRAIGPDHPPYIIAEMSANHNGNLDAAFAIIEQAQKAGADALKIQTYTPETITLK :  63 

AAZ18519/1 : ~~~MSHIEINGRKIGQDFPPYILAELSANHNGVLQKALDTITAAKNCGADGIKLQTYSADTMTID :  62 

                     i  r ig   ppy iae SANHNG    A   i  Ak  GADa K QTY  dTiTl        

                                                                                     

 

                 *        80         *       100         *       120         *       

AAM27839/1 : SDLPDFRISGGLWGGKTLYELYEWAHTPWEWHTPMFEYARKIGVTIFSSPFDPTAVDLLEDLNAP : 128 

AAM27859/1 : SDLPDFRISGGLWGGKTLYELYEWAHTPWEWHTPMFEYARKIGVTIFSSPFDPTAVDLLEDLNAP : 128 

CAB62155/1 : SDADEFRIQGGLWGGKTLYQLYSEAYMPWDWHVPLFEHARKTGITIFSSPFDNTAVDLLEDLNAP : 130 

ABD15239/1 : SDGEDFRIESGLWGGKTLYQLYSEAYMPWEWHTALFEHARKIGITIFSSPFDTTAIDLLEDLNAP : 105 

EAZ98229/1 : SDADEFKIKGGLWDGRTLYSLYQEAHMPWEWHKPLFEHARKIGIPIFSSPFDNTAVDLLEDLNAP : 124 

ABI57667/1 : CDSEDFQIHGGPWDGRTLYELYEEAHMPWEWHKPLFDHARKLGVTIFSSPFDTTAVDLLEDLGAP : 129 

CAP42650/1 : ADTEDFQIRGGLWDGKTLYQLYQEAHMPWEWHEPLFEHARKVGIPIFSSPFDRTAADLLDSLNAP : 129 

ABP81458/1 : CDSEEFQIHGGLWDGKTLYQLYQEAHMPWEWHQPLFAHARKLGITIFSSPFDSTAVDLLEDLDAP : 128 

AAM27877/1 : SDAEEFKITEGLWRGRTLYDLYEEAHMPWEWHKPIFEHAARLGITIFSSPFDSTAVDLLEDLNTP : 128 

EBA14551/1 : SDAEDFCIKGGLWDGRTLYDLYAEAHTPWDWHKPLFEHAAKCGIPIFSSPFDTTAIDLLEDLGAP : 128 

AAZ18519/1 : CDTKDFMINGGLWDGYKLYDLYKQAQTPFEWHKAMFDHARNIDITCFSTPFDETAVDLLEDMNVP : 127 

              D   F I gGlW G tLY LY  A  PweWH p F hArk g  iFSsPFD TA DLLedl aP       

                                                                                     

 

                    140         *       160         *       180         *            

AAM27839/1 : AYKIASFEAIDLPLIKYVAATGKPMIISTGMADLEEIQEAVDAAQAGGCKELAILHCVSGYPAPA : 193 

AAM27859/1 : AYKIASFEAIDLPLIKYVAATGKPMIISTGMADLEEIQEAVDAAQAGGCKELAILHCVSGYPAPA : 193 

CAB62155/1 : AYKIASFEAVDLPLIRYAAGTGKPMIISTGMADDEEIAEAIEAARGGGCKDLAILHCVSGYPAPA : 195 

ABD15239/1 : AYKIASFEAVDLPLIRYAAATGKPMIISTGMADDEEIAEAIEAAREGGCKDLAILHCVSGYPAPP : 170 

EAZ98229/1 : AYKIASFEAVDLPLIRYVASTGKPMIISTGMADAEEISEAIAAAREGGCKELAILHCVSGYPAPA : 189 

ABI57667/1 : AYKIASFEAVDLPLIEYVASTGKPMIISTGMADAEEIQEAIDAARGAGCEQLAILHCVSGYPAPA : 194 

CAP42650/1 : AFKIASFEAVDLPLIRYVAGKGKPMIISTGMADDEEIQEAIDAARSGGCTQLAILHCVSGYPAPA : 194 

ABP81458/1 : AYKIASFEAVDLPLIKYAASTGKPVIISTGMADAEEIQEAIDAAREGGCKELAILHCVSGYPAPA : 193 

AAM27877/1 : AYKIASFEAVDLPLIRYAASTGKPMIISTGMANAEEIEEAIVAARDAGCASLAILRCVSGYPAPP : 193 

EBA14551/1 : AYKIASFEAIDLPLIRYAASTGKPMIISTGMADDEEIGEAVAAAREAGCKELVLLHCVSGYPAPA : 193 

AAZ18519/1 : AYKIASFEATDLPLIRYVAATKKPMIMSTGMANFEEIAEMVATAQDAGCRDLIVLHCLSSYPAPI : 192 

             AyKIASFEA DLPLI Y A tgKPmIiSTGMAd EEI Ea  aA   GC  LaiLhCvSgYPAP        
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               200         *       220         *       240         *       260       

AAM27839/1 : QDYNLRTITDMQKRHGLVIGLSDHTLDNTTAIASVALGASIIEKHFTLNRNGGGPDDSFSLEPAE : 258 

AAM27859/1 : QDYNLRTITDMQKRHGLVIGLSDHTLDNTTAIASVALGASIIEKHFTLNRNGGGPDDSFSLEPAE : 258 

CAB62155/1 : RDYNLRTIPDMIERFGLATGLSDHTLDNTTAIASVALGGSLIEKHFTLDRSGGGPDDSFSLEPQE : 260 

ABD15239/1 : SDYNLRTIPDMIERFGLATGLSDHTLDNTTAIASVALGSSLIEKHFTLDRSGGGPDDSFSLEPQE : 235 

EAZ98229/1 : EDYNLRTIPDMMERFGLVTGLSDHTLDNTTAIASVVLGASIIEKHFTLDRKGGGPDDSFSLEPAD : 254 

ABI57667/1 : EDYNLRTIPDMIDRFGLVTGLSDHTLDNTTAITSVALGASVIEKHFTLDRNGGGPDDSFSLEPPE : 259 

CAP42650/1 : QDYNLRTVPDMIQRFGLVTGLSDHTLDNTTAVTSVALGASLIEKHFTLDRSGGGPDDSFSLEPAD : 259 

ABP81458/1 : EDYNLRTIPDMMQRFGLATGLSDHTLDNTTAIASVVLGASIIEKHFTLDRNGGGPDDSFSLEPAE : 258 

AAM27877/1 : EDYNLLTIPDMIRRFNLVTGLSDHTIDNTTAITSVALGASIIEKHFTLNRDGGGPDDSFSLEPAE : 258 

EBA14551/1 : EDYNLRTIPDMGARFGTLTGLSDHTLSNATAIASVALGACVIEKHFTLDRQGGGPDDSFSLEPED : 258 

AAZ18519/1 : EQSNLLTIPDMRKKLGVQIGLSDHTISNTASVVATGLGATLIEKHFILDRNDKGPDSSFSIEPNE : 257 

              dyNLrTipDM  r gl  GLSDHTldNttai sv LGas IEKHFtL R ggGPDdSFSlEP         

                                                                                     

 

                      *       280         *       300         *       320            

AAM27839/1 : LSALCRDSKTAWASLGIVDYGRKSSEAGNVKFRRSLYAIRDIEAGEPLTAENIRSVRPGYGLSPK : 323 

AAM27859/1 : LSALCRDSKTAWASLGIVDYGRKSSEAGNVKFRRSLYAIRDIEAGEPLTAENIRSVRPGYGLSPK : 323 

CAB62155/1 : FAALCRDAKTAWEALGNVDYGHKSSETGNVKFRRSLYFVKFLKAGDIVTPDAVRSVRPGFGLAPK : 325 

ABD15239/1 : LAALCRDTSTAWEALGKIDYGRKSSETGNIRFRRSLYFVKALKAGDVVTADAVRSVRPGFGLAPK : 300 

EAZ98229/1 : LAALCRDSKTAWNALGKIDYGRKSSEQDNVKFRRSLYFVKDMNAGDIVTADSVRSVRPGFGLAPK : 319 

ABI57667/1 : LAALCRDSKTAWQALGKVDYGRKSSEQGNVKFRRSLYFVKDLKAGDVITEDAVRSVRPGFGVEPK : 324 

CAP42650/1 : LAALCRDSRTAWQALGKVDYGRKSSEQGNAQFRRSLYFVKPLQAGETITEDAVRSVRPGFGLPPK : 324 

ABP81458/1 : LAALCRDSKTAWAALGRVDYGRKSSEQGNVKFRRSLYFVKDLQAGERITPDAVRSVRPGYGLAPR : 323 

AAM27877/1 : LAALCRDSKTAWSALGKIDYGRKSSEIGNVKFRRSLYFVKDMRKGQLITQDSIRSVRPGFGVAPK : 323 

EBA14551/1 : LVSLCRDSKEAWAAMGQVNYGRKSSEQGNVTFRRSLYFVRDLKAGEVITEDAIRSVRPGYGLKPK : 323 

AAZ18519/1 : LTSLIEQTNDAWLSLGQAGYERKPAEEANIKFRRSVYFVKDLPAGSLVTADSIRRIRPGLGLAPK : 322 

             l aLcrd  tAW  lG  dYgrKssE gN  FRRSlYfv    aG   T d  RsvRPG Gl Pk       

                                                 

 

                 *       340         *           

AAM27839/1 : HYTEVLGKTAAVKIPAHTPIHWEKLSDD~ : 351 

AAM27859/1 : HYTEVLGKTAAVKIPAHTPIHWEKLSDD~ : 351 

CAB62155/1 : FLDRVLGKILRKDVQINTPVTEDAIAVEL : 354 

ABD15239/1 : YLDRVLGKKLHRDVEINTPVTKDSVEF~~ : 327 

EAZ98229/1 : KLEWVLGQKLNKPVSANTPVKEDSFA~~~ : 345 

ABI57667/1 : HINDILGRKVVRDIRRRTAVRKVDIS~~~ : 350 

CAP42650/1 : QLDDVVGRKVGRDIAANTPVRAQDLRD~~ : 351 

ABP81458/1 : LLDQLMGKVLRQDVKANMPVRLDFLQS~~ : 350 

AAM27877/1 : YLESIVGRTVSDDVRSGTAVSWDLISAE~ : 351 

EBA14551/1 : LADALIGKRVKSDVSWGQATSWDVIEADD : 352 

AAZ18519/1 : HEQEIIGKRLKTSVTRGTPTSWDLFDE~~ : 349 

                   G          t                  
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10.4. melléklet: A pszeudaminsav szintézis modellje 
Schoenhofen et al., 2006 és a homológia vizsgálatok alapján. A: a bioszintézis út enzimei. B: a 
bioszintézis útvonala az intermedierekkel. (I) UDP-GlcNAc; (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 homológ fehérjék és prediktál funkciójuk S. meliloti 41-ben. 
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