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Roviditések jegyzéke

ABC puffer: Ammoénium-bikarbonat puffer

ACN: Acetonitril

DHB: dihidro-benzoesav

DTT: ditiotreitol

FA: hangyasav (formic acid)

FDR: Fals discovery rate

Fix-mutans: nitrogénkotésre képtelen mutans novény

GRP: glicin aminosavban gazdag fehérje (glicine-rich peptide)

HPLC: nagy hatékonysagu folyadékkromatografia (High-performance liquid chromatography)
[AM: J6dacetamid

maximum peptid/protein E-value: mérdszam, mely megadja a maximalis valoszintiségét annak,
hogy a lekeresés soran véletlenszerlien kapok egy peptid/fehérje-talalatot

minimum peptid/protein score: a peptid/fehérje elfogadashoz sziikséges minimum ponszam
NCR: nodule-specific cysteine rich peptide

Nod-faktorok: lipo-kito oligoszaccharid tipust bakterialis jelmolekulak

nsPEPs: giimd-specifikus novényi faktorok (=symPEPs: nodule-specific symbiotic peptides)
OD600: optikai denzitas 600 nm hullamhosszon

PBM: peribakteroid membran

SNAP: kisméretii giimd-specifikus peptid (small nodule-specific peptide)

TCEP: trisz(2-karboxietil)foszfin-hidroklorid

TFA: trifluor-ecetsav

ULC-MS szolvens: Ultra LC/MS tisztasagu oldoszer?



1. Bevezetés
1.1. Témafelvetés, irodalmi attekintés, biologiai hattér

Minden ¢él6lény szamara léteznek esszencialis elemek és vegyiiletek. Makro-elemeknek nevezziik
azokat a tapelemeket, melyek nagy mennyiségben (0,1-6%) fordulnak el6 az ¢l61ényekben. Ezek
koz¢ tartozik a nitrogén is, mely nitrogéngazként a levegd 78 v/v %-at alkotja, mégis ebben a
formajaban hozzaférhetetlen az €éldlények nagy tobbsége szamara. A ndvényvilagot tekintve a
1égkori nitrogén nitrogén bejut a novénybe, de a CO,-dal egyiitt tavozik is beldle, megfeleld
enzim hidnyadban nem képes hasznosulni. A ndvényeknek azonban, fOként a virdgzas utani
fejlodési fazisban a nitrogén-igényiik nagyon jelentds. A talaj nitrogénformai koziil a NOj™ és az
NH;" a novények szaméra kozvetleniil hozzaférhetd. Amennyiben a talaj nitratban és
ammoniaban szegény, gy mutragyakkal vald potlasa, vagy a 1égkori nitrogén megkotése valik
sziikségessé. A levegd No-tartalmat csak ugy képes a novényvilag tobbsége hasznositani, ha azt
valamilyen modon HN,  ionnd redukalva veheti magihoz. Ezt az Atalakitast azonban mai
ismereteink szerint csak bizonyos prokaridta fajok, a talajban vagy a vizben szabadon ¢é16
baktériumok, gombakkal szimbionta cianobaktériumok és a pillangoés virdgiiakkal szimbidzisban
¢l6 baktériumok végzik. Nitrogénkdotésre képes prokariota fajokat harom csoportba sorolhatjuk attol
fliggben, hogy ezt a ,feladatot” szabadon él0 formajaban, vagy novényekkel egyiittmiikddve, laza
asszociacioban vagy szimbidzisban egyiitt élve latja-e el [Oldroyd és Downie 2008; Sandal 2002].
Ezek a szimbiotikus kapcsolatok 1étrejohetnek két vagy tobb faj kozott, ezek elsddleges célja
tehat a komyezeti tényezok hatékonyabb kihasznalasa a kapcsolatban résztvevd Osszes partner
szamara. Ezek a kapcsolatok az evolucié soran tobb alkalommal és tobb €l6lénycsoportban is
kialakultak [Falkowsky 1997, Boyd 2013], altalaban hosszu tavra jonnek létre. A szimbiotikus
kapcsolatban részt vevo mikrobialis szervezetek egy része szabadon €16 formaban is eldfordulhat,

a szimbiozist kovetéen azonban a partnerek sok esetben elveszitik 6nallo életképességiiket.

A novények megfeleld tapanyag-ellatottsaga képezi az alapjat a rajuk épiild tarsulasok, és az
egész biogeoconodzis tapanyagforgalmanak. Mivel tehat a levegd nitrogéntartalmanak megkotése
¢s a novények szamara hozzaférhetdvé tétele tobb szempontbdl is igen fontos bioldgiai folyamat,
ezért a pillangds virdgi novények és a velikk szimbidzist kialakitd baktériumok genetikai,
genomikai kutatdsa mezOgazdasagi, gazdasagi ¢€s Okologiai jelentdségiik kovetkeztében

kimagaslo tdmogatast és figyelmet élvez az utobbi években.



A Rhizobium-baktériumok aerob Gram-negativ baktériumok a gazdandvénnyel szimbidzisban
¢lnek (foképp a Rhizobium, Bradyrhizobium és Azorhyzobium fajok). A kapcsolat mindkét
partner szamara elényds, mert amig a baktérium képes a légkori nitrogén megkdtésére és
ammoniava alakitasara, igy az felhasznalhatova valik a pillangds viraghak, kozvetetten pedig
még tobb novény szamara [Terpolilli 2012], addig a névény a fotoszintézisbdl szarmazd szerves
anyagokkal latja el szimbionta partnerét. A Rhizobium-baktériumok csak a pillangésokkal
szimbidzisban, a gyokérglimékben élve tudjak a levegd nitrogénjét megkotni, mesterséges
taptalajon €s a talajban szabadon €16 formaban nem. A Fabaceae csalad koriilbeliil 20 ezer tagja
koziil még csak par ezret vizsgaltak, de a vizsgalt fajok 90%-anal talaltak gyokérglimé-képzést,
sOt, a nem pillangdsok kozott is eléfordul a nitrogénkotés jelensége [Op den Camp 2011]. A
Rhizobium fajok szimbiotikus kapcsolata magas szinti gazdaspecifitast mutat, hisz a
Sinorhizobium meliloti példaul csak a Medicago, Melilotus és Trigonella fajokkal képez ilyen

tipusu kapcsolatot, mas pillangds fajokkal nem.

A mikrobialis €l61ények és gazdaszervezeteik kdzotti szimbiotikus kapcsolatok eredményezhetik
egy uj, a késébbiekben a szimbidzis folyamatanak helyt ado szerv kialakulasat. A Rhizobium-
fajok a gazdanovény gyodkerén hozzak létre ezt a sejtburjanzassal keletkezd ,szervet’, a
gyokérgiimot. Ebben torténik a 1égkori nitrogén megkdtése €s ammoniava redukalasa. A giimok
belsejében membrannal koriilzartan taldlhatdoak az endoszimbionta életmodu, nitrogénkotést
végz0, atalakult Rhizobium baktériumok, melyeket bakteroidoknak neveziink. A pillangoés viraga
novények €s a baktériumok szimbiodzisa soklépéses, bonyolult folyamat eredményeként alakul ki,
melynek kivalto oka a talaj alacsony NH4 szintje, azaz a ndvény nitrogén-éhsége. Ezek a
baktériumok szabadon €16, szaprofita formaban altalanosan megtalalhatdak a talajban. Szimbidzis
létrejottekor a baktériumok bakteroidokka differencidlédnak, a bakteroid forma képes a 1égkori

nitrogén megkotésére.

Szamos kedvezd genetikai tulajdonsaga (kis genomméret, diploid, transzformalhatd) miatt a
nitrogénfixdld szimbiotikus kapcsolat egyik modellndvénye a Medicago truncatula. Egynyari,
lagyszari novény, mely a kétszikliek osztalyaba (Dicotyledonae), hiivelyesek rendjébe (Fabales),
pillang6sok csaladjaba (Fabaceae), azon belill a Medicago nemzetségbe tartozik. Fo elterjedési
teriilete a Foldkozi-tenger vidéke, fontos mezdgazdasagi novényként régota tartjdk szamon. A

viragzata furt, vagy fejecske (,,pillangds virag”), hiivelytermése ivesen hajlott, vagy



csigavonalban felcsavarodott, gyakran tliskés. A levelek harmasan 0sszetettek. Szamos dkotipusa

¢s genotipusa ismert, ezek egyike a Jemalong A17 (11. abra).

A bakterialis fertozés, a gyokergiimo kialakuldsa
A fert6zés folyamatat ezért maga a novény, a gyokerébol kibocsatott flavonoid molekulakkal
inditja el-melyeket magas kotott nitrogénszintnél is kibocsat, amikor a szimbiozis kialakuldsa

gatolt-mintegy magahoz csalogatva a Rhizobium baktériumokat [Perret 2000, Mierziak 2014] (1.
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1. abra: A falvonoidok szerepe €s a bakterialis valasz (Mierziak 2014). NR: Nod-faktor receptor.

A flavonoid molekulak hatdsara a baktériumok pozitiv kemotaxissal a gyokér felé vandorolnak,
nodulaciés génjeik indukalodnak, bakteridlis jelmolekuldkat, Nod-faktorokat termelnek ¢&s
juttatnak a gyokérbe. Megkezdddik egy informacio- és ,,szabalyzoanyag” cseréld folyamat

novény €s prokaridta kozott. A nodulacios gének altal kodolt Nod-fehérjék hatasara gimoképzo



faktorok (Nod-faktorok) szintézise indul meg a baktériumban. A bakteridlis Nod-faktorok a
megfeleld receptorhoz kétddve a ndvényben eddig néma géneket aktivalnak, elészor a gyokér
sejtieiben, késobb a giimdében. Ezek (kémiailag lipochito-oligoszacharidok) egy kaszkad-
folyamattal indukaljak a giiméfejlodést, melynek kulcsszerepléje a kalcium/calmodulin-
dependens kinaz enzim (CCaMK azaz DMI3). A Nod-faktorok bakterialis receptorai a korabbi,
ndvény €s gomba szimbidzisban részt vevd receptorokbol alakultak ki az evolicid soran. A
vizsgalt hiivelyes novények egy receptor-kinaz par, az NFR1/LYK3 ¢és a NFRS5/NFP altal ismerik
fel a bakterialis Nod-faktorokat, és ezen keresztiil magat a Rhizobium baktériumot, valdszintileg
bizonyos, a szignalizacidés utvonalba tartozd receptorok specializalédasa/fejlodése révén
(kutatasok sora bizonyitotta azt is, hogy a mikorrhizas és bakterialis szimbidzis folyamatai
nagyon hasonld molekularis alapokon nyugszanak). A Nod faktorok hatasara aktivalodo
jelatviteli utvonal az in. nodulacios gének atirédasat inditja be, amelyek bekapcsolasuk ideje
szerint két csoportba sorolhatéak: a korai nodulin gének (Enod) a ndvény-baktérium kolcsonhatas
kezdeti szakaszaban, a késOi (Late-nod) gének pedig a giimd kialakulasat kovetden 1épnek
miikddésbe [Kondorosi 2013]. A termel6dd korai nodulinok hatasara a novény gyokerének belsd
kéregsejtjei osztodni kezdenek, biokémiai €s morfologiai valtozasok indulnak meg a névényben,
kialakulnak a giimd-primordiumok [Gibson 2008]. Ezzel parhuzamosan szintén a Nod-faktorok
hatdsara kialakul az infekcids fonal, melyen keresztiil a baktérium (peribakteroid membrannal

koriilvéve) a gyokérszor mélyebb rétegeibe jut, mig el nem éri a gyokér-primordiumot (2. abra).
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2. abra: A gyokérglimd kialakulasanak 1épései (Medicago)



A gyokér kéregsejtjeibe bejutott, elszaporodott baktériumok a belsé kéreg citoplazmajaba jutva
sejtosztodast stimulalnak, e szovetburjanzas eredményei a kialakult gyokérgiimoék. A bakterialis
fert6zés utan néhany nappal mar mikroszkoppal 1athato a fejlodo giimd. A novényi sejt belsejébe
keriilt baktériumokat ndvényi eredetii peribakteroid membran veszi koriil, ami igen fontos
szerepet tOlt be a giimdben. Specialis transzportfehérjéket tartalmaz, rajta keresztiil nagyaranyu
anyagtranszport zajlik, mert a fert6zott sejtekben igen intenziv fehérjeszintézis és anyagcsere-
folyamatok torténnek. A baktérium ¢lettani folyamatai, anyagcseréje a ndvénnyel valo

“kommunikacio” kezdetétdl atalakuldban van.

A pillangdsok gyokérzetén 1étrejovo, sejtburjanzassal keletkezd gyokérgiimok adnak helyt a
1égkori nitrogén megkotésének és redukalasanak (3. abra). Belsejiikben membrannal koriilzartan
talalhatéak az endoszimbionta életmddu, nitrogénkotést végzod bakteroidok. A glimok jellegzetes
rozsaszines szinét a benniik nagy mennyiségben megtalalhaté leghemoglobin adja. Ez a vegyiilet
felelos a megfeleloen alacsony oxigénszint fenntartdsaért a giimdében, funkcidja alapjan az

emlosok hemoglobinjahoz lehetne hasonlitani.

3. abra: Medicago truncatula gimoi



A gyokergiimok tipusai

A gyokérgimok kialakuldsanak folyamata irrevezibilis, a folyamatok eredményeként kialakult
gyokérgiimoket két tipusra oszthatjuk: determinalt €s indeterminalt glimok tipusara [Hirsch 1992.
Gualtieri & Bisseling 2000]. A determinalt giimok jobbara a Glycine, Soya, Vigna
nemzetségekhez tartozo tropusi hiivelyes novényekre, valamint a Lotus fajokra jellemzéek. Ezek
a giimdk a fert6zés utan roviddel elveszitik merisztematikus, azaz osztédasi képességeiket, ettdl
kezdve csak sejtnagyobbodassal ndnek. Az érett giimOk a sejtmegnytlasnak kdszonhetden
kerekdedek. A determinalt giiméket képz6 novények masik csoportjaban (ide tartozik példaul a
foldimogyord) a nodulacié nem gyokérszorokhdz kotott. A determindlt gimd szdveti felépitése
nem mutat zonalis tagolodast, belsé részét teljes egészében a kiillonb6zo koru nitrogénkotd
bakteroidok toltik ki, az Oregedd, szeneszcens bakteroidok régidja a giimdé kozépsd részén

talalhato [Popp & Ott 2011].

A hiivelyes novények nagyobb része indeterminalt giimdket képez, kozéjiik tartoznak a Pisum,
Medicago, Trifolium és Vicia fajok. Ezekben a ndvényekben a fennmaradd aktiv apikalis
merisztéma a giimo egész élete soran Uj sejteket termel; a glimék megnyult, hengeres alakuak.
Erre a glim6tipusra jellemzd, hogy a gimd szoveti alloménya zéndkra kiilonithetd (4. abra): 1.
zona a gyokértdl legtavolabb esé giimd merisztéma (perzisztens apikalis merisztéma), melyben
nem talalhatok bakteroidok. A II. zéna az infekcids zona, ahol a sejtek differencialédnak, és az
infekcios fonalbol az atalakulasban 1évo bakteroidok a novényi sejtekbe jutnak. Ebben a zonaban
a novényi sejtek egymast kovetd endoreduplikalodasa zajlik, melynek eredményeként a sejt
DNS-allomanya 2-t6l a 64-szeres mennyiséget is elérheti [Mergaert et al 2006]. A II. zoéna
disztalis felén a baktériumok kijutnak az infekcios fonalbol és kialakulnak a szimbioszomak (1.
tipusu bakteroidok). A tovabbi sejtosztodasok eredményeképpen az I. tipusi bakteroidok II.
tipusu, jellegzetes megnyult sejtalakkal rendelkezo bakteroidokka alakulnak, melyek a II. zona
baktériumok kiszabadulnak az infekcioés fonalbol és kialakulnak a szimbioszomak [Kereszt
2011]. A III. zénaban mind a novényi sejtek, mind a baktériumok endoreduplikalédasa megall, ez
a fixacidos zona, melyben a mar teljesen differencialédott (III. tipusu) és a nitrogénkotésre-
atalakitasra alkalmas mikodd bakteroidok (IV. tipust bakteroidok) taldlhatdak. IV. zéna az

oregedési zona, melyben a novényi sejtek és a bakteroidok is degradalodnak (csak eloregedett



giimdben talalhatd). A IL. és III. zéna kozotti kiilonalld részt interzondnak nevezzik, ebben a

zonaban a legintenzivebb a bakteroidokka differencialodas [Vasse 1990, Tiricz 2013].
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4. abra: Determindlt és indeterminalt giimdé zénai (Popp & Ott 2011, Regulation of signal

transduction and bacterial infection during root nodule symbiosis. Curr Opin Plant Biol. 2011).

Indeterminalt giimék esetén tehat a III. zoéndban taldlhatdak a tobbszords DNS-tartalmu,
nitrogénkotést végzo, teljesen differencialodott bakteroidok, melyek a megnyult, esetenként Y-
forman eldgaz6 sejtalakot vehetnek fel. Egy-egy szimbioszomaban akar tobb ezer bakteroid is
jelen lehet, a bakteroidok és a membran kozotti peribakterialis liregben a leghemoglobin nevii
novényi fehérje taldlhatdé nagy mennyiségben, mely a bakteroidok szabalyozott
oxigénszallitasaért felelés. Az oxigén szigorii szabalyozasanak oka, hogy mig a baktériumok
1égzéséhez elengedhetetlentil sziikséges, til nagy mennyiségben azonban inaktivalja a nitrogenaz
enzimet (a nitrogenaz enzim két fehérjébdl all, egy Fe-proteinbdl és egy Fe-Mo-proteinbdl, ezek
a fehérjék oxigén jelenlétében kicsapodnak), ezaltal gatolja a nitrogénkotés- és atalakitas

folyamatat [Goldberg 1987].
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1.1.1 Bakteroidok differencialédasa, glimé-specifikus novényi pepetidek

A korabbi vizsgalatok kdzéppontjaban az allott, hogy mely faktorok iranyithatjak a baktériumok
ilyen irdnyu atalakuldsat. Eme vizsgalatok arra vilagitottak ra, hogy a baktériumok atalakulasat
nagyobb mértékben indukalja és szabalyozza a gazdanovény, mint a bakterialis genomban kodolt
informaciok [Mergaert 2006, Bonaldi 2011]. A gimodfejlodés novényi gének szazainak
expresszidjaval jar egyiitt [Colebatch 2004, Benedito 2008]. A baktériumok metabolizmusaban
bekovetkezd valtozasok, amelyek megmutatkoznak a baktérium alakjaban (megnyult, Y-forma)
¢s méretében (5-10 um-es hossz) is, valojaban a gazdandvénytdl, a gazdandvény tipusatol
fliggnek. A pillangos viraguak egy specialis csoportjanal, ahova a Medicago truncatula is tartozik
(IRLC klad: Inverted Repeat Lacking Clade, ezekben a kloroplasztisz genom egyik forditott
ismétlddése  elvész), a  szimbionta  baktériumok  differencidlodasa  genomjuk
endoreduplikalodasaval jar egyiitt. Ezt a genomi atalakulast koveti a baktérium sejtalakjanak
megnyulasa és eldgazasa. Az igy indukalt bakteroid-differencidlodas kivaltdé molekulai és
iranyitoi novény altal termelt glimdspecifikus novényi faktorok (Nodule-Specific Peptides, azaz
nsPEPs vagy symPEPs). Ezek a fehérjék genomikai [Fedorova 2002, Mergaert 2003, Alunni
2007] ¢és transzkriptomikai [Maunoury 2010, Roux 2014] vizsgalatok altal is bizonyitottan a
fertozott glimosejtekben  expresszalddnak, majd a bakteroidok citoplazmajaba jutva
felhalmozodnak [Vasse 1990, Mergaert 2003, Mergaert 2006, Alunni 2007, Van de Velde 2010,
Bonaldi 2011, Haag 2011]. Az igy kialakult bakteroidot az 6t koriilvevé ndvényi eredetii
peribakteroid membrannal egyiitt szimbioszémdnak nevezziik. A fertdzott glimdsejtekben
expresszalodo, kisméretli fehérjék éretlen allapotban tartalmaznak egy N-termindlis szignal
szekvenciat, mely a szekréciés utvonalon az endoplazmatikus retikulumba (ER) iranyitja a
peptidet. A szignal szekvencia itt szignal peptidaz komplex hatasara levalik az érett fehérjérol. A
Medicago truncatula dnf-1 mutans novényben a szignal peptidaz complex defektusa révén a
szignal peptid lehasitdsa nem mikddik, igy ezek a fontos novényi peptidek nem valnak éretté és
igy képtelenek bejutni a szimbioszomaba, ennek kovetkeztében elmarad a bakteroid-

differencialodas [Wang 2010, Van de Velde 2010].

Az nsPEP-ek rendkivill nagy szamban termeldédnek a giimében. Biokémiai jellemzdik alapjan
harom nagy csoportba sorolhatjuk 6ket. A giimd-specifikus peptidek legkisebb csoportjaba a
savas karakteri SNAP-polipeptidek (Small Nodule-specific Acidic Peptides) tartoznak. Ennek a
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csaladnak eddig 8 tagjat azonositottak, oldallancaik jellemzden savasak, méretiik 10 kDa koriili
(~60 aminosav). A giimé-specifikus peptidek masik csaladjaba a glicin-gazdag peptidek
tartoznak (GRP, Glycine-Rich Peptides), EST adatbazisok €és genomi szekvencidk alapjan
kevesebb, mint 30 tagjat azonositottak eddig [Kevei 2002, Mergaert 2003]. Erett polipeptidjeik
koriilbeliil 100 aminosav hosszusaguak, nagy szamban tartalmaznak glicint és bazikus

aminosavakat.

A legnagyobb csalad a glim6-specifikus cisztein-gazdag peptidek (NCR, Nodule-Specific
Cysteine Rich Peptides) csaladja, genomikai adatok alapjan tobb mint 560 fehérje tartozik ide.
Ko6z6s jellemzdjiik, hogy viszonylag kicsik, 3-10 kDa kozotti méretiiek, az érett fehérjék
(méretiik miatt szokas peptideknek nevezni Oket) altalaban 30-50 aminosav hosszliak, ehhez
kapcsolodik még a 20-29 aminosavbol allo szignal szekvencia az éretlen fehérjében. Az érett
fehérjében 4 illetve 6 cisztein talalhatd konzervalt elrendezddésben [Mergaert 2003] (3. abra a-és
b-motivum). A 4 ciszteint tartalmazd szekvenciakban a Cys 1 és Cys 2 kozott 5 aminosavat
(X5), a Cys 3 és a Cys 4 kozott 4 aminosavat (X4) taldlunk; a 6 ciszteines motivumban Cys 1 és
Cys 2 kozott 5 aminosav van, Cys 3 €s Cys 4 kozott 4 aminosav, a Cys 4-et 1 aminosav (X1)
valasztja el a Cys 6-t0l. Az 6tds szamu cisztein mindkét oldalan az aminosavak szama nem

szigoraan meghatarozott (Xn).

NCR a-motivum: Szignal peptid-Xn-C1-X5-C2-Xn-C5-Xn-C3-X4-C4-X1-C6-Xn
NCR b-motivum: Szignal peptid-Xn-C1-X5-C2-----Xn----C3-X4-C4-Xn

5. abra: NCR peptidek 4 illetve 6 ciszteint tartalmazé motivumai (Mergaert 2003)

A peptidekben 1€vo szekvencia-kiilonbségek eredményeként izoelektromos pontjuk 3-11 kozott
valtozhat, tehat kationos (p[>8), semleges (pl 6-8) és anionos (pI<6) karakteriiek egyarant vannak
kozottiikk. Annak ellenére, hogy szekvencia-homoldgidt nemigen mutatnak mas peptidekkel,
szerkezetlik alapjan hasonlitanak ndvényi antimikrobialis peptidekhez, defenzinekhez. Kisérletek
alapjan ugy tiinik, hogy baktériumokkal szembeni toxikus hatdsukat leginkdbb anionos vagy
kationos mivoltuk befolyasolja [Tiricz 2013, Farkas 2014]. A giimdspecifikus peptidek altalunk
vizsgalt legnagyobb csoportja tehat szerkezeti hasonldésagot mutat a ndovényi defenzinekkel. A
szerkezeti hasonlosagbol kiindulva tovabbi in vitro vizsgalatokbol kideriilt, hogy t6bb NCR

peptid rendelkezik antimikrobidlis hatdssal kiilonb6z6 Gram-negativ vagy Gram-pozitiv
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baktériumokon, a Sinorhizobium melilotin kiviil példaul Listeria monocytogenes, Enterococcus
faecalis vagy Escherichia coli fajokon ¢és kiilonb6zé patogén gombafajokkal szemben [Tiricz
2013, Farkas 2014, Ordégh 2014]. A kationos NCR-peptidek célpontjai foként a bakterilis
membranban taldlhatdak, mig az anionos NCR-ek a bakteroid citoplazmdjaban halmozodnak fel.
Az NCR-ek egyrészt azaltal fejtik ki antimikrobidlis hatdsukat, hogy atjarhatova teszik a
baktériumok sejtmembranjat, gatolva azok légzését €s szaporodasat, lehetséges intracellularis
célpontjaiknak pedig foként a sejtosztodasban szerepet jatszo fehérjék bizonyultak. Az anionos
NCR-peptidek toxikus hatasardl egyeldre még nincsenek konkrét bizonyitékok, a kationos
peptidekkel egyiitt hatva a bakterialis differencialédas indukalasaban, szabalyozasaban ¢s a
nitrogén fixalas folyamataban lehet szerepiik. Az NCR fehérjék egyéni szerepe tehat még nem
tisztazott, a bakterialis sejtosztodast gatlo hatasuk azonban mar bizonyitott [Van de Velde 2010].
E hatas eredményeként a baktérium DNS-tartalma a sokszorosara ndvekszik, mig az ezt kovetd

sejtosztodasok nem kovetkeznek be, kialakul a poliploid bakteroid.

Mindharom fehérjecsaladra jellemz6, hogy kodolé génjeik kevés kivétellel kizarolag a fertézott
giimékben expresszalodnak. A glimdspecifikus gének expresszios mintazata igen sokféle lehet,
bizonyos gének a giimdfejlodés korai szakaszaban fejezddnek ki, mig méasok a késobbi
idészakban, esetenként a fejlédo €s a mar miikodo giimoben is aktivak (Fiiggelék 1. tablazat)
[Kevei 2002, Mergaert 2003, Nallu 2013]. Az NCR-peptideket kodold gének aktivitasuk alapjan
két nagy csoportba sorolhatoak: korai és késdi gének csoportjaba. A korai kifejezodésti gének a
fertézést kovetd néhany napban mar aktivva valnak. A korai gének egy részének fehérjetermékei
¢érett allapotban az 1. tipust bakteroidok endoreduplikacidjat segitik [Van de Velde et al, 2010], a
korai gének masik része a fertézést koveto elsé hét végén expresszal. A késéi NCR-gének a

fertézést kovetd 10-14. napon expresszalnak.
A gyokeérgiimé miikodése

A gyokérgiimd feladata tehat a 1égkori nitrogén megkdtése és redukalasa. Az N, ammonidva
redukalasanak kulcsmolekuldja a nitrogendz enzimkomplez, mely két fehérjébol all, egy Fe-
proteinbdl ¢és egy Fe-Mo-proteinbdl. A bakteroidokat tartalmazd sejtekben csokkentett
oxigénszint uralkodik, ez elegendo a ndvényi sejt és a bakteroidok légzéséhez, és még a
nitrogendz enzim mikodését sem gatolja. Az oxigénszallitdsért felelds leghemoglobin szintézise

koz0s, a globin részt a ndvény, a hemet a baktérium allitja eld. A nitrogénfixalas folyamata nagy
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energiabefektetéssel jar, mert a két nitrogén-atom kozotti harmas kotés bontasa sok energiat

igényel, emiatt a nitrogénkotd giimdk csak nitrogénhianyos allapotban fejlédnek ki.

Az utobbi években tobb tudomanyos cikk is szolt a szimbiodtikus gydkérgiimok transzkriptomikai
[Maunoury 2010, Roux 2014] ¢és proteomikai analizisérdl [Rose 2012, Volkening 2012], de az
NCR-peptidek fehérjeszinli kimutatisara ezeldtt még nem keriilt sor. Egyediil Van de Velde és
munkatarsainak 2010-ben megjelent cikke irja le 6t NCR-peptid azonositasat, amelyet szintén az
MTA SzBK Proteomikai Kutatocsoportja végzett. Valoszinli, hogy az NCR peptidek nagy
szamban azért nem keriiltek eddig azonositasra, mert kis méretiik miatt a kisérletekben
alkalmazott 1D vagy 2D-gél elektroforézis soran a peptidek “elveszhettek” a mintdkbol. Ezt
alatamaszthatja az a tény is, hogy egyéb, kis tomegli novényi vagy bakterialis eredetli fehérjébol

is csak keveset sikeriilt ezekben a kisérletekben azonositani [Rose 2012, Volkening 2012].
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1.2 Tomegspektrometria

A tomegspektrometria egy objektiv analitikai médszer, melynek soran a vizsgalandd anyagok
molekulatomegeit mérjiik. Viszonylag hosszu multja ellenére a modszer csak az utdbbi néhany

évtizedben, a technika fejlodésének hala valt altalanosabba biopolimerek vizsgalatara.

A tomeg egy molekula egyértelmiien meghatarozhato tulajdonsaga, elegyek analizise soran nem
kell elére ismemiink a keverék Osszetételét. Ahhoz, hogy molekulak tomegét megmérhessiik
szortirozhat6/szétvalaszthatd allapotba kell hoznunk Oket. Erre az anyagok ionizalasa ad
lehetdséget, mert elektromos vagy magneses térben az ionok tomeg/toltés (m/z) alapjan

szortirozhatoak.

A 6. abran a tomegspektrométer altalanos felépitése lathato.

Mintabevitel

)Y

Tonoptika [Cameed Tomeganalizdtor EEnd  Detektor

Adatfeldolgozds

6. abra. A tomegspektrométer altalanos felépitése, egységei

Az ionizaci6é soran az ionforrasban a vizsgalandé molekulakbol vagy atomokbdl valamilyen
gerjesztd energia segitségével (elektromos, 1ézer, stb) ionokat, azaz toltott részecskéket hozunk
létre. Késziilékektdl fiiggéen az ionforras lehet 1égkori nyomason (API, Athmospheric Pressure
Ionization) vagy vakuum alatt. Viszont az ion-keverék analizise minden esetben nagy

vakuumban torténik.

A tomegspektrometria korai idészakaban azok az anyagok voltak igy mérhetéek, melyeket bele
tudtak parologtatni az ionforrasba, a képz6dott ionokat eztan elektromos fesziiltséggel roppalyara
kildték és magneses vagy elektromos térrel szétvalogattak Oket. Az ionizacidt nagyenergiaj

elektronokkal végezték (elektron-impakt, EI), s a képzddott ionokat megfeleld gyorsitd
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fesziiltséggel iranyitottdk az analizatorba. Erdekes, hogy bar az ionizacidt negativ toltésii
részecskékkel végezziik, mégis inkabb pozitiv ionok képzddnek. A negativ ionok képzddése
mindig rosszabb hatasfoku. Ez minden ionizaciéra érvényes, igy a tovabbiakban pozitiv ionokrol
targyalunk. Ezzel a modszerrel azonban bioldgiai mintak (kevés kivételtdl eltekintve) nem voltak

mérhetdek, mert a peptidek, cukrok elbomlanak parolgas helyett.

A kényes biologiai makromolekulak vizsgalatanak problémajat az ugynevezett ,,1agy ionizacios
technikakkal” oldottak meg, melyek mar lehetové tették biopolimerek, nagyméretii szerves
molekulak vizsgalatat. Ezek kozé a technikak k6zé tartozik a gyors atom bombazasos ionizacid
(FAB, Fast Atom Bombardment Ionization, amit csak torténeti okokbdl emlitiink itt meg), a
MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation, matrixszal segitett 1ézer-deszorpcios
ionizacid) €s az elektroporlasztasos (electrospray) ionizacio (ESI). Alapvet6 kiilonbség az El és a
lagy ionizacios modszerek kozott, hogy mig az eldbbiben gydkion képzddik, amely a felvett
energia-tobblet hatasara fragmentalddik, C-C kotések is konnyen hasadhatnak, addig a lagy

ionizaci6 kvézi-molekula ion(oka)t, [MH,]"" eredményez, ESI-ben gyakran n>1.

MALDI ionizacio: a vizsgalandd mintat a megfelelé UV-sugarat elnyelé (N, l1ézer, 337 nm)
matrix anyaggal (példaul 2,5-dihidroxi-benzoesavval vagy a-ciano-4-hidroxi-fahéjsavval)
vegyitve vissziik fel a minta-lemezre, erre raszaritjuk, igy kristdlyos szerkezet képzddik. Az
ionizacié folyaman a lézerrel a matrix anyagat gerjesztjiilk, mely plazma-allapothoz hasonléan
gomolyog a minta felett, protont ad 4t a mintanak. Ennek eredményeként tobbnyire egyszeresen
toltott ionok képzddnek. Ezt az ionizaciot tobbnyire repiilési id6 méréséhez kotik (Time-of-Flight
analizator, TOF). A modszer elénye, hogy egyszeri, gyors, nincs kereszt-szennyezés, igen nagy
molekulak is (akar tobb mint 300 kDa) nagy érzékenységgel vizsgalhatoak vele, hatranya
azonban, hogy kromatografidhoz nem kapcsolhato, és diszkriminativ, azaz nem megjosolhato,

hogy mely komponenseket latunk egy keverékbdl.

Az ESI eredményeképpen a mintabdl tobbszordsen toltdtt ionok keletkezhetnek. A vizsgalando
vegyiiletet megfeleld oldoszerben feloldjuk, majd egy nagyfesziiltségre kapcsolt kapillarison
keresztiil porlasztva juttatjuk az analizatorba az vizsgaland6 vegyiilet ionjait (7. abra). A
folyamatban el6szor tobbszorosen toltott cseppek képzddnek, az oldészer molekulakat

eltavolithatjuk inert gazarammal vagy fiitott kapillarissal mar a késziiléken beliil.
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Electrospray ionizdcid (ESI)
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7. abra: Electrospray ionizacio (www.lamondlab.com)

A dolgozatban bemutatott munka soran tobbnyire ESI-t hasznaltunk. Az ESI elényei, hogy
HPLC-rendszer detektoraként alkalmazhatd, a tobbszorosen toltdtt ionok miatt a vizsgalhatod
tomegtartomany ,.kitdgul”, keverékekbdl frakcionalas nélkiil is tobb komponens detektalhato,

azaz nem annyira diszkriminativ, mint a MALDI.

Az ionok szétvalasztasa az analizator részben m/z alapjan torténik. Itt tisztaznunk kell néhany
alapfogalmat. A tomegfelbontas (R) megadja, hogy két iont mekkora tomegkiilonbséggel tudunk
egymas mellett detektalni. R= m/delta m. Manapsag a legtobb kutatasra alkalmas
tomegspektrométer rendelkezik akkora felbontassal, hogy az elemi izotopokat is meg tudjuk
kiilonboztetni (8. abra). Az egy molekulat képviseld ioncsoportban az elsé izotop csticsot
monoizotdpos csucsnak nevezziik, mert ebben csak egyféle izotop van jelen. A fehérjealkotok (C,
H, N, O, S esetleg P) esetén ez az ion a mintaban jelen 1€v6 kémiai elemek legnagyobb
természetes gyakorisaggal el6fordulo izotopjat tartalmazza. Kisebb peptideknél a monoizotopos
csucs a legintenzivebb csitics, mig molekula novekedésével a '>C izotdpok hozzajarulasa
novekszik, és a monoizotdpos csucs lassacskan ,.eltlinik”. A monoizotopos tomeg biztositja a
legnagyobb pontossagot, mert itt nem keverék iont mériink. A tdmegmérés pontossagat standard

anyagokkal torténd kalibracioval igyekeziink biztositani, megadhatjuk a mérés hibajat abszolut
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tomegkiilonbségekben, de sokkal pontosabb definiciot jelent, ha a hibat a mért m/z értékhez

viszonyitjuk és ppm értékekben fejezziik ki.

Monoizotépos il
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Atlagos t6meg 1086.28
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8. abra: Illusztraci6 a nagy és kis felbontasu tomegmérésre.

Az analizator tipusa lehet:
o Elektrosztatikus (ESA) és magneses (B) analizator — szektoros késziilékek
e Kvadrup6l analizator (Q)
e Joncsapda analizator (trap)
e Repiilési id6 analizator (TOF)
e Linearis ioncsapda analizator (LIT)
e Fourier-transzformécios ion ciklotron rezonancia MS (FT-ICR)

e Orbitrap (LTQ-Orbitrap Elite tomegspektrométer, 9. abra)

Ertekezésemben csak azokat az analizatorokat ismertetem, amelyekkel dolgoztunk.

Ioncsapda analizator

Az ioncsapdaba belép6 ionok mozgasat az elektrodakra kapcsolt egyen- illetve valtofesziiltség

hatarozza meg. A 3 dimenzios ioncsapda két, egy belépd és egy kilépo hiperbolikus elektrodabol,
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valamint a kozottiikk elhelyezkedd gytrielektrodabol all. A kozépsé gyurtielektrodara helyezett
egyen- ¢s valtdaram hatdsara az ionok oszcillald mozgast végeznek. Az Gsszes ion egyszerre
tartozkodik a csapdaban, ahonnan adott m/z alapjan jutnak tovabb a detektorba. Elényei a nagy

érzékenység, kis méret, és tandem tomegspektrometrias tulajdonsagai (MS", n= elméletileg 10).
Orbitrap analizator

Az orbitrap analizator egy hdrom elektrodabol felépiild elektrosztatikus ioncsapda. Két, hordo
formaju elektroda kozott talalhatd az orsd alaku harmadik elektroda. A kiilsé elektrodak kozotti
apré résbe injektaljdk be az ionokat. Az ors6 formdju elektrodara néhany kV fesziiltséget
kapcsolnak, a kiilso elektrodak foldelést kaptak. Az orbitrap-ben a keringd ionok 0sszeiitkozését
elkeriilendd folytonos polaritasvaltas (valtofesziiltség) zajlik. A beinjektalt ionok a belsé elektrod
koriil spirdlis mozgast (m/z szerint korpalyan) végeznek. Az ionok oszcilladld mozgasanak
kovetkeztében a belsd elektromos tér valtozik (kiviilrdl lehet detektorokkal mémi és kovetni), ezt
a késziilék Fourier-transzformacioval frekvencia €s intenzitdas mennyiségekké alakitja at. Az

orbitrap analizatorral igen nagy felbontast és nagy pontossagot lehet elérni.

Az Orbitrap Elite tomegspektrométer valojaban egy hibrid késziilék, melyben egy érzékeny, de
kis felbontasu ioncsapda €s egy érzékeny, nagy pontossagu €s nagy felbontasu orbitrap kapott

helyet (9. abra). Kutatasaink soran elsdsorban ezzel a tomegspektrométerrel dolgoztunk.
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9. abra: az Orbitrap Elite Hybrid MS felépitése (www.planetorbitrap.com)

Mint fentebb leirtam, a 14gy ionizacids technikdk protonalt molekulaiont eredményeznek, az ion
tomegének meghatarozdsa azonban nem elegend0 a pontos szerkezet-meghatarozashoz. A
tomegmeérést kovetden ugy kaphatunk a molekula szerkezetérdl informaciot, ha a molekulaiont
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semleges gazzal iitkoztetve darabokra torjiik, ez iitkdzéses aktivalassal kivaltott disszocidcid,
azaz collision-induced dissociation (CID). Egy tomegspektrumban mindig tobb komponens van
jelen. Tehat valamilyen modon el kell kiiloniteniink a benniinket érdeklé komponenst. Ennek
megoldasara jott 1étre a tandem tomegspektrometria. A valogatas lehet idébeli vagy térbeli. Az
ioncsapda idében valogat, az Osszes iont beengedi, majd a fesziiltség szabalyozasaval
benntarthat6 az az ion, amely benniinket a tovabbiakban érdekel. Az aktivalas és a darabok, azaz
fragmensek mérése is a csapdaban torténik. A ,valdédi” tandem késziilékeknél az elso
tomegspektrométer elkiiloniti a megfelelé prekurzor iont, majd megtorténik az aktivalas és a

masodik késziilék méri a fragmenseket.

A dolgozatban ismertetett kisérletek soran végig ioncsapda CID aktivalast alkalmaztunk. A CID
spektrumok esetén kaphatd lehetséges fragmensek nagyon sok paramétertdl fliggenek.
Amennyiben a toltés a peptid N-terminalisin marad, akkor a peptidkotés hasadasi helyétol
fliggben a és b fragmenseket (ionokat) kapunk, C-termindlison visszamarad6 toltés esetén y
fragmenseket (10. abra A, B) [nomenklatura: Biemann 1990, szabalyok: Medzihradszky &
Chalkley 2015]. A fragmenseket a megfeleld terminustol szdmozzuk. Itt kell megjegyezni, hogy
az ioncsapda CID tulajdonképpen rezonancia-aktivalas, azaz egy adott m/z tartomanyra muikdodik,
tehat egyetlen kotés hasadasa utan a folyamat leall, mert a termék mar ezen a tartomanyon kiviil
van. Ammonia- és vizvesztés viszont megfigyelhetd ugy a prekurzor ionbol, mint a

fragmensekbdl.
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10. abra: egy példa szekvencia e/méleti fragmensei (A, www.ionsource.com) és a b és y

fragmensek altalanos szerkezete (B, www.weddslist.com)

Az ioncsapdaban végzett CID analizis, tulajdonképpen a céltomeg (kivalasztott m/z) rezonancia-
aktivaldsa egy gondosan beallitott rf “lokéssel”. Ez a rezonancia-aktivalas Ggy van optimalizalva,
hogy a legalacsonyabb tomegii fragmensek nem detektalhatok, igy kb. a prekurzor m/z értékének

als6 harmadat elveszitjiik [Jonscher 1997].

A komplex peptid-elegyeket mar régota on-line LC/MS/MS moddszerrel analizaljuk. Ennek soran
a HPLC frakcionalds kozbeni adatgylijtés automatikus. A késziiléket iranyitd szamitogép jeloli ki
megadott paraméterek alapjan a fragmentalédo prekurzor ionokat, a tdomegméréseket egy vagy
tobb MS/MS analizis koveti. Annak érdekében, hogy minél tobb komponens azonosithato legyen,
hasznaljuk a dinamikus kizaras elvét, amikor is utasitast adunk, hogy a késziilék a felvett
spektrum utdn mennyi ideig ,ne foglalkozzon” ugyanazzal az ionnal. Az Orbitrap Elite
késziilékben a tdmegmérés a nagy felbontasu Orbitrapban torténik, és kozben mar zajlik az el6zo

tomegmeéres alpjan beinditott ioncsapda CID kisérlet.

A proteomika a sejtek fehérjetartalmanak mindségi és mennyiségi analizise. Ha eldzetes
informaciok nélkiil, ,.eloitélektél mentesen” akarunk sokféle fehérjét azonositani, akkor az
Osszehasonlitdas alapja csak valami biztosan megjosolhatd és egyértelmiien meghatirozhatod
tulajdonsag lehet, és ez a tomeg. MS/MS adatokboél lehet de novo szekvenalni, de ez tobbnyire
lasst ¢és nehézkes [Medzihradszky & Chalkley 2015]. De szerencsére van egy ,,megkeriild”
eljaras: egy ismert szekvenciaju fehérje adott specificitasu enzimmel (esetiinkben tripszinnel)
emésztve jellemzd és kiszamithatd tomegl hasitasi termékeket produkal. A valdés emésztményt

Osszevethetjiik egy fehérje-adatbazis tripszines emésztésének ,,in silico” eredményeivel, €s ilyen
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moédon azonosithatjuk az analizalt fehérjét. A tomegspektrometrias fehérjeazonositas tehat
adatbazis-fliggd. A genom szekvenalasnak hala hatalmas fehérje-szekvencia adatbazisok allnak
rendelkezésiinkre. Tobb faj teljes genomjat megszekvenaltadk mar, és a hozzaférhetd informacio
naprol napra nd. Persze az adatbazis méretével annak az esélye is ndvekszik, hogy tobb fehérje
produkal hasonl6 tomegii hasitasi termékeket. Kiilonosen, ha belegondolunk, hogy bioldgiailag és
kémiailag aktiv vegyiileteket analizdlunk, azaz a fehérjék a transzlacié utdn enzimatikus
hasitason vagy kovalens modositason eshetnek at, €s a minta-elékészités soran is elofordulhatnak

mellékreakciok. Tehat a tomegmérés onmagaban nem elegendd, MS/MS analizissel a peptidek

crer

MS/MS analizisek.

Miutdn egy emésztési elegyet LC-MS/MS-sel analizaltunk, az adatokbol cstcslistat készitiink. A
csucslista-generald programokkal az eredeti raw file-okbdl az adatbazis keres6 programok altal
hasznalhat6 text file-okat készitiink, amelyben minden egyes prekurzor ionhoz egy fragmens
sorozatot rendeliink. A lekeres6é program egyenként kezeli a spektrumokat. A megfelelé adatbazis
kivalasztja valamennyi szekvenciat, ami egy adott prekurzor tomeghez passzol. Ezeket a
szekvenciakat ,in-silico” fragmentalja és a valos fragmensek listajat Osszeveti az elméleti
sorozattal. A talalatokat pontozza és egy valdszinliség-szamitason alapuld értékkel azt is
szamszerlsiti, hogy mekkora a valdszintisége, hogy a kapott spektrumegyezés a véletlen miive
(E-value). Az egymastol fliggetleniil, egyenként azonositott peptideket végiil fehérjékbe sorolja a
lekeresd program. Az adatbazisok méretének ndovekedésével, kovalens modositdsok €s nem-
specifikus hasitasok engedélyezésével a random azonositisok esélye nd. A megbizhatosag
novelése érdekében azt vezették be, hogy az adatbazisokat ,megtoldjuk” valamennyi valos
szekvencia randomizalt valtozataval, 0Un. ,hamis” (decoy) fehérjékkel. Az eredmények
kiértékelésénél a hamis fehérjéket azonosito talalatok szama jelzi, hogy hany kérdéses azonositas

lehet a valos peptideket azonosito talalatok kdzott is.
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Fehérjék kvantitativ analizise

Az alkalmazott proteomikaban altalaban két vagy tobb minta szamszeri 6sszehasonlitdsara van
sziikség (diagnosztikaban, egészséges €s beteg mintak, éles és kontroll mintak 0sszevetésekor).
Egyes peptidek abszolit mennyisége és az oket képviseld peptidek intenzitasa kdzott azonban
nincs megjosolhatd Osszefliggés. Az adott jel intenzitasat tobbek kozott a peptid szekvenciaja,

bazicitdsa, és a minta komplexitasa egyarant befolyasoljak.

Léteznek stabil izotopos jelolo modszerek, melyekkel hasonldan, de jol megkiilonboztethetéen
jeloliink fehérjéket, Osszekeverjiikk 6ket, enzimes emésztés utan pedig detektalhatjuk, hogy a
kiilonbozo jeldlést tartalmazo fehérjék milyen mennyiségben voltak jelen a mintakban. Elvaras,
hogy a jelolt és jeloletlen peptidek kozott legalabb 4-8 Da kiilonbség legyen, hogy a kdnnyi €s
nehéz varidns szétvaljon. ICAT (Isotop Coded Affinity Tag) modszerrel a fehérjék cisztein-
oldallancat alkilezziik konnyti (Hg vagy nehéz (Dsg) alkil csoporttal, majd a relativ intenzitas
adatokbol (MS jelintenzitasbol) végziink kvantitativ analizist. A modszer hatranya, hogy relative
kevés peptidet jelol fehérjénként, és raadasul ezek nem is eludlodnak egyszerre a beépiilt nehéz
hidrogén miatt. Mivel a deutérium-beépiiléssel a peptidek retencios ideje megvaltozik, ezért
inkabb "*C-at vagy '’N-6t hasznalnak jelol6ként. Stabil izotoppal torténé jellést alkalmazhatunk
ugy, hogy nehéz aminosavakat visziink be a sejtkulturdba (SILAC, Stable Isotope Labeling)
[Ong 2002]. Ezzel a modszerrel °C, "N vagy '*O izotépokkal modositott aminosavakat épitiink
be a fehérjékbe, pl. arginint és lizint, tehat minden triptikus peptidbdl lesz konnyl és nehéz
varians, miutdn Osszekevertiik, ¢€s megemésztettik a vizsgdlandd fehérjemintakat.
Tomegspektrometrids analizis utdn a kvantitalast a peptidek relativ intenzitasabol végezziik. P1.
PC hasznalataval argininenként 6 Da tomegkiilonbség detektalhato. Ahhoz, hogy a nehéz
aminosavak beépiilése minél tokéletesebb legyen, a sejteket megfelelden hossza ideig kell az
izotoppal ,.etetni”. Tehat ez az Gt leginkabb csak akkor jarhatd, ha sejt-tenyészettel dolgozunk.
Sziilettek tanulmanyok SILAC-jelolt allatokrol és novényekrdl is [Doherty 2005, Lewandowska
2013], de a koltségek csillagaszatiak. MS/MS alapon is végezhetiink kvantitativ sszehasonlitast.
Tobb, 4-8 kiillonb6zo allapot is 6sszehasonlithatdo iTRAQ (Isobaric tags for relative and absolute
quantitation) jeldléssel, amikor a mar megemésztett peptidkeverék aminocsoportjait modositjuk
azonos kémiai szerkezetli, de kiillonboz6 izotop-0sszetételii csoportokkal, melyeknek additiv

tomege megegyezik, a toltést viseld fragmensek tdmege azonban eltér [Ross 2004].
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Mig a SILAC jelolésnél a minta-el6készités eldtt keverjiik 0ssze az Osszehasonlitandd mintakat,
addig a kémiai jeloléseket a mar megemésztett mintakon kiilon-kiilon ejtjiik meg, és csak utana

vegyitjiik a jelolt keverékeket.

Jelolés nélkiil is végezhetlink azért kvantitativ Osszehasonlitasokat. A spektrumszamlalas
modszerének alapja az, hogy egy adott fehérjére esé azonositott spektrumok szama egy adott
mintaban bizonyos korlatok mellett tiikrozi a fehérje mennyiségét a vizsgalt elegyben [Old 2005].
Pontosabb az 0Osszehasonlitds, ha a varhatd fehérjék szamat is figyelembe vessziik. Relativ
kvantitativ 0sszehasonlitisoknal megfeleld szoftverekkel a fehérjét képviseld peptidek
intenzitasat is Ossze lehetne hasonlitani, de ezek hianyaban mi a spektrum-szamlalas mellett

dontottink.

A kvantitativ proteomika egy specialis problémaja néhany komponens jelenlétének vagy
hianyanak igazolasa azonosan elokészitett emésztési elegyekben. Tegyilik fel, hogy MS/MS
adatokbol megbizhatdéan azonositunk egy komponenst egy mintaban. Jol reprodukalhato
kromatografiaval a pontosan mért tdmeg és retencios id6 elegendd lehet ahhoz, hogy parallel
preparatumokban CID adatok nélkiil is igazoltnak lassuk a kérdéses peptid jelenlétét [Andreev
2012]. Természetesen ilyen Osszehasonlitdsok esetén off-line frakcionalds nem elézheti meg az
LC-MS analizist, mert kis eltérések a frakcidoszedés soran megvaltoztathatjdk a frakciok

Osszetételét.
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2. Célkittizés

Munkank alapja az volt, hogy a pillangés viragh novények NCR peptideket termelnek, mely
vegyliletek iranyitjdk és kontrollaljak a szimbiotikus baktériumok differencidlodasat. Szamos
kisérlet bizonyitotta viszont, hogy a kimutathatd transzkripcios aktivitds nem mutat egyértelmii
korrelaciot a fehérjeszinten megjelend “termékkel”, sem kvalitative, sem kvantitative [Griffin,
2002, Pratt 2002]. El6szor is kérdés, hogy mindezen géntermékek egyaltalan megjelennek-¢ a
bakteroidokban, s ha megjelennek, mikor teszik azt; mennyi az NCR-fehérjék féléletideje, s
egymasra milyen hatdst gyakorolhatnak stb. Feladatunk tehdt a nitrogénkotésben részt vevo
bakteroidok proteomikai vizsgalata, elsésorban az NCR peptidek fehérjeszintii azonositasa volt.
Kisérleteink jelentds részét Sinorhizobium medicae (WSM419) és S. meliloti (Sm1021)
baktériumokkal fertdzott Medicago truncatula A17 Jemalong ndovény giimoéivel végeztik. A vad
tipusa M. truncatula gyokérgiimoinek vizsgalata mellett M. truncatula 6V mutans giimdinek

novényi és bakterialis eredetii fehérjéit is analizaltuk.
Céljaink:

1) Vizsgalodasunk elsédleges célja az volt, hogy a baktériumok transzformalasara és iranyitasara
szolgaldo novényi-eredetli NCR peptidek jelenlétét kimutassuk a bakteroidokban. Célunk volt

tovabba a detektalt szekvenciak alapjan a szignal-peptidaz hasitohelyének igazolasa.

2) Arrdl is igyekeztiink informdciot szerezni, hogy mi lehet a bioldgiai szerepe ezeknek a

polipeptideknek. Ehhez ki akartuk deriteni, hogy:
a) van-e kiillonbség a kiilonbozo fejlodési stadiumban levo bakteroidok NCR-tartalmaban,

b) mi a kiilonbség a vad tipusu €s egy adott fenotipussal rendelkez6 mutans novény giimdinek

NCR ¢s bakterialis fehérje tartalmaban,

c) mely bakteridlis és novény fehérjék hatnak kdlcson egy bizonyitottan antimikrobidlis hatasu

NCR peptiddel.

Természetesen a fenti célok eléréséhez ki kellett dolgoznunk a megfeleld minta elokészitd
eljarasokat. A gimd szoveti szerkezetébdl adodéan meg kellett talalni a megfeleld modszert a

ndvényi €s a bakterialis eredeti sejtek elkiilonitésére, majd a bakteroidok anyaganak feltarasara.
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A minta-elékészités 1épéseit eldszor egy bakteroid-elegyen fejlesztettiik ki. Mivel a késébbiekben
a vad-tipusi ndvények mellett bizonyos mutansok gyokérgiiméiben is kutakodni szandékoztunk,
¢s Ossze is kivantuk hasonlitani a kapott eredményeket, ezért az analizis teljes folyamatat ehhez a

c¢lhoz igazitottuk.

Munkémat részben Kondorosi Eva iranyitasaval végeztem. A Kondorosi-csoport egy ideje
foglalkozik az NCR247 peptid biologiai hatdsaval, igy ennek a molekuldanak a lehetséges

kdlcsonhato partnereit kutattuk.

Az NCR peptidek fehérjeszintli azonositasa alapjaul szolgalhat jovobeni alkalmazott biologiai
kutatasoknak is. A Kondorosi-csoport tavlati céljai kozott szerepel az, hogy az NCR-ek
antimikrobialis hatasat tovabbi teszteknek vessék ala. Az orvostudomany egyik legnagyobb
problémdja jelenleg az antibiotikum-rezisztencia kérdése, és az NCR peptidek mint természetes
antibiotikumok jo alternativai lehetnek a ma hasznalt szereknek, bevethetoek lehetnek a jovében,

akar a human- és allatgydgyaszatban akar a névényvédelemben.
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3. Anyag és mddszer
3.1. Novényi anyagok €s baktériumok

Vizsgalatainkat a vad tipusu Medicago truncatula Jemalong A17 és M. truncatula 6V mutans
novények kiillonb6zé Sinorhizobium baktériumtorzsekkel fertézott gyokérgiimdibol izolalt

fehérjékkel végeztiik.

A 6V mutans (11. abra) M. truncatula névényt kooperacios partnereink hoztak létre a g6dolloi
Novénygenomikai €s Novény-mikroba Interakcido Csoportban (Szent Istvan Egyetem). Ez a

mutans novény giimoképzésre képes ugyan, nitrogénkotésre azonban mar képtelen.

e
/ ”' ,!:\'!e_’ 3

s T

11. abra: M. truncatula A17 és 6V ndvénykek eltéro fejlettsége a bakterialis fertézést koveto 30.

napon

Novények ndvesztése €s baktériummal fertézése a Medicago truncatula Handbook alapjan
tortént (www.noble.org/MedicagoHandbook, E-P Journet 2006: Rhizobial inoculation and

nodulation of M. truncatula, Garcia 2006).

A novényeket Sinorhizobium meliloti (Sm1021) illetve S. medicae (WSM419) baktériumtorzzsel
fertoztiik a novesztés soran. NCR247-peptiddel kolcsonhatd partnerek kutatasaban hasznalt
baktériumkultarakat 7.0 pH-ja (OD600 = 0.1) 20 mM kalium-foszfat pufferben inkubaltak a
peptiddel (0.1-t61 500 uM-ig) 2 oran keresztiil [Farkas A, 2014].
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3.2 Bakterialis fert6zés, giimoszedés

A fert6tlenitett magvakbodl kifejlodott ndvénykéket csiraztatds utan olyan folyadékkultiraban
(factory) neveltiik, ahol a ndvekedésiikhoz sziikséges tapanyagokat, a nitrogén kivételével, vizben
oldott formédban kaptdk. Az elsé 4-5 napon (még az oldalgydkerek kifejlodése elétt) mar
célzottan nitrogénmentes tapoldatban nevelték a ndvényeket, igy a gimdék az elsddleges
gyokereken fejlodnek ki. 3 hét elteltével S. medicae WSM419 vagy S. meliloti (Sm1021)
baktériummal megfertoztiik a novényeket, majd 2-3 héttel a fertézést kovetden szedtik le a
nitrogénhiany és a fert6zés egyiittes hatasara kialakult gyokérgiimoket. A leszedett giimdk
azonnal jéghideg extrakcios pufferbe keriiltek (125 mM KCI, 50 mM natrium-szukcinat, 10 mM
K-foszfat, pH=7). A giimOék homogenizdlasa mozsarban, mozsartorovel tortént egy kevés

kvarchomok (Sigma) hozzaadasaval.
3.3 Fehérjetisztitasi eljarasok

Az NCR peptidek azonositasara szolgald kisérleteinkben haromféle fehérje-preparalési eljarassal
dolgoztunk (12. abra). Az 4altalanosan elfogadott bakteroid-elvalasztasi modszer a Percoll-
gradiensen vald ultracentrifugalds volt [McRae, 1989], mellyen a teljesen differencidlodott
bakteroidok jol elkiilonithetd frakciot alkotnak. A Percoll oldat a GE Healthcare éltal levédett
kolloidalis szuszpenzid, mely polivinil-pirrolidonnal bevont, 17 nm atmérdju silica-gyongyokbol

all [Dunkley 2008], eredetileg sejtek és sejtalkotok elvalasztasara kidolgozott modszer volt.

Szonikalas,
1. Tormelék eltivolitisa
L GUmOK ey Giimé extraktum ———> Novényi és bakieridalis fehérjék
Homogenizilis, Tripszines emésztas, LCMS
Tormelék eltavolitisa
Bakteroidokelvalasztisa,
mosas, filtralds,
centrifugilas

2.Rovid tisztitasieljaras 2.

g B :I.:(gr?l_dok —> Kevesebb novényi és 16bb bakteridlis fehérje
(az dsszes éreési allapotban) szonikilis o s
Tormeldk eltivolitisa Tripszines emésztés, LC/MS

3. i Si. i
3. Percoll-gridiensen tisztitis | Percoll-gradiens centrifugalas

Teljesen differencialodott ——> Jobbara bakterialis fehérjek

bakteroidok szontkalas . -
Tormeldk eltivolitisa Tripszines emésztas, LC/MS
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12. abra: Az altalunk hasznalt fehérjetisztitasi eljarasok folyamatabraja
3.3.1 Intakt giimé

Az intakt, azaz tisztitatlan gimd analiziséhez bioldgiai ismétlésenként ~100 mg giimot
szlreteltiink le, ezekhez kvarchomokot adva manudlisan homogenizaltuk a mintat, majd 30 pm
poérust sziron atszirtiik azt. A filtratumokat 300 pL extrahalé pufferben vettiik fel, melyet
kettéosztottunk, a 150 pL-t 500 puL-re egészitettiik ki puffer oldattal a feltaras eldtt. Ugyanezen

eljarasokon estek at eldszor a roviden és a Percoll-gradiensen tisztitott mintak is.
3.3.2 ”Rovid” tisztitasi eljaras

Az intakt giimd-extraktumot 10 pm-es szlirdn atszirtiik (azért, hogy a ndvényi sejtmagok nagy
részEetol megtisztitsuk a mintat), majd a minta bakteroid tartalmat centrifugalassal koncentraltuk
(3800 x g, 5 perc). A ndvényi fehérjék nagy részének eltavolitasa céljabol haromszor mostuk a
mintat 10 mM Tris-HCI pufferben (pH=7.2). A csdben maradt csapadék-frakcio egy része
extrahald pufferben feloldva keriilt ultrahangos feltarasra, a masik része ezt kdvetdéen Percoll-

gradiensen torténd tisztitasi folyamaton esett at a feltaras elott.
3.3.3 Percoll-gradiens centrifugalas

A teljesen differencialodott bakteroidokat ebbdl a bakteroid-keverékbdl izolaltuk 70% (v/v)
Percoll-gradiens centrifugalassal (48000 x g, 45 perc). A nitrogén-fixald bakteroidokat tartalmazo
réteg egy kiilonallo felso fazisként jelenik meg a centrifugalas utan. Ezt a fazist 6sszegyjtottiik,
majd tizszeres térfogatra higitottuk extrakcios pufferrel, ezutan 5000 x g fordulaton 20 percig
centrifugaltuk a bakteroidokat. A kiilonvalo bakteroid frakciot egy utolsd mosast kovetden 500
puL 10 mM-os Tris-HCI pufferben (pH=7.2) vettiik fel, majd a megfelelé mennyiségli mintaban

1év6 sejteket ultrahangos szonikalassal feltartuk.

3.4 Bakteroidok feltarasa ultrahangos szonikalassal

Az ultrahangos bakteroid-feltarast a Szegedi Tudomanyegyetem Biotechnoldgiai Tanszékén
[Bandelin Sonopuls ultrahangos homogenizator (Berlin, Germany) HD3100] valamint a Szegedi

Bioldgiai Kutatokdzpont Biokémia Intézetében végeztiik [Branson Sonifier (Fiscer Scientific].
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Az 500 pL mennyiségli, jégben tartott mintat ciklikusan ultrahangoztuk, hogy a sejtek tulzott
felmelegedését elkeriiljiik. A Bandelin késziilék hasznalata esetén 15 masodperces ultrahangozast
20 masodperces sziinet kovetett, Osszesen 15 cikluson keresztiil (nettd6 3.75 percig), mig a
Branson késziilékkel mas paraméterekkel, de szintén kozel nettd 4 percig ultrahangoztuk a
bakteroidokat. A megfeleld feltarast kovetden a minta opalossa valt. A feltart mintaban 1évo
maradék ndvényi anyagok és oldhatatlan komponensek eltavolitasat centrifugalassal végeztiik
(16000 x g, 10 perc). A feltdart mintdkbol minden esetben fehérjemérést végeztiink, a
fehérjetartalmat harom egymast kovetdé mérés atlagabol hataroztuk meg (NanoDrop1000, 280 nm

hullamhossz).

3.5 A mintaban Iévo fehérjék C18 toltetii oszlopon vald, hidrofobicitas szerinti elvalasztasa

A mintaban talalhato NCR-peptidek disitasara a C18-as forditott fazisu tdlteten valo,
hidrofobicitas szerinti elvalasztassal dolgoztunk. A forditott fazisu frakcionalas (C18 oszlopon)
soran az altalunk keresett peptidek relative hidrofob természetét hasznaltuk ki. Bizonyos
mértékig méret szerint is frakcionaltunk forditott fazison, mert a nagyobb fehérjék jelentds része
fennragadt a C18-as oszlopon. A C18 szeparalashoz is az elézetes fehérjemérés alapjan szamitott
50 pg fehérjébdl indultunk ki. A kiindulasi mintat 150 pL-re higitottuk HPLC-vizzel és 10%
TFA-tartalmu vizzel olyan ardnyban, hogy a TFA végkoncentracioja 1% legyen. A C18-tdltetl
hegyeket el6szor 0.1% TFA/50% ACN-oldattal nedvesitettiik (5-szor 200 uL), majd az
ekvilibralas utan (0.1% TFA/ H20, 5-szor 200 pL) felkotottiik a mintat a C18-tolteti hegyre.
0.1% TFA-val megsavanyitott 72% -os ACN-tartalmu oldattal elualtuk a komponenseket [Gruber
et al 2008].

3.6 Oldatban emésztés

Az NCR-peptidek azonositdsdra szolgald kisérleteinkben a mintdkat oldatban, esetenként 1D-
SDS-PAGE gél formajaban kaptuk meg. Oldatban emésztés esetén az oldatokbol eldzetes
fehérjemérés alapjan 50 pg fehérjetartalomnak megfeleld mennyiségekkel dolgoztunk, elsd

1épésként teljesen beszaritottuk a mintdkat. A szaraz minta fehérjetartalmat 20 pL. 6M guanidin
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hidroklorid-oldatban felvéve és 80 °C-on 5 percig inkubalva denaturaltuk, ezt kdvetéen 100 mM
TCEP oldat hozzaadasaval (végkoncentracio 5 mM, 56 °C, 30 perc) redukaltuk, majd 100 mM
IAM hozzaadasaval alkileztiik (szobahomérséklet, sotét, 30 perc). A mintat ezek utan 50 mM
ABC-pufferrel (pH=8.5) higitottuk (kaotréop koncentraci6 ~0.75 M), majd 1% tripszin
hozzéaadasaval 37 °C-on 4 6ran keresztiil inkubaltuk. Az emésztés leallitaisa TFA hozzaadasaval
tortént (végsd pH= 3). A mintakat CI18-tolti oszlopon (OMIX C18) tisztitottuk, majd az
eluatumot tokéletesen beszaritottuk. Beszaritas utan a mintat 15 pL 0.1% FA/ H,O (HPLC A’
oldoszer) oldatban vettiik fel és higitast kovetéen LC-MS/MS-analizisnek vetettiik ala.

3.7 Coomassie Brilliant Blue 1D SDS-PAGE gél mintak emésztése protokoll

A mintato]l fiiggéen a kivagott gélsavokat vagy megfelelo darabokra vagva a teljes gél-csikot
emésztettilk. A teljes csik emésztésekor azt a benne 1évé diszkrét savoktol fiiggetleniil vagy
célzottan a gélben latszd6 savokra koncentralva daraboltuk, majd a normal gélben emésztés
protokoll szerint tripszinnel emésztettiik. A tripszines emésztés elso 1épéseként a gélcsikokat kis
darabkdkra vagtuk, majd hdromszor mostuk J&ket 25 mM ABC/50% ACN oldattal.
Redukalalasként 10 mM-os DTT oldatban 56 °C-on fél o6rat inkubaltuk a mintakat, majd ezt
kovetden 55 mM-os [AM-oldattal alkileztiik a kitekert fehérjéket, igy blokkolva a szabad SH-
csoportokat (RT, 30 perc, sotétben). Ujabb mosasi 1épéseket (25 mM ABC/50% ACN) kovetden
a géleket beszaritjuk, majd a fehérjemennyiséghez megfeleld koncentracioban tripszin-oldatot
(25 mM ABC-pufferen) tettiink a gélekre. Rovid rehidratalast kdvetden a tripszin-oldat feleslegét
eltavolitottuk, a gélekre 25 mM ABC-puffert pipettaztunk és 37 °C-on 4 o6ran keresztiil
inkubaltuk. Ezt kovetden a megemésztett fehérjéket mar peptidekként extrahaltuk ki a gélekbol.
Ehhez 50 pL 50% ACN/ 1% FA oldattal 20 percig razattuk a géleket, majd rovid ultrahangos
szonikalast kdvetden ezt az oldatot leszivtuk a gélek tetejérdl és egy metanollal atoblitett csoben
(Eppendorf) gytjtottiik. Haromszor végeztik el az extrahalast, az Osszegyljtott extraktumot
vakuum-centrifugdban tokéletesen beszaritottuk, beszaritott mintdkat a festés erdssége alapjan
feltételezett fehérjemennyiség szerinti térfogati 0.1% FA/ ULC-MS H,O-ben vettiik fel, majd

analizaltuk.
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Az NCR247-peptiddel kolcsonhaté bakterialis fehérjék azonositasakor egyes kisérletekben a
gélben elvalasztott fehérjék festéséhez eziist-nitratot hasznaltak (az eziist-festés a legérzékenyebb
modszer a fehérjék gélen beliili festésére, mellyel akar 0.5 ng fehérjét tartalmazo savok is
kimutathatok), ilyenkor az emésztési protokoll elsé Iépéseként a gelekbdl Destainer-kit
(Invitrogen) hozzaadasaval el kell tavolitani azt az eziistot, amely a fehérjével reagalt, és gatolna

a fehérje kinyerését a gélbdl [Shevchenko 2007].

3.8 C-terminalisan jelolt NCR247 peptiddel végzett Strepll- vagy FLAG-tag affinitas-

kromatografia

A peptid lehetséges intracellularis fehérjepartnereinek, azaz sejten beliili célfehérjéinek
azonositasa érdekében az NCR247 szekvencidjat a szintézis folyaman megjeldltik egy 8
aminosav hosszii Strepll{( WSHPQFEK-szekvencia) vagy FLAG-(DYKDDDDK-szekvencia)
taggel a C-terminalis végen, melyek segitségével Strep-Tactin vagy FLAG-affinitas oszlopon az
NCR a lehetséges interakcids partnerével egyiitt konnyebben ,kifoghat6”. A szintézisek >95%

tisztasaggal, az elfogadott ,,solid phase peptide synthesis” szerint torténtek [ProteoGenix].

A kalium-foszfat pufferben 1év6 S. meliloti baktérium mintat (OD600=2) vagy giimokbdl izolalt
bakteroidokat NCR247-Strepll vagy NCR247-FLAG-gel kezeltiik (3 pM végkoncentracidéban, 2
oran keresztiil), majd a 0.5 mL tisztitott sejt-extraktumot 200 pL Strep-Tactin vagy FLAG-
affinitas oszlopon (M2 agaroz) tisztitottuk (1 ora, 20°C). Az oszlopokat ezutan nyolcszor mostuk,
majd a hozzakotodott fehérjéket 2.5 mM destionbiotinnal vagy 200 uM FLAG peptiddel elualtuk.
Az atfolyd, a moso és eluatum frakciokat 10%-os (w/v) vagy 4-12%-os (w/v) gradiens SDS

poliakrilamid-gélen valasztottuk el, majd a kapott fehérjesavokat eziist festéssel tettiik lathatova.
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3.9 Fehérjeazonositas (késziilékek, azonositaskor hasznalt paraméterek) kisérletek szerint
3.9.1 NCR-peptidek azonositasa M. truncatula vad tipust (A17) giimékbol
3.9.1.1 LC-MS/MS analizis

Az emésztési elegyek frakciondlasat egy nanoAQUITY UPLC rendszerrel (Waters) végeztiik, €s
egy LTQ-Orbitrap Elite tomegspektrométer szolgalt detektorként (Thermo Scientific). A
sotalanitas utan beszaritott és 15 uL 0.1% FA/ULC-MS H,0O-oldatban felvett mintdkbol 5 pL-t
négyszeres mennyiségre higitottunk, melybdl 5 pL-t injektaltunk egy LC-MS analizisre.

A mintakat trap-oszlopra injektaltuk (Symmetry, C18, 5 um (szemcseméret), 180 pm (belso
atmérd) x 20 mm (oszlop hossza)) 10 uL /perc aramlasi sebességet hasznalva (3 perc, 0.1%
FA/H;0), majd egy AQUITY UPLC BEH C18 oszlopon (1.7 um, 75 pm x 200 mm) 400 nL/perc
aramlasi sebességgel elvalasztottuk (100 perces linearis gradiens, 0-40% 0.1% FA/ acetonitril).
Az Orbitrapben mért tomegspektrumbol a 10 legintenzivebb, tobbszorosen toltdtt iont
valasztottuk ki ioncsapdas fragmentaciora, a fragmenseket az ioncsapddban mértik (35%
normalizalt iitkdzési energiaval, 10 milliszekundum aktivacios id6, AGC értékek: 10° Orbitrapre
és 10* ioncsapdara vonatkoztatva); 30 masodperces dinamikus kizaras beallitasaval igyekeztiink a
minta minél tobb komponensér6l MS/MS-spektrumot felvenni. A kromatografias idot 120

percben hataroztuk meg, az 5000-nél kisebb intenzitast ionokkal nem foglalkoztunk.

Minden emésztményt egyszer analizaltunk, ez alol az intakt giimd-mintdk voltak kivételek,

melyekbdl egymast kdvetd harom technikai ismétlés tortént.
3.9.1.2. Adatbazis lekeresés

Miutan a kapott peptidkeverékeket LC-MS/MS-sel analizaltuk, a nyers adatokbol PAVA
30sep2010 vagy Proteome Discoverer 1.4 programmal készitettiink cstcslistakat. A csucslista-
general6 programokkal az eredeti raw file-okbol az adatbazis keresd programok altal hasznalhato
text file-okat készitlink. Az adatbézis-lekereséshez Mascot programot és ProteinProspector
(v.5.10.10) programot hasznaltuk, két fehérje-adatbazisban keresve parhuzamosan: Uniprot
adatbazisban (UniProtKB.2013.6.17), illetve a sajat adatbazisunkban, mely az alabbi fehérjéket
tartalmazta: M. truncatula szimbiotikus génekrdl forditott fehérje-szekvenciak (934 fehérje

bejegyzés a kovetkezokbol kombinalva: UniProt adatbazis, M. truncatula 3.5 és 4.0vl genome
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assembly, M. truncatula Gene Index Release 11.). Az azonositasok megbizhatosaganak tovabbi
novelése érdekében minden valds szekvencia mellett annak randomizalt valtozata is megtalalhato
volt az adatbazisban. A keresés feltételeit fajokra is korlatoztuk, M. truncatula, S. meliloti és S.
medicae fehérjékre (110572/36042779 fehérje). A prekurzor-ion mérési pontossagat 10 ppm-en
beliil, a fragmens ionok tomegpontossagat 0.6 Da hataron beliil tekintettiik elfogadhatonak.
Féltriptikus hasitast és legfeljebb két kihagyott hasitohelyet engedélyeztiink a lekeresés folyaman
azért, mert a keresett kis méreti NCR-ek szekvencidja sok esetben nem tartalmaz vagy nem
megfeleld mennyiségben tartalmaz lizin €s arginin aminosavakat ahhoz, hogy jol detektalhato
triptikus peptideket kapjunk az emésztés eredményeként. A fehérjék fix modositdsaként a
ciszteinek karbamidometilezését (Carbamidomethyl (C), lehetséges modositasokként a fehérjék
N-terminalisanak acetilalodasat (Acetyl (N-term)), a metionin oxidacidjat (Oxidation (M)) €s a
triptikus peptidek N-terminalis végén 1évé glutamin gylrivé zarodasat (Gln->pyro-Glu (N-term
Q)) vettiik figyelembe. Az FDR minden mintanal 1% alatt volt.

Elfogadasi kritériumok a kdvetkezok voltak (Protein Prospector): minimum peptid score: 15,

minimum protein score: 20; maximum peptid E-value: 0.1, maximum protein E-value: 0.01.
3.9.1.3 Peptidszintli 6sszehasonlitas, fitXIC program, referencia-lista

Annak érdekében, hogy a kiillonb6z6 preparacios eljarasokkal kapott fehérjetalalatokat
peptidszinten 6ssze tudjuk hasonlitani egy referencia-listat készitettiink az adatfile-ok dsszegzett
eredményeibdl tigy, hogy minden NCR-peptid esetén csak a legjobb CID adatokat listaztuk a
prekurzor ionok m/z értékével és a retencios idokkel egyiitt. Ez a jel-intenzitasok, azaz a cstics
alatti teriiletek alapjan kvantital. A centroidalt MS-adatokat PAV A program segitségével nyertiik
anyers (raw) adatokbol, fitXIC program segitségével Osszevetettiik ezeket az elkészitett
referencia listaval [Guan 2011]. A program az alabbi adatok alapjan végzi az Osszevetést: a
megtalalt peptid retencios ideje (RT), a cstcs alatti teriilet nagysaga (Area), a prekurzor ion
intenzitasa (csiics magassaga, intenzitas), a csucs szélessége (delta(t)) és egy mérészam az
azonositas megbizhatdsagarol, mely 0 és 1 kozé eshet, de 0.6 alatt 0-t ad, azaz azt nem
megbizhat6 azonositasnak tekintettiik. A prekurzor tdmegek eltéréseit 10 ppm pontossaggal

fogadtuk el, mig a maximalis retencids id6 differenciat 2 percben szabtuk meg.
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3.9.2. Medicago truncatula A17 vad és 6V mutans protedém Osszehasonlitasa

A kisérlet soran M. truncatula A17 vad-tipusi és 6V mutans novényeket fertéztiink meg S.
medicae (WSM419) endoszimbionta baktériummal, majd a fertézéstél szamitott 15. napon
nleszlreteltiik” a gyokéren kifejlodott giimoket. A vizsgalatokat 3 parhuzamos bioldgiai mintan
végeztik, melyek kiilonb6zé idépontokban, de tokéletesen megegyezd paraméterek kozott
ndvesztett és fertdzott novényeken fejlodo giimo-mintakat jelentenek. A glimdk fehérjetartalmat a
,fovid” tisztitasi eljarassal nyertiik ki, majd a kordbban bemutatott modon feltartuk a mintainkat.
Minden bioldgiai mintabol harom technikai ismétlés is késziilt, tehat mind a vad, mind a mutans
novény gyokérglimdibdl feltart fehérje-komplex 9-szer lett analizdlva oldatban emésztést
kovetden, emellett a masodik biologiai ismétlésb6l CBB-festett SDS-PAGE gél futtatasa is
tortént, melynek eredményeit az oldatban emésztés eredményeivel egyiitt targyaljuk. A
kiilonbozo tisztitasi eljarasokat ultrahangos szonikalassal torténd feltaras kovette, majd oldatban
vagy gélfuttatast kovetden gélben emésztési eljarassal a minta fehérjetartalmat triptikus

peptidekre bontottuk.

3.9.2.1 LC-MS-MS analizis

A feltaras utani fehérjetartalom-mérés segitségével 50 pg fehérjemennyiségbol indultunk ki az
oldatban emésztéskor, mig a gél minta esetén a teljes gélcsikot 12 darabra vagtuk, ezeket
egyenként emésztettiik (a 3.7 fejezetben leirtak szerint), a csucslistakat ezutan egyesitettiik és egy
adatsorként kezelve elemeztiik. A mintadkbo6l minden esetben hdrom egymast kovetd mérés tortént
a 3.9.1.1. fejezetben ismertetett paraméterekkel. Az adatbazis-lekeresést a 3.9.1.2 fejezetben leirt
paraméterek szerint végeztiik azzal az eltéréssel, hogy a prekurzor-ion mérési pontossagat 5 ppm-

re sziikitettiik.
3.9.2.2 Relativ kvantitativ analizis spektrumszamlalassal

Vad tipusi és a 6V mutans ndvény giimdibdl izolalt fehérjéket Osszehasonlitd tablazatok
formajaban mutatjuk be. A fehérjetalalatok eredményeit a spektrumszamlaldas modszerével
szikitettiik: azon fehérjék, melyek mindkét glimétipusban megtaldlhatdak voltak, €s normalas,
valamint a spektrumszamlalas modszerének (adott fehérjére esé azonositott spektrumok szama
(peptide count) és a mintdbol azonositott 0Ossz-spektrumszam (szumma peptide count)

hanyadosok mintak kozotti 6sszehasonlitasa) alkalmazasa utan a vad -tipusi mintaban legalabb
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50%-kal akkora mennyiséglinek mutatkoztak, mint a mutans genotipusu giimokben, azok
mennyiségét az adott giimotipusra szignifikdnsan jelentOsebbnek értékeltiik. Ugyanezen
gondolatmenet alapjan szignifikdnsan jelentdsebbnek értékeltiik a mutdns giimOben azokat a

fehérjéket, amelyek ebben a mintdban mutatkoztak kétszer akkora mennyiségiinek.
3.9.3 NCR247 lehetséges kolcsonhatd fehérjepartnereinek azonositasa tdmegspektrometriaval
3.9.3.1. Mintaelbkészités, emésztés, analizis, adatbazis lekeresés

GUS-festés: célzottan az NCR247 fehérje génjének kifejez6désének nyomon kovetésére szolgalo
szemi-kvantitativ  eljarast végeztiink (B-glukuroniddaz aktivitdson alapuld hisztokémiai

enzimfestés).

Az NCR247 lehetséges kolcsonhatd partnereinek azonositisa minden esetben a 3.8 fejezetben
mar ismertetett moédon, C-terminalisan jelolt peptiddel tortént. Az NCR247 lehetséges bakterialis
kolcsonhatd partnereinek azonositasa 1D-SDS-PAGE gél mintdkbol, bakteroid-eredetii
fehérjepartnerek azonositdsa oldatban 1évé mintdkbol, oldatban emésztést kdvetden tortént. A
kolcsonhato fehérjék azonositasat nyolc kisérleten keresztiil végeztiik, hét kisérletben izolalt S.
meliloti baktérium mintaval, egy esetben S. meliloti differencialt bakteroid mintaval dolgoztunk.
Az els és az utolso baktérium-minta analizise kozott négy év telt el, ez érzékelhetd is ebben a
fejezetben, amikor ismertetjiik a haszndlt késziilékeket, a csucslista-generald és lekeresd
szoftvereket ¢és a hasznalt adatbdzisokat. Szekvencidk Osszehasonlitdisthoz a BLAST

homoldégiakeresést hasznaltuk [Altschul 1990].
3.9.3.2. Anyagok és modszerek ismertetése kisérletenként

1. kisérlet: NCR247 lehetséges kolcsonhatd partnereinek azonositasa S. meliloti baktériumbol

(eziist-festés, 1D-gél)

A gélsavokat szintelenités utdn a szokdsos moddon (http://ms-facility.ucsf.edu/ingel.html)
tripszinnel emésztettiik redukalas €s alkilezés utan 18 oran at. A triptikus peptidelegyeket Bruker
MALDI-TOF tomegspektrométerrel, DHB matrixban megmértiik, ezen kiviil LC-MS/MS
analizisnek vetettiik ala Thermo LCQ-Fleet ioncsapda késziilékkel. A Thermo ioncsapda adatokat
a Mascot Distiller 2.1.1.0 szoftverrel dolgoztuk fel, majd on-line kerestiik le az NCBInr
20080718 (6833826 szekvencia) adatbazisban és in-house a sajat S. meliloti (6218 szekvencia)
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adatbazisban a Mascot/MatrixScience programcsomaggal. 0,6 Da pontossagot hasznaltunk a
prekurzorra €s 1 Da pontossagot a fragmens ionokra és 2 kihagyott triptikus hasitohelyet

engedélyeztiink.

2. kisérlet: NCR247 lehetséges kolcsonhatd partnereinek azonositdsa S. meliloti baktériumbol

(eziist-festés, 1D-gél)

A gélsavok tripszines emésztését az eldzo kisérletnél leirt moédon, de 5 6ran keresztiil végeztiik,

majd ezutan az eldzdleg ismertetett paraméterekkel analizaltuk a mintat.

3. kisérlet: NCR247 lehetséges kolcsonhatd partnereinek azonositdsa S. meliloti baktériumbol
(eziist-festés, 1D-gél)

A gélsavok tripszines emésztését az eldzo kisérletnél leirt moédon, de 4 6ran keresztiil végeztiik,
majd ezutan Thermo LCQ-Fleet ioncsapda késziilékkel, ugyanazokkal a paraméterekkel

analizaltuk a mintat.

4. kisérlet: NCR247 lehetséges kolcsonhatd partnereinek azonositdsa S. meliloti baktériumbol

(eziist-festés, 1D-gél)

A gélsavok tripszines emésztését az el6z6 kisérletnél leirt médon, 4 oran keresztiil végeztiik,
majd ezutan Thermo LCQ-Fleet ioncsapda késziilékkel, ugyanazokkal a paraméterekkel
analizaltuk a mintat. Az adatokat a Mascot Distiller 2.1.1.0 szoftverrel dolgoztuk fel, majd on-
line kerestiik le (www.matrixscience.com) a teljes NCBInr 20091202 adatbazisban (10107245
szekvencia), illetve in-house a sajat adatbazisban (S. meliloti, M. truncatula fehérjéket és NCR-
peptideket tartalmaz, 6218 szekvencia). 0,6 Da pontossadgot hasznaltunk a prekurzorra és 1 Da

pontossagot a fragmens ionokra, 2 kihagyott triptikus hasitohelyet engedélyeztiink.

5. kisérlet: NCR247 lehetséges kolcsonhatd partnereinek azonositasa S. meliloti baktériumbol

(eziist-festés, 1D-gél)

A gélsavokat szintelenités utdn a szokdsos moddon, redukalas és alkilezés utan tripszinnel
emésztettilk 4 oran at. A triptikus peptidelegyeket LC-MS/MS analizisnek vetettiik ala Thermo
LCQ-Fleet ioncsapda késziilékkel. Az adatok feldolgozasat és az adatbazis-lekeresést a 4.

kisérletben leirtak szerint végeztik.
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6. kisérlet: NCR247 lehetséges kolcsonhatod partnereinek azonositasa S. meliloti baktériumbol

(eziist-festés, 1D-gél)

C-terminalisan jelolt NCR247 kolcsonhato partneit kerestiik affinitas kromatografias modszerrel
S. meliloti baktériumban az aspecifikus kolcsonhatok kizarasaval. Erre a Strep-NCR247 két

valtozatat hasznaltuk:
1.,,A”-valtozat: Strep-taggel ellatott NCR 247 kevert szekvenciakkal (a ciszteinek is keverve)

2. ,,B”-valtozat: Strep-taggel ellatott 247-es fix ciszteinnel, de a tobbi aminosav sorrendje

Jsszekeverve.

Elézetes eredmények alapjan tudtuk, hogy a kevert aminosav-sorrend ellenére a peptid atjut a

membranon, és toxicitasa is megmarad.

A baktérium fehérjéit és az NCR247 strep-pelt ,,A”-valtozatat 0sszeraktuk, majd az oszlopon
ateresztettilk, az NCR-,,A” lehetséges kolcsonhato fehérjéi felkotottek az oszlopra. Az atfolyo
elegyet Osszekevertilk a normal Strep-NCR247-tel, egy ujabb oszlopon atfolyattuk, a normal
NCR247-tel kolesonhatd partnereket ismét kifogtuk. Ugyanezt a kisérletet elvégeztiik a fix
helyzetl ciszteineket tartalmaz6 NCR247-tel is. A masodik oszloprol elualt mintat megfuttattuk
sajat készitésu, illetve gyari gélen is. Mind a négy esetben 1 erds fehérjesav volt azonosithaté a

gélen, ezt analizaltuk LC-MS/MS-sel.

A gélesikokat szintelenités, redukalds és alkilezés utan tripszinnel emésztettiink 4 6ran at. Az
emésztményeket LC-MS/MS analizisnek vetettiik alda Thermo LCQ-Fleet ioncsapda késziilékkel.
Az adatokat a Mascot Distiller (v2.1.1.0) szoftverrel dolgoztuk fel, majd a sajat Mascot (v2.2.04)
szerveren kerestilk le a teljes NCBInr 110610 adatbazisban (14324397 szekvencia), csak
Proteobaktéria-csoportra (1338715 szekvencia). 0,6 Da pontossagot hasznaltunk a prekurzorra és
1 Da pontossagot a fragmens ionokra, két kihagyott hasitohelyet engedélyezve. A
szignifikanciahatart a csak proteobaktéria szekvencidkra valo lekeresés alapjan a 47-es

pontszamnal hiiztuk meg.

7. kisérlet: NCR247 lehetséges kolcsonhatd partnereinek azonositasa S. meliloti baktériumbol
(eziist-festés, 1D-gél)
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A gélesikokat szintelenités, redukalds és alkilezés utan tripszinnel emésztettiink 4 6ran at. Az
emésztményeket LC-MS/MS analizisnek vetettiik alda Thermo LCQ-Fleet ioncsapda késziilékkel.
Az adatokat a Mascot Distiller (v2.1.1.0) szoftverrel dolgoztuk fel, majd a sajat Mascot (v2.2.04)
szerveren kerestiik le a teljes Swissprot adatbazisban (Sprot 20110502, 528048 szekvencia),
illetve a sajat adatbazisban, ami (SM1021 _MT NCR MT NCR, 22623 szekvencia). 0,6 Da
pontossagot hasznaltunk a prekurzor ionra és 1 Da pontossdgot a fragmens ionokra. A

szignifikanciahatart a sajat adatbazisban valo lekeresés alapjan a 29-es pontszamnal huztuk meg.

8. Kkisérlet: NCR247 lehetséges kolcsonhatd partnereinek azonositasa S. meliloti bakteroid
mintabodl (oldat)

Strep-taggel ellatott NCR247 egyiitthatd partnereinek keresése, A17 M. truncatula és S. meliloti
(Sm1021) szimbidzisabol létrejott glimobol szarmazd bakteroid extraktumbdl. Az ellcios
pufferben feltart bakteroid extraktum pull-down kisérlet utani mennyisége 250 uL volt,
fehérjetartalma 0.25 pg/ pL. 10 pg Osszfehérjét tartalmazod oldatot beszaritottuk, majd
denaturalds, redukalas ¢és alkilezés utdn Promega oldallanc-védett tripszinnel oldatban
emésztettiik. A lehetséges kolcsonhatd partnereket tartalmazo bakteroid-mintabdl szarmazo
triptikus peptid-elegy LC-MS/MS analizise Thermo Orbitrap Elite tomegspektrométerrel tortént
(Thermo Fischer Scientific), az adatokbo6l Pava 30sep2010 programmal készitett csucslistakat a
ProteinProspector BatchTag Web adatbazis keres6 programmal (v 5.3.0.) analizaltuk. Az
adatokat a ProteinProspector teljes adatbazisban €s a sajat adatbazisunkban kerestiik le, ami S.
meliloti, M. truncatula fehérjéket és NCR-peptideket tartalmazott (190155 fehérje). 0,6 Da
pontossagot hasznaltunk a prekurzorra €¢s 1 Da pontossagot a fragmens ionokra, 2 kihagyott
triptikus hasitohelyet engedélyezve. Elfogaddsi paraméterek: Minimum protein score: 20,

minimum peptid score: 15, maximum E value protein: 0.01, peptid: 0.05.
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4. Eredmények és diszkusszio
4.1. Elézetes szeparalasra iranyulo kisérlet

A legnagyobb kezdeti kihivast az jelentette, hogy nem tudtuk, hogy az NCR peptidek milyen
mennyiségben lehetnek jelen a bakteroidokban. Azaz nemcsak azzal a problémaval kellett
megkiizdeniink, hogy olyan relative kicsi polipeptidekre vadaszunk, amelyek talan csak 1-2
detektalhat6 triptikus peptidet (MH™ ~800-2500 Da) produkalnak (komplex fehérje elegyeket
rendszerint triptikus emésztmények analizisével vizsgalunk), hanem fé16 volt, hogy a bakterialis

fehérje ,hattér” mellett ezeket a ndovényi eredetli komponenseket nem is fogjuk tudni detektalni.

A mintaban talalhat6d, szamunkra fontos NCR peptidek két jellemz6 tulajdonsaga a kis méret és a
relative magas cisztein-tartalom, ezért eleinte ezekre a jellemzokre fokuszalva probaltuk a
komplex mintabdl izolalni Oket. Szintetikus NCR-peptidekkel végzett elokisérleteink soran
probalkoztunk N-acetil-DL-homocisztein-2-piridil-diszulfid és bromecetsav-2-klortritil észter
gyantakkal dusitani a ciszetin-tartalmu peptideket a mintaban, de ezek nem valtottdk be a
hozzafizott reményeket. RoOvid tisztitdssal kinyert bakteroid mintakkal végeztik tovabbi
elokisérleteinket. A tomegspektrometriardl szold fejezetben mar emlitettiik a Cys-specifikus,
kvantitativ Osszehasonlitasra is alkalmas ICAT-modszert [Gygi 1999], de kisérleteink
eredményeire alapozva ezt is elvetettiik, ugyanis vagy emésztés elott kellett volna halaszni (és
akkor sok fehérjét kifogtunk volna, sok hattér peptiddel), vagy pedig emésztés utan, de akkor
csak a Cys-tartalmu darabokat kaptuk volna meg, ezen kiviil céljainkhoz nem talaltuk elég
érzékenynek, nem csokkenti eléggé a novényi és bakterialis fehérje hatteret és ez egy
meglehetésen draga modszer, ezért elvetettikk. Relative kis polipeptidjeink méret szerinti
szeparalasara kezdetben kiilonb6z6é molaris tomegnél elvalasztd membranokkal (Amicon Ultra
centrifugal filters, Millipore) kisérleteztiink. Az eredmények azt mutattdk, hogy ezzel a
modszerrel sikeriilt ugyan csokkenteni a minta komplexitdsat, de mindekdzben az NCR

peptidjeinket is elveszitettiik.

Ezt kovetéen tigy dontdttiink, hogy a forditott fazisu (C18) oszlopon valo elvalasztassal
probalkozunk. Hipotézisiink az volt, hogy a nagyobb fehérjék talan irreverzibilisen kikdtnek a
C18-lancokkal ellatott oszlopon, a kisebb fehérjéket azonban az oszlop atengedi. Ezért a

mintaban talalhato NCR peptidek dusitaisara OMIC C18 toltetli pipetta-hegyeket hasznaltunk.
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Kontroll kisérletként ugyanezen mintakbol szeparalas nélkiili (teljes minta) emésztés, majd
teljes minta esetén is ugyanannyi fehérjemennyiséget (50 png) hasznaltunk analizisre. A C18-as
elvalasztast kovetd 1épések mindkét mintanal tokéletesen megegyeztek: a diszulfid-hidakat
redukaltuk, a szabad szulthidrileket alkileztiik és végiil tripszinnel emésztettiikk a mintakat. A
C18-as elvalasztas kovetkeztében fellépd fehérje-koncentracio csokkenést ugy igyekeztiink
kompenzalni, hogy fele annyit injektaltunk a ,,teljes” emésztménybdl az LC-MS/MS-analizisre.
A kisérletet egy biologiai minta egymast kdvetd harom technikai ismétlésével végeztiik el. A
C18-on frakcionalt és a teljes minta eredményeit 6sszehasonlitva arra voltunk kivancsiak, hogy
az eldzetes elvalasztassal vagy a teljes minta analizisével detektalhatunk-e tobb NCR peptidet. A
kisérletekben a 10 kDa alatti polipeptideket egyetlen azonositott és manualisan ellendrzott peptid-
talalattal is elfogadtuk, mig az ennél nagyobb méretiieket minimum 2 szignifikans peptiddel
tekintettiik elfogadhatonak. Az 6sszehasonlitds eredményeként azt lattuk, hogy kb. 15%-al tobb
fehérjét detektaltunk a teljes emésztményben, de kb. 30%-al tobb NCR peptidet (13. dbra).

Teljes azonositott fehérjelista Csak NCR peptidek szama

13. abra: Teljes és C18-oszlopon frakcionalt mintak fehérje-talalatainak 6sszehasonlitasa

Ennek alapjan ugy dontottiink, hogy a tovabbiakban frakcionalatlan bakteroid-lizatummal
dolgozunk.

4.2. Intakt és tisztitott giimék fehérjetartalmanak LC-MS/MS analizise, NCR peptidek

azonositasa
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Kisérleteink soran S. medicae (WSM419) baktériummal fert6zott M. truncatula Al7 gimo-
mintakat vizsgaltunk. Haromféle biologiai minta analizisét ismertetjiik itt. A teljes gimo
nyilvanvaldan tartalmazza az Osszes jelenlévé NCR peptidet, de hatalmas ndvényi és bakterialis
hattérrel. A rovid tisztitas egy a differencialédas minden fokat felvonultato elegyet ad, a Percoll-
gradiens centrifugalason végzett tisztitds pedig a teljesen atalakult bakteroidokhoz vezet. A
giimOkbdl két fliggetlen mintat vizsgaltunk, de technikai ismétlésekkel; a bakteroid keverékekbdl
harmat-harmat, technikai ismétlés nélkiil. Az emésztési elegyeket csupan on-line frakcionaltuk. A
bakteroid mintdk NCR tartalmat Osszehasonlitottuk nemcsak az MS/MS alapi azonositast
figyelembe véve, hanem a pontos tdmeget és retencios idét kihasznalva megkerestiik a megfeleld
molekula-ionokat akkor is, ha azokbol nem késziilt CID spektrum. Ezt a megkdzelitést azért
valasztottuk, mert kémiai vagy izotopos jelolés nélkiil igy lehet megbizonyosodni bizonyos
komponensek jelenlétérdl vagy hianyardl anélkiil, hogy elére elhatdroznank, mely komponensek

érdekelnek benniinket.
4.2.1. Eredmények

A két intakt giimdé mintdbol a technikai ismétlésekkel Osszesen kozel 300 fehérjét tudtunk
azonositani, ezeknek tobb mint a fele ndvényi eredetii volt, 109 fehérje szarmazott a

baktériumbdl, a novényi fehérjék koziil 45 volt NCR peptid (Fliggelék 2. és 3. tablazat).

A rovid tisztitasi eljaras utan kapott mintakbol, a harom fliggetlen biologiai mintat egyiittvéve, az
azonositott fehérjék szdma megkozelitette a 600-at, ennek 2/3-a bakterialis fehérje volt, a ndvényi
fehérjék koziil 118 volt NCR protein (Fliggelék 4. és 5. tablazat). Az intakt giimébdl szarmazo
NCR-ek mindegyikét azonositottuk a rovid tisztitds utani mintdkbol is, 4 peptidet azonban csak

MS ¢s retencids id6 alapjan talaltunk meg.

A Percoll-gradiensen vald fehérjetisztitds eredményeként az érett, nitrogén-fixalo bakteroidbol, a
harom egymastol fliggetlen minta eredményeit egylitt kezelve 313 bakteridlis fehérjét és 103
ndvényi eredetii fehérjét azonositottunk, ebbol mar 75 volt NCR (Fiiggelék 6. és 7. tablazat).

Mivel a réviden tisztitott mintak a bakteroidok érése szempontjabol ,,vegyesek” voltak, a Percoll-
gradiensen tisztitott mintak viszont csak az érett bakteroidokat tartalmaztak, ezért az
elképzelésiink az volt, hogy a kiillonb6z6 mintakban talalunk olyan egyedi NCR peptideket,

amelyek vagy az atalakulas korai szakaszahoz, vagy inkabb az érett, tejesen transzformalt
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bakteroidokhoz rendelhetdk. Rendelkezésiinkre alltak transzkriptomikai adatok [Sinharoy 2013]
arra vonatkozoan, hogy bizonyos vizsgalt szimbidtikus fehérjék expresszioja a glimoben hogyan
valtozik a giimé érése folyaman (Fiiggelék 1. tablazat). Koztudott azonban, hogy a
génexpresszios adatok és a mintakbol azonositott fehérjék kozott tobb ok miatt sem lehet
egyértelmii parhuzamot vonni, ezért kivancsiak voltunk arra, hogy a koriilbeliil 560 lehetséges
NCR peptid koziil az érés soran mikor €s melyek hatdrozzak meg a szimbidtikus baktérium
differencialodasat. Miutan az automatikus adatgylijtés soran a prekurzor ion kivalasztasa
némiképp esetleges, ezért a két tisztitasi eljardsbol szdrmazd NCR-készlet 6sszehasonlitasakor
nem tamaszkodhattunk kizarolag a CID-alapu azonositasokra, emiatt valasztottuk az MS- ¢és

retencios idd-alapt adat-0sszehasonlitast.

A 3 ,roviden” és a 3 Percoll-gradiensen tisztitott mintakbol Gsszesen 338 kiilonbozd, NCR
peptidet azonositd peptid-szekvenciat detektaltunk. A 6 LC/MS file NCR-tartalmanak
Osszehasonlitasdhoz egy referencia-listat készitettink (3.9.1.3). Az MS-adatokat a fitXIC
program segitségével [Guan 2011] vetettik Ossze az elkészitett referencia listaval (3.9.1.3)
(Fuggelék 9. tablazat). Egy NCR peptidet abban az esetben tekintettiink a preparalasi eljaras
szempontjabol egyedinek, ha legalabb egy triptikus peptidje minimum két ismétlésben
detektalhato volt, és a masik preparalasi eljaras LC-MS kisérleteiben egyszer sem volt detektalva.
Ezen kritériumok alapjan az alabbi 12 NCR peptidet csak a ,,rovid” tisztitasi eljarassal izolalt
bakteroid elegy tartalmazta, mig 5 NCR peptid csupan az érett bakteroid elegyben volt
megfigyelhetd (1. tablazat).

Csak a “rovid” tisztitasi eljaras | NCR010, NCR074, NCR097, NCR122, NCR152, NCR153,
utan azonositott NCR-ek NCR163, NCR167, NCR230, NCR306, NCR428, G7TKA15
Csak a Percoll-gradiensen NCRO005, NCR069, NCR286, NCR362, NCR526

tisztitott mintakbol azonositott

NCR-ek

1. tablazat: A tisztitasi eljarasok alapjan kiilonbségként azonositott NCR peptidek listaja
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Osszességében 138 NCR peptidet tudtunk ezekbdl a kisérletekbdl azonositani (Fiiggelék 8.
tablazat), izoelektromos pontjuk 3.41 és 9.62 kozott mozog, ez alapjan 86 NCR anionos (pl
<6.5), 10 semleges (6.5<pl<7.5) és 42 kationos peptidként kategorizalhato.A bevezetOben mar
emlitettiik, hogy az NCR peptidek egy relative konzervativ N-terminalis szignal-szekvenciaval
rendelkeznek [Alunni et al 2007]. A szignal-szekvencia feladata, hogy a peptidet az
endoplazmatikus retikulumba iranyitsa, ahol a szignalt enzim vagja le a peptidrél. Két kiillonb6zo
programot probaltunk ki, hogy az érett NCR peptidek N-terminalisat, avagy a szignal peptid
pontos hosszat megjosoljuk, a PrediSi [Hiller 2004] and SignalP 4.1 [Petersen 2011]
programokat, és a masodik bizonyult megbizhatobbnak, de 24 esetben a SignalP program sem
tudta az enzimes hasitas helyét megjosolni. Az altalunk azonositott 138 NCR peptid felének
sikeriilt az N-terminalis végét detektalni, néhany peptid esetében teljes szekvencia-lefedettséget
értlink el. 5 esetben nem a program altal megjosolt N-terminalis szekvenciat azonositottuk (14.
abra, Fliggelék 9. tablazat). Az Osszefoglald tablazat tartalmazza az azonositott NCR peptidek

teljes szekvenciajat, melyben kisebb betiimérettel jeleztiik a megjosolt szignal szekvenciat.

NCR154: MVLFFSLLIVVINIDAYRSCKTDDDCPDYLCTSPKIGKCMDNDCYCI
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14. abra. Egy példa, amikor a CID adatok teljes szekvencia lefedettséget biztositottak.

45



4.2.2. Diszkusszid

A Medicago-éltal termelt NCR peptidek az endoszimbiontakba kerlilve esszencialis szerepet
toltenek be azok nitrogénkotd bakteroidokkd torténd atalakuldsdban, hianyukban ez a
differencialédas nem jon létre. Ezt demonstralja az M. truncatula dnfl-1 ndovényi mutans is,
melybdl a szignal-peptidaz komplex giimé-specifikus egysége hianyaban az NCR peptidek benn

maradnak az endoplazmatikus retikulumban, s nem jutnak el a baktériumokba.

A jelen munkank el6tt kevesebb, mint 10 tdmegspektrometriaval azonositott NCR peptid volt
ismert, kérdés volt tehat, hogy mely NCR-kodold gén terméke jelenik meg fehérjeszinten a
giimében ¢s ezek hogyan befolyasoljak a baktérium életfolyamatait. A korabbi kutatasok
valészintlileg azért sem kozoltek NCR peptideket, mert a fehérjék elvalasztasara alkalmazott 1D
SDS-PAGE gélen torténd frakcionalas soran a kisméretii peptidek “elvesztek” [Zhang 2006].
Tobb publikacid is foglalkozik a Medicago-fehérjékkel [Bestel-Corre 2002, Larrainzar 2007,
Rose 2012, Volkening 2012], de jobbara a gyokér fehérjetartalmat vizsgaltak, itt azonban csak
egy, az NCRI122 volt kimutathatd, mely a tobbitdl eltérden bakterialis fertézés nélkiil, a
gyokérben is megtalalhat6. Az NCR peptidek igazi és kizardlagos helye a giimd, tobb szaz NCR
gén expresszalddik a szimbiotikus sejtben, €s a szintetizalt NCR peptidek kiilonb6zé kombinacioi
vezénylik a differencialodas folyamatat, egymas utani fazisait. Ahhoz, hogy egy indeterminalt
giim6 lehetd legteljesebb bakteroid tartalmat vizsgalhassuk olyan moédon kellett a giimobol
kinyerni 6ket, mellyel nemcsak a teljesen differencidlédott, hanem a részleges atalakulason
atesett bakteroidokhoz is hozza juthassunk. Ennek okan alkalmaztuk a Percoll-gradiens

elvalasztas eldtt az altalunk csak ,,rovid”-nek nevezett tisztitasi eljarast.

Vizsgalataink soran 50 pg fehérje triptikus emésztésébol kiindulva off-line francionalas nélkiil, 2
oras gradienssel LC-MS/MS analizisnek vetettiik ald mintainkat. Ugyanazokat a mintakat két
kiilonb6zd preparacios eljarassal és 3 biologiai ismétléssel vizsgaltuk. A rovid tisztitasi eljarasnal
a mérések kozott hetek-honapok teltek el, mig a “Percoll” tisztitott mintdk esetén ugyanakkor
végeztiik az analizist (,,in-parallel”). A “rovid” tisztitott mintak esetén tehat okozhat valamennyi
eltérést a detektalt fehérjék mindségében vagy mennyiségében az is, hogy a minta preparalasa és

az LC-MS mérés nem rovid idon beliil kovették egymast.
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Az izolalatlan giimobdl detektalt fehérjéknek tobb, mint fele ndvényi eredetii volt, ezek kozott 45
NCR peptidet is azonositottunk (ez ~25%-a az azonositott ndvényi fehérjéknek). Az NCR-ek
relative magas aranya azt sugallja, hogy ezek a fehérjék nagy koncentracioban lehetnek jelen a
giimében, ezt alatdmasztja génjeik magas transzkripcidos aktivitasa is. A “rovid” tisztitas
eredményeképp a novényi eredetii fehérjék nagy részét sikeriilt eltiintetni a mintabol, ebbol
kovetkezéen a detektalt NCR-ek szdma tobb mint kétszeresére nétt, és ardnyuk a ndvényi
fehérjek kozott 50%-ra emelkedett. Az azonositott fehérjék nagy része ez esetben mar az
endoszimbiontabol szarmazott. Ezekben a preparatumokban szintén megtalaltuk mindazokat az
NCR peptideket, amelyeket az elvalasztas nélkiili gimémintaban is lattunk. A Percoll gradiensen
torténd tisztitds eredményeként az azonositott ndvényi fehérjék szama tovabb csokkent, €és a
,maradéknak” kozel 75%-a NCR peptid volt, még a legabundansabb giimé-fehérje, a
leghemoglobin is eltlint az elegybdl.

A roviden tisztitott, baktérium-keveréket tartalmazo mintakban talalt egyedi NCR-ek (12 peptid)
jobbara korai expressziot mutatnak, de néhany koziiliikk a késébbi giimé-stadiumra jellemz6. Ettdl
fliggetleniil valosziniileg valamennyi az atalakulas korai szakaszaban jatszik szerepet. A ,,rovid”
tisztitdsra egyedinek talalt NCR-ek koziil annak a hatnak a transzkripcids aktivitasat vizsgaltuk
meg tlizetesebben, amelynek a Fiiggelék 1. tablazataban csak egyféle mért transzkripcios adatat

talaltuk meg. Ezeket az adatokat 9sszefoglalva a 2. tablazat tartalmazza.

NCRID /koraiak? Nod zone2 Nod A17 6dpi Nod 10dpi Nod 14dpi

NCR097 4523 7304 7898 7079
NCR152 3623 8153 922 2374
NCR153 5731 8394 9051 8433
NCR163IMGA | Medtr3g033955.1 6682 10715 5354 5210
NCR167IMGA | Medtr7g027120.1 2140 5455 7430 6159
NCR230 5134 9089 5710 4912

2. tablazat. Csak “rovid” tisztitasbol azonositott NCR peptidek transzkripcids aktivitasa
(Sinharoy).

Ezekre az NCR-ekre azt varnank, hogy a transzkripcids aktivitisuk a giimofejlédés korai
szakaszaban (a leszedett glimék korahoz képest korabbi szakaszaban) magasabb. Ezen peptidek
koziil az NCR152, NCR230 ¢és foképp az NCR163 aktivitdsa mutatja is ezt a korai magasabb
aktivitast, de a tablazatban taldlhatdo tobbi NCR aktivitdisa 6 napos és 14 napos giimében
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nagyjabol azonos szinten marad. Az aktivitds mértékét szinezéssel is jeloltiik: zold-sarga-piros

szin jelzi az alacsony-kozepes-magas aktivitast.

A Percoll-gradiensen tisztitott minta NCR-tartalmdbol o6t volt, amelyek csak erre a
mintaelokészitési elarasra bizonyultak egyedinek. Ebbdl az 6tbél harom esetében volt
transzkripcios aktivitds mérve, ezekbdl az NCRO0O5 eredményeit nem tettem be a tablazatba

(kétszer volt mérve).

NCRID /késébbiek? Nodzone2  Nod A17 6dpi Nod 10dpi Nod 14dpi
NCRO69IMGA | Medtr6g043650.1 7929 8756 5163 4172
NCR362IMGA | Medtr3g028380.1 825 84 240 200

3. tablazat. Csak Percoll-tisztitas utan azonositott NCR peptidek transzkripcids aktivitasa.

A 3. tdblazat azt mutatja, hogy nem azért talalhattuk ezeket az NCR peptideket egyedinek a
Percoll-tisztitas utan, mert késoi fehérjék, hanem ennek mas, valoszinileg a minta
elokészitésébol vagy mérésbol eredd oka lehet (minta komplexitas). Két adat azonban egyaltalan
nem alkalmas messzemend kovetkeztetések levonasara, tovabbi kutatasokra volna sziikség a

kérdés tisztazasara.

A tablazatban szerepld NCR-ek koziil a legtobb olyan, amelyeket transzkripcios adatok alapjan
detektalni kellett mind a korai, mind a késébbi giimdallapotban. Egy ilyen példa az NCR264,
mely 6 napos vad tipusu giimoben nagyon magas szintli transzkripcids aktivitast mutat, de még

14 naposban is igen aktiv (4.A tablazat).

NCRID Nod zone2 Nod A17 6dpi Nod 10dpi Nod 14dpi
NCR264 10150.4 10278.8 2538 5704

4. A tablazat: NCR264 transzkripcids aktivitasa vad tipust giimében mérve.

NCR264 fehérjeszintii megjelenését a kvantitativ adatelemzés soran sikeriilt nyomon kdvetni, és
azt talaltuk, hogy mig a kevert bakteroid-allapotokat tartalmazo mintakbol két peptidjét 2-2
esetben detektaltuk, addig a differencialodott bakteroid mintdkban csak az egyik peptidet és csak

egy esetben azonositottunk a harom biologiai ismétlésbol.
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A 4.B tablazat pedig egy olyan esetre mutat példat, ahol az NCR peptid a gomofejlodés késobbi
szakaszaban mutat magasabb génaktivitast, és ezt a kvantitativ adatok is iagzoljak: egy peptiddel
detektaltuk ezt a fehérjét, eme peptidjét a ,,Rovid” tisztitas utan egy, Percoll-gradiens
centrifugalas utan mindharom bioldgiai mintaban detektaltuk.

NCRID Nod zone2 Nod A17 6dpi Nod 10dpi Nod 14dpi
NCR157 309.985 4561.61 11653.3 10517.3

4. B tablazat: NCR157 transzkripcios aktivitasa.

Transzkriptom-adatokkal Osszevetve ezeket az eredményeket tehat azt mondhatjuk, hogy a
fehérjeszinten ,.egyedinek” talalt NCR-ek esetén a fehérjéket kodoldo gének expresszidja a
fehérjeszinten valo detektalhatosag kozott nem talaltunk egyértelmii korrelaciot, de sok esetben
mégis Osszecsengenek a transzkriptom és proteom eredmények egymassal, azaz pro és kontra
talaltunk bizonyitékokat. A jelen példakkal azt szerettilk volna nyomatékositani, hogy nem
minden esetben tamasztjak ala egymast a génszinti és a fehérjeszintli eredmények, de az
semmiképp sem igaz, hogy cafolnak egymast, két modszert célszerii egyiitt, de a megfeleld
fenntartasokkal alkalmazni. Az érett bakteroidokban kimutatott 5 ,,egyedi” NCR peptidnek jelen
kell lennie a keverékben is, hisz abban is talalhatok teljesen transzformalt baktériumok, de relativ
mennyiséglik valdsziniileg alacsony ezért nem detektaltuk Oket. Feltehetden ezek az NCR
peptidek az érett baktériumok miikddésében jatszanak szerepet. Az NCRO05 és NCR069
peptidek megjelenése csak a Percoll-tisztitott mintakban meglehetésen meglepd volt szamunkra,
mert génexpresszid alapjan ezek az NCR peptidek a korai fehérjék kozé tartoznak, bar jelenlétiik

magyarazhato lehet ezen polipeptidek nagy stabilitasaval és hosszu életidejével.

Izoelektromos pont alapjan az azonositott NCR-ek nagyjabol 2/3-a anionos karakter(i, azaz savas
jellegi (pI<6) volt. Az anionos peptidek bejutva a baktériumba annak citoplazmajaban
lokalizalédnak [Van de Velde 2010]. Az anionos peptidek esetén még nem ismert, hogy azok
milyen moddon jutnak be a baktériumba és mi a konkrét szerepiik, de nagy szamuk a
gyokérgiimokben arra enged kovetkeztetni, hogy a bakterialis differencialodas folyamatanak

tényleges iranyitasaban komoly szerepet jatszhatnak.

Az azonositott NCR-ek sokkal kisebb hanyada volt kationos, azaz bazikus tulajdonsagu (pI> 8).
Ismert, hogy a kationos NCR peptidek a baktériumok membranjaval 1épnek kdlcsonhatasba
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(korabbi munkainkban két erésen kationos és egy anionos NCR peptiddel vizsgaltuk ezt az
interakciot [Van de Velde 2010, Farkas 2014]). Az eddig vizsgalt magas IEP-vel rendelkez6
peptid (NCR247, NCR335) drasztikus hatast mutatott a baktériummal szemben. Elképzelhetd,
hogy mivel a n6vény csak atalakitani kivanja a baktériumot és nem elpusztitani, ezért lehet a
majdnem 600 peptidbdl kevesebb a kationos és még kevesebb szamu az erdsen kationos.
Feltételezhetd tovabba az is, hogy a nagyon erdsen toxikus NCR-ekbdl a ndvény mennyiségileg
is sokkal kevesebbet termel, ezek a tobbi peptiddel egyiittmikddve hasznosulnak. Ez
magyarazatként szolgalhat arra is, hogy miért nem azonositottuk még soha a bakteroidokbdl az

NCR247 (pl: 10.15) vagy NCR335 (pl: 11.22) peptideket.

4.3. Vad és mutans novénybél szarmazé gyokérgiimék fehérjeszintii analizise, a mintak

fehérje-tartalmanak és NCR peptid tartalmanak szemikvantitativ 6sszehasonlitasa
4.3.1 Rovid bevezetés

A M. truncatula 6V mutans genomjabol egy ~50 kilobazis méretli rész hianyzik. Fenotipusaban
is eltérd a vad tipustol: kisebb méretliek és sargak a novénykék, giimdik kisebbek és fehér
szinliek, bar mennyiségiik altalaban jelentds a gyokéren. Ugyanakkor ez a mutans nitrogénkotésre
nem képes. A Kalo-csoport vizsgalatai igazoltak, hogy egyediil az NCR169 gén hianya felelds
ennek a fenotipusnak a kialakulasaért [személyes kommunikacio]. Transzkriptomikai vizsgalatok
bebizonyitottak, hogy a 6V mutansban a nitrogenaz enzim alegységei up-regulaltak, a Molibdén
szint alacsony. Az NCRI169 lehet talan az els6 NCR peptid, amelynek funkciojat sikeriilt
meghatarozni. Kutatdsunk arra iranyult, hogy milyen, a fehérjekészletben megmutatkozo
kiilonbségek lehetnek a vad tipusi és a 6V mutans novényekben és az azokkal kolcsonhatd
baktériumokban, mely fehérjék lehetnek szignifikdnsan nagyobb mennyiségben jelen az egyik
vagy masik genotipusban, ¢s mely fehérjék hianyoznak beldliik a masik genotipushoz
viszonyitva. Ezekbdl a fehérjeszintli kiilonbségekbol arra szerettiink volna utmutatast talalni,
hogy mely bakterialis folyamatokat befolyasol a novényi NCR169 jelenléte, amelynek hianyaban
a baktériumok differencidlodéasa, és ebbdl adédéan késobbi nitrogénkdtd képessége is defektust

szenved.
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4.3.2 Eredmények

Vizsgalataink soran a vad (WT vagy A17) és mutans (tovabbiakban 6V vagy mut.) M. truncatula
novény S. medicae WSM419 baktériummal fert6zott gimoibol (15 napos glimok) rovid tisztitasi
eljarassal izolalt bakteroidok fehérjetartalmat vizsgaltuk. Harom parhuzamos bioldgiai mintank
volt: kiilonb6z6, de paronként azonos idépontban vetett WT €s 6V ndvényekbdl gyiijtott giimok
fehérjetartalmat vetettiik 6ssze. Egységesen 50 pg fehérjét emésztettiink oldatban mindegyik
mintabodl, és a masodik biologiai kisérletbdl, kb. 20 ug fehérjébol Coomassie-festett 1D-SDS gél
is késziilt. A minta-elokészités folyamatat, a triptikus elegyek LC-MS/MS analizisét, majd az
adatok értelmezését az 3.9.2 fejezetben ismertettiik. Itt annyit emelnék ki, hogy az oldatban
emésztett mintak esetében harom-harom 120 perces LC-MS analizis eredményét ,,fiiztiik egybe”,
mig a gél 12 darabra lett osztva, €s az egyenként 60 perces LC-MS futasbol szarmaz6 adatokat
kezeltiik egy mintaként. Az itt ismertetett fehérje-azonositasi adatok 1.4% alatti FDR szintet

képviselnek minden minta esetében.

A mintak Osszehasonlitasat spektrum-szamlalas alapjan végeztiik. Abbol indultunk ki, hogy a
jelenlévo fehérjék zomének mennyisége nem valtozik, igy elegendd a vizsgalt fehérje-elegy
Osszetételének jelentGsebb valtozdsaira koncentralnunk. Kiszdmitottuk valamennyi mintara
kiilon-kiilon, hogy egy adott fehérje mekkora részt képviselt az azonositott peptidek kozott. Az
adott fehérjét azonositd spektrumok szamat elosztottuk az adott mintaban azonositott 0sszes
spektrumok szamaval. (Fliggelék 10. tablazat: részletes adatok). Azt hogy egy fehérje
mennyisége mennyiben kiilonbozik a vad tipusu és mutans ndvények kozott a WT/mut hanyados
tilkrozi, ezt pedig ugy kaptuk, hogy elosztottuk a fehérje WT relativ mennyiségét képviseld
szamot a 6V elegyben relativ mennyiséget jelold értékkel. A median érték erre a hanyadosra
paronként ~1, ami azt jelzi, hogy a fehérjék zome valtozatlan mennyiségben volt jelen a
kiilonb6z6 giimd-preparatumokban. A kovetkezd tablazatban ezeket a WT/mut ardnyokat
hasonlitjuk egymashoz a négy kisérletben (Fiiggelék 11. tdblazat). A globalis 6sszehasonlitashoz
a kiilonbségeket szamszeriisiteni kellett. Igy a csak a WT mintaban megtalalt fehérjékre
vonatkozo értékeket egységesen 50-nek vettilk, mig a csak a mutansban megtalalt fehérjék
értékeit 0.001-re ,,allitottuk be”. A specifikusan egy mintdhoz rendelés alapfeltétele az volt, hogy

az adott fehérje minimum 10 spektrummal képviselve legyen abban a mintdban, mig a minta
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parjaban ne legyen fellelhetd. Ha valamelyik fehérjét egy minta-parban nem detektaltunk, vagy
csak a WT vagy a 6V mintaban volt jelen, de a kiilonbség nem volt szignifikdnsnak tekintheto
(1asd fentebb), akkor a megfeleld6 WT/mut rubrikaba nulla kertilt. A tobbi fehérjére természetesen
a megfeleld aranyszamokat tlintettiik fel. Szignifikans kiilonbségnek a fehérje-szint 50%-os
valtozasat tekintettiik. Tehat amennyiben a WT/mut hanyados 0.5 alatt volt (de minimum 0.001!
lasd fentebb), igy ennek a fehérjének a mennyisége ndtt a mutacié hatasara, mig ha a hanyados
1.5 feletti értéket mutatott, akkor ennek a fehérjének a mennyisége csokkent az NCR169 peptid

hidnyéaban.

A Fuggelék 12. és 13. tablazataiban a mintakban detektalt bakteridlis fehérjék szint-valtozasat
mutatjuk be két kiilonb6zd szemszogbdl. Azokat a bakterialis fehérjéket emeltiik ki sarga szinnel

a 12. tablazatban, melyeknél az adott fehérje vagy nagyobb mennyiségben a mutans mintaban

volt detektalhatd (0.002-0.5), vagy kizarolag a mutans mintabdl volt kimutathato (0.001). Azokat

a fehérjéket, amelyek a WT novény giimdjében voltak jelen nagyobb mennyiségben vagy
kizarélagosan, azaz a muticid hatdsara “eltiintek” z0ld szinnel emeltiik ki a kisérletek
eredményeibdl (Fiiggelék 13. tablazat). Azokat a bakterialis fehérjéket mindsitettiik valtozonak,

amelyek a négy kisérletbdl legalabb haromban azonos modon viselkedtek.

Tizenhat olyan fehérjét azonositottunk a mintakban, amelyek hatarozottan nagyobb
mennyiségben voltak jelen a mutans novényekrdl gyijtott giimokben (5. tablazat). Ezek kozott
pillanatnyilag szisztematikus Osszefliggést nem tudunk kimutatni. Némiképp tobb, 23 fehérje
“tlint el” vagy mutatott jelents csokkenést a mutans giimékben (6. tablazat), ezek kozott nem

meglepden, szadmos nitrogén-fixalassal nyilvanvaléan kapcsolatos fehérje talalhato.
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Acc#
A6U878
A6UDPO
A6UKC3
A6UKI7
A6UBLS8
A6U763
A6UKK1
A6U6GO
ABUKK3
A6UIK2
AG6UIE4
AG6U9A5
A6UD15
A6UHV3
A6UBT9
A6U794

in-sol 1

in-sol 2

WT/mut  WT/mut WT/mut WT/mut

0.231
0.133
0.472
0.393
0.247
0.338
0.433
0.621
0.001
0.487
0.216
0.452
0.001
0.001
0.001
0.001

0.337
0.188
0.495
0.346
0.382
0.409
0.148
0.458
0.324
0.411
0.223
0.001
0.230
0.001
0.262
0.001

in-sol3  in-gel
0.298 1.033
0.254 0.898
0.488 0.877
0.118 0.692
0.025 0.563
0.364 0.538
0.001 0.501
0.307 0.491
0.260 0.448
0.145 0.428
0.325 0.409
0.031 0.371
0.075 0.302
0.001 0.289
0.001 0.196
0.001 0.030

Protein
MW  Protein Name

16243 50S ribosomal protein L15
112280 2-oxoglutarate dehydrogenase, E1 subunit
80564 Catalase-peroxidase

45110 Uncharacterized protein/Metallo-dependent phosphatase-like

27328 Uncharacterized protein (Precursor)/potential kinase?

54589 Protease Do (Precursor)

58020 Extracellular solute-binding protein family 5 (Precursor)

55825 Catalase
20899 Uncharacterized protein

58972 Extracellular solute-binding protein family 5 (Precursor)

17733 Heat shock protein Hsp20

52133 Glutamine synthetase

17428 Heat shock protein Hsp20

17767 3-demethylubiquinone-9 3-methyltransferase
63870 2-isopropylmalate synthase

37362 Porin (Precursor)

5. tablazat. Bakteridlis fehérjék, melyek M. truncatula 6V mutdns névény giimdibol

szignifikdnsan nagyobb mennyiségben keriiltek azonositasra. A teljes lista a Fiiggelék 12.

tablazataban talalhato.

Acc #
A6UME4
A6UMES8
A6UME3
A6UMES
A6UMF8
A6U870
Q52905
A6UME?7
AG6U5E4
A6U7C3
AGUEC2
A6US8K3
A6UBNS5
A6UD23
A6U6X1
A6UF92
A6UMF4
A6UCG6
A6US8K5
A6UDZ1
A6UMF3
AG6UF27
A6U6Y9

in-sol1 in-sol2 in-sol3 in-gel

WT/mut WT/mut WT/mut WT/mut
11.684 50.000  50.000 7.501
3.029 3.884 10.701 6.706
2.505 5.027 6.148 6.564
0.000 50.000 50.000 4.376
1.731 0.000 5.203 3.855
0.433  50.000 1.951 3.215
3.173 2.227  50.000 2.605
0.838 2.440 2.108 2.554
1.190 1.782 1.788 2.206
2.596 1.336 1.951 2.110
1.236 2.138 1.734 1.794
2.493 1.675 2.276 1.620
50.000 0.891  50.000 1.603
50.000 50.000 50.000 1.600
2.308 1.782 0.217 1.587
3.808 1.584 1.517 1.579
50.000 4.306 5.365 1.406
1.904 2.970 1.765 1.281
4.977 2.164 2.168 1.234
50.000 2.004 4.877 1.229
50.000 4.276  50.000 1.125
2.282 4.157 4.552 1.039
3.173 2.227 1.821 0.850

Protein

MW  Protein Name

7695 Uncharacterized protein/Putative nitrogen fixation protein

56553 Nitrogenase protein alpha chain

11404 Ferredoxin Il 4(4Fe-4S) nif-specific

17992 Nitrogen fixation protein NifX
7657 NifT/FixU family protein

11320 50S ribosomal protein L24

12281 Nitrogen regulatory protein P-II

57692 Nitrogenase molybdenum-iron protein beta chain
21202 Sigma 54 modulation protein/ribosomal protein S30EA

31136 MOSC domain containing protein

39630 3-isopropylmalate dehydrogenase

32060 Elongation factor Ts

43521 Aminotransferase class | and Il

65412 Dihydroxy-acid dehydratase

28537 DSBA oxidoreductase (Precursor)

45172 Peptidase M29 aminopeptidase Il

10938 FixX ferredoxin-like protein

42902 Arginine biosynthesis bifunctional protein ArgJ
20819 Ribosome-recycling factor

34997 Thioredoxin

47196 FAD dependent oxidoreductase (Precursor)
61997 NusA antitermination factor

51972 Betaine aldehyde dehydrogenase
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6. tablazat. Bakterialis fehérjék, melyek “eltiintek” a gyokergiimokbdl a mutacio hatasara, azaz a
vad tipust novényben voltak sokkal nagyobb mennyiségben detektalva. A teljes lista a Fiiggelék
13. tablazataban talalhato.

A novényi eredetii fehérjékrol is készitettiink hasonlod dsszehasonlitast. Itt egyetlen tablazatban
foglaltuk 6ssze a kiilonbségeket. Ugyanazt az elvet kdvettiik, mint a bakterialis fehérjéknél, azaz
azokat a fehérjéket fogadtuk el az egyik vagy masik genotipushoz kotédének, amelyek a négy
kisérletbol haromban azonos valtozast mutattak. (Fiiggelék 14. tablazat, a szin-kod is azonos a
bakterialis tablazatokban hasznalttal). Erdekes, hogy novényi hisztonokat detektdltunk a
mutansokban feldusulva (7. tablazat), mig a mutansbol hianyzo, azaz a vad-tipusi novényben
jelentésen nagyobb mennyiségben jelenlevo fehérjék egytol egyig SYMpep termékek, azaz NCR
vagy GRP peptidek (8. tablazat).

in-sol1 in-sol2 in-sol3 in-gel Protein

Acc# WT/mut WT/mut WT/mut WT/mut MW Protein Name

13T2G2 0.001 0.001 0.001 0.001 55120 Uncharacterized protein/peptidase Al family
Q1s919 0.165 0.263 0.569 0.165 16224 Probable histone H2B.1

Q1RU62 0.194 0.190 0.397 0.124 11410 Histone H4

G71525 0.151 0.146 0.253 0.153 15406 Histone H3

Q1S053 0.087 0.001 0.325 0.228 16142 Probable histone H2A.3

B7FI14 0.001 0.001 0.001 0.001 37985 Putative uncharacterized protein/Peroxidase

7.tablazat. Mutans glimokbdl szignifikansan nagyobb mennyiségben detektalt novényi eredetii

fehérjék listdja.
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in-sol1 in-sol2 in-sol3 Protein
Acc # WT/mut WT/mut WT/mut MW  Protein Name
BRC896 50.000 50.000 50.000 23962 MtNodGRP3A

BRC22 2.077 1.782 2.731 11936 NCR019 Medtr5g056185.1
BRC201 50.000 50.000 50.000 7403 NCR169 Medtr7g029760.1
BRC404 4.039 3.118 2.168 9174 NCR333

BRC69 3.029 2.895  50.000 6923 NCR059 Medtr8g064070.1
BRC517 50.000  50.000 4.552 6509 NCR429 Medtr4g059755.3 Medtr4g059755.2
BRC368 50.000 3.564  50.000 7102 NCR302 Medtr3g053600.1
BRC605 1.875 1.930 50.000 6647 Medtr1g075045.1
BRC272 2.596 2.138 2.168 7362 NCR225

BRC151 2.308 1.633 2.384 7032 NCR129 Medtr4g055680.1
BRC4 5.914 3.811  10.535 8232 NCR003

BRC79 50.000 50.000 50.000 7073 NCR068 Medtr6g055160.1
BRC298 2.308 2.418  50.000 7099 NCR245 Medtr6g006245.1
BRC109 2.019 2.025  50.000 7482 NCR094 Medtr5g055370.1
BRC103 50.000 50.000 50.000 7406 NCR088 Medtr5g063600.1
BRC261 50.000 50.000 50.000 6995 NCR216

BRC168 2.885 2.800 6.070 5870 NCR142

BRC104 4.003 2.153 2.991 8261 NCR089 Medtr5g061800.1
BRC96 2.596 3.564 2.601 8200 NCR081 Medtr5g072456.1

BRC670 50.000 50.000 50.000 8942 Medtr3g069870.1

8.tablazat. NCR ¢és GRP peptidek, amelyeket nem vagy csak szignifikdnsan kisebb
mennyiségben detektaltunk a 6V mutans giimdiben. Az azonositott novényi eredetii fehérjék

teljes listaja a Fliggelék 14. tablazataban 1athato.

4.3.3. Diszkusszid

Korabbi vizsgalatok alapjan tudjuk, hogy a 6V mutins szimbioszémékban talalhatd bakteroidok
nitrogénkotési képessége korlatozott (személyes kommunikéacio, Kalé Péter). Kutatdsaink a
mutacié proteomikai hatdsdnak feltérképezésére irdnyultak. Eredményeink fehérje-szinten is jol
mutatjak, hogy a 6V mutans bakteroidjaiban a nitrogén-fixalassal valami nincs rendben. A
nitrogén-kotéssel kapcsolatos fehérjéket, pl. NifT/FixU family protein, Ferredoxin III 4(4Fe-4S)
nif-specific, Nitrogenase protein, Nitrogen fixation protein NifX stb. ezekben a mintakban
reprodukalhatéan sokkal kisebb mennyiségben detektaltuk, mint a vad-tipusti novény giiméibdl.

Az oldatban emésztett mintakbdl sok esetben kizardlag a WT genotipusban azonositottuk ezeket
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a fehérjéket, mig a gélfuttatds eredményei azt jelzik, hogy a fehérjék a mutans genotipus
giiméiben is megtalalhatoak, de szignifikansan kisebb mennyiségben, mint a vad tipusban. Ez a
megfigyelés a két megkozelités kiilonbségére, a két modszerbdl szarmazott eredmények
Osszehasonlithatosaganak korlataira iranyitja a figyelmet. A gélben torténd fehérje-frakcionalas
mint elsé 1épés lehetdveé teszi, hogy ,,mélyebbre” assunk a fehérje-elegyben, tobb komponens
jelenlétét detektaljuk, és igy tobb fehérjérél kapjunk pontosabb kvantitativ adatot. Ugyanakkor ez
a modszer nem igazan megfeleld a szimbidzisban kulcsszerepet jatszo polipeptidek detektalasara,
amelyek méretiiknél fogva tobbnyire mar jelen sincsenek az analizdland6 mintdban az SDS-
PAGE frakcionalas végére. Ezt sugalljdk a giimo-fehérjéket SDS-frakcionalas utan leird
proteomikai adatok [Zhang et al 2006] ¢€s sajat régebbi eredményeink is. Ezért is dontdttiink agy,
hogy az Osszehasonlitisok sordn elsOsorban oldatban emésztett mintdk Osszehasonlitisara
hagyatkozunk majd, viszont mindegyik elegyet haromszor vizsgaltunk meg azonos moddon.
Komplex elegyeknél a technikai reprodukalhatosag (hogy ugyanazok a prekurzor ionok lesznek
kivalasztva MS/MS analizisre) 50-70% [KF Medzihradszky, személyes kommunikacié]. Igy
jogosan remélhettiik, hogy a harom “technikai” ismétlés jelentésen javitja az elegyrdl
rendelkezésre allo informaciok mennyiségét. Az el6z0 fejezetben ismertetett adatok azt is
igazoltak, hogy az NCR peptidek olyan nagy mennyiségben vannak jelen a gimo-
preparatumokban, hogy off-line frakcionalas nélkiil is detektalni tudunk szdmos ilyen molekulat.
Dontésiink helyességét tamogatja az a megfigyelés, hogy bar legalabb 20 NCR peptidet sikeriilt
azonositani a gél-mintabol (Figgelék 10. tablazat) az oldat-mintakbol csaknem hétszer annyit
tudtunk kimutatni. Osszesen 139 NCR peptidet azonositottunk a mintidkbol (Fiiggelék 14.
tablazat). Ezeknek csaknem a felét (68-at) kizardlag a vad tipusi novény giimoibol sikeriilt
kimutatni. Nem talaltunk egyetlen olyan NCR peptidet sem, ami kizardlag a mutans ndvényre
lenne jellemzd. A 139 NCR azonositott peptidb6l 94-et irtunk le az el6z6 fejezetben. A hasonlo,
rovid tisztitasbol eredd mintakbol viszont csak 118 NCR-t azonositottunk az el6z6 tanulméanyban.
A kisebb azonositasi szam oka lehet az, hogy az el6z6 kisérlet-sorozatban a mintakbol egyetlen
LC/MS/MS kisérlet késziilt csupan. Ugyanakkor az a tény, hogy az ebben a kisérletben talalt
peptidek kb. harmadat nem azonositottuk az el6z0 kisérlet-sorozatban ravilagit az altalunk
valasztott stratégia hatranyara is, azaz arra, hogy off-line frakcionalas nélkiil csupan az elegy
“felsd rétegét” pasztazzuk, és némiképp esetleges, hogy ennek a rétegnek az “aljabol” mely

komponenseket fogjuk azonositani. Viszont miutan mindkét kisérlet-sorozatban harom-harom
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kiilonb6z6 bioldgiai mintat hasonlitottunk dssze, €s a technikai ismétlések alapjan az eredmények
reprodukalhatéak voltak, ez azt sugallja, hogy kdrnyezeti hatasok és foként a giimé “kora”

jelentds befolyassal birnak az NCR-elegy 0sszetételére.

Erdekes megvizsgalni transzkriptom szinten azokat az NCR peptideket, melyeket jobbara vagy
kizarolag csak a vad tipusti novényben talaltunk meg, €s azokat is, amelyek kimutathatdak voltak
a mutdns mintakbodl is. Roux és munkatarsai 2014-es cikkében a giimd kiilonb6zd zonai szerint
vizsgaltak NCR peptidek génexpressziojat (10 napos giimdékben), ebben a kisérletben szerepelt az
NCR169 is. Egy tablazatban foglaltuk 0ssze Roux €s mtsai génexpresszios tablazata alapjan
ezeket az eredményeket, a génexpresszid novekvo szintjét zold-sarga-piros szinnel jelezve (9.
tablazat). Az NCR169 génje leginkabb az Interzonaban aktiv. G6do61l6i kooperacios partnereink
bizonyitottdk, hogy egyediil az NCR169 hidnya okozza a 6V mutins fenotipusat, azaz azt
feltételezhetjiik, hogy:

a, az Interzondban elmaradd6 NCR169 expresszid €s a termelddd fehérje hidnya okozza szamos
NCR peptid expresszidjanak csokkenését, ezdltal a nem megfeleld gimdé-miikodést és

nitrogénkdotést a mutans ndvényben,;

b, Azokat az NCR peptideket talalhatnank csak meg a 6V mutansban, amelyek expresszios
aktivitasa az Interzona elottre, a II. zona distalis vagy proximalis régiojara tehetd. Zold szinnel
jeloltiik a vad tipusu novényben jelentdsebb NCR-ek nevét, sarga szinnel a mutansban is nagyobb

mennyiségben detektalt NCR peptideket.
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NCR Zone ll dist Zone Il prox Interzone Zone Il

NCR169 3156.0 1799.0
NCRO19 898.0 956.0
NCR333 386.0 74.0
NCRO59 330.0 257.0
NCR429 417.0 395.0
NCR302 579.0 1233.0
Medtr1g075045.1 85.0

NCR129 612.0 2957.0 621.0

NCRO68 409.0 43785.0 14077.0
NCR245 1360  4603.0 3291.0
NCR094 5720  1517.0 779.0
NCRO88 193.0 7830 624.0
NCR216 1360  4603.0 3291.0
NCRO89 675.0  436.0
NCRO81 654.0  648.0
Medtr3g069870.1 5934.0 3053.0

NCR146 763.0 536.0
NCR101 989.4
NCR0OO7 14009.0
Medtrl1g074860 953.0 111.0
NCR410

Medtr2g450280

9. tablazat: Néhany NCR peptid génexpresszids aktivitdsa vad tipusi novény 10 napos

giim6jében zonak szerint vizsgalva [Roux 2014].

A fels6 16 fehérje expresszios tendencidja azt mutatja, hogy azért lehetnek csak vagy jobbara a
vad tipusban jelen, mert foképp az Interzonaban vagy a Il Zénaban expresszalnak, hianyuk tehat
magyarazhatd az NCR169 hianyaval. Az als6 6 NCR kozil az NCR146, 101 és NCRO007
fehérjeszinten megtalalhaté volt a vad és a mutans giimokben is. Az NCRO07 esetén ez
génexpresszioval. Az NCR146 és NCR101 fehérjeszintii jelenlétét ezen adatokkal nem tudjuk
indokolni. Az utols6 harom NCR peptid fehérjeszinten a mutansban szignifikansabb volt, mint a
vad tipusi giimében (de 1-1 esetben ott is azonositottuk), ennek magyarazata lehet eme NCR

peptideknek a szinekkel jol illusztralhat6 inkabb korai génaktivitasa.

Eredményeinkre épiilhetnek tovabbi biologiai és genetikai vizsgalatok, melyekkel egylitt

lehetségessé valhat majd a nitrogénkotés folyamatanak pontosabb feltérképezése.
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4.4. NCR247 novényi fehérje lehetséges kolcsonhato partnereinek azonositasa Medicago

truncatula A17 giim6kbdl izolalt differencialédott bakteroid mintakbdl
4.4.1. Bevezetés

Az NCR peptidek aminosav-0sszetételiikbdl adoddéan nagyon valtozatos szekvencidval, anionos,
kationos, vagy semleges toltottségi allapottal rendelkezhetnek, ezekbdl a paraméterekbdl adoddan
masképp és mas célfehérjékre lehetnek hatdssal a szimbioszoméaban. Ezekhez a kisérletekhez a
kationos tulajdonsagt NCR247 peptidet hasznaltuk. Ez a peptid kiilonlegesen egyedi
szekvenciaval rendelkezik. Az érett szekvencia (z6ld) 24 aminosav hosszusagu, izoelektromos

pontja igen magas (pl 10.15). Szignal szekvenciaja 23 aminosavbol all.

NCR247: l\k/IDKIHKFIYALIFFLALFLVVNARNGCIVDPRC PYQQCRRPLYCRRR)

Szignal szekvencia érett NCYR szekvencidja

Boman indexe alapjan (mely szdmszerlien fejezi ki a peptid mas fehérjékhez vald kapcsolodasi
hajlamat, Osszegezve a benne talalhatd aminosavak hidroféb vagy hidrofil tulajdonsagait,
[Boman 2003]) az NCR peptidek koziil az NCR247 a legelsé helyen all (4.63 kcal/mol), a
bizonyitottan antimikrobialis hatast fehérjék Boman indexéhez viszonyitva ez nagyon magas

érték, er6sen hidrofil karaktert mutat.

Biologiai hatasat korabban mar tobb Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériummal és human
patogén gombafajjal szemben is vizsgaltak, s ezekben az in vitro kisérletekben a kémiai uton

szintetizalt, diszulfid-hidakat nem tartalmazo peptid is antimikrobialis aktivitast mutatott [Van de

Velde 2010, Tiricz 2013, Orddgh 2014, Farkas és mtsai, 2014].

Transzkriptom analizis eredménye alapjan az NCR247 génje a giiméfejlodés korai fazisdban
indukalodik. A génexpresszio pontos lokalizaldsa érdekében GUS reporter génnel fizionaltattuk
az NCR247 promoterét. A transzgénikus giimében a detektalhaté GUS-aktivitds megegyezik az
NCR247 expresszidjaval, és azt mutatta, hogy a fehérje a II. zona iddsebb sejtrétegeiben és az

interzonaban (II-1II) lokalizalodik, tehat azokban a zoénakban, ahol egyrészt a baktériumok
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osztédasa (egymast kovetd endoreduplikaciok) megall és elkezdddik a sejtalak megnyulasa,

valamint ahol a bakteroid sejtek novekedése torténik (15. abra).

15. abra: NCR247-GUS
expresszio a giimoben és FITC-
NCR247 lokalizacidja S. meliloti
baktérium ¢€s bakteroid sejtben.

Kék festéssel jelolve a Il zona
oregebb sejtjei és a II-111
interzona sejtjei, ami egybeesik
az NCR247-GUS
expresszidjaval transzgénikus
M. truncatula giimokben.

Zo6nak: I, gimo merisztéma; II,
infekcids zona; II-111, interzona;
II1, nitrogén fixacio zonaja.
(Farkas et al. 2014)

Proteomikai kisérleteink soran ezt az NCR peptidet nem detektaltuk. Transzkriptom adatok
alapjan feltételezhetd, hogy nagyon kis mennyiségben van jelen a giimd-sziiretelés idejére.
Raadasul a teljes triptikus hasitds harom kurta peptidet eredményez, tehat egy ilyen komplex

elegyben ezek MS/MS analizisre vald kivalasztasa meglehetosen esetleges.

Proteomikai vizsgalatainkhoz kémiailag szintetizalt, diszulfid-hidakat nem tartalmazo peptidet
hasznaltunk (akarcsak a bioldgiai hatas tanulmanyozasahoz), amelyet Strepll- vagy FLAG-taggel
lattunk el, hogy a fehérje-komplexeket konnyebben izolalhassuk. S. meliloti (Sm1021) baktérium
kultarat és ezen baktériumok M. truncatula gim6ibol izolalt differencialt formait (bakteroid)
vizsgaltuk. In vitro kisérleteket végeztink a megfeleld gyongyre kotott peptiddel és a
baktériumokbdl vagy bakteroidokbol izolalt fehérje-elegyekkel.
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4.4.2. Eredmények

Kutatasunk célja az volt, hogy meghatarozzuk, melyek az NCR247 fehérje baktériumon beliili
specialis célmolekulai, célfehérjéi, amelyek lehetové teszik a peptid szamara a bakterialis
¢letfolyamatok befolyasolasat. Ahhoz, hogy valoban a vizsgalt NCR peptid interakcids partnereit
azonositsuk, a Strepll- és FLAG-szekvenciakkal végzett kontroll-kisérletekre is sziikség volt.

Ezek eredményei azt mutattdk, hogy onmagaban a két szekvencia egyike sem kot magahoz

bakterialis fehérjéket jelentds mennyiségben (16. abra).

D 16. abra. NCR247 kolcsonhato fehérjéi S.
2 g meliloti baktériumban és bakteroidban.

g
s

2 NeRoaT-S
8

(A) Strep-Tactin oszloprol elualt Strepll (S) és
NCR-247-Strepll frakcié SDS/PAGE eziist
festéssel megfestve, S. meliloti baktérium
extraktumbol.

(B) Anti-FLAG gyongydkrdl eludlt FLAG (F) és
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eziist festéssel, S. meliloti baktérium
extraktumbol.

(C) Strep-Tactin oszloproél elualt Strepll (S) és
NCR-247-Strepll frakcié6 SDS/PAGE eziist
festéssel megfestve, S. meliloti bakteroid
extraktumbol.

(D) Eziist-festett SDS/PAGE S. meliloti baktérium
(Sm-c) és bacteroid (Sm-b) extraktumokbol.
(Farkas et al. 2014)

:
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:
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A bakteroid minta SDS/PAGE g¢él képén jol latszik, hogy a bakterialis differencialodassal a

bakterialis fehérjék mennyisége lecsokkent, igy a lehetséges interakcidos partnerek szama is
redukalodott (16. abra (D)).

A baktérium mintak esetén gélbdl kivagott fehérjesavokat analizaltunk, mig bakteroid mintanal
az affinitas-oszloprol elualodott frakcid tovabbi frakcionalasa nélkiil, azaz oldatban emésztés utan
végeztink LC-MS/MS analizist. A StreplI-NCR247 peptiddel végzett kisérletben azokat a
fehérjéket tekintettiik kolcsonhatd partnereknek, melyek legalabb 3 szignifikans peptidtalalatot
eredményeztek (kivéve azonositott NCR peptidek esetén, ahol egy azonositott és manualisan

ellendrzott szekvenciaval mar elfogadtuk a fehérjetalalatot).
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Osszesitve a baktérium-kultirakbdl szarmazé eredményeket azt kaptuk, hogy a lehetséges
interakcios partnerek koziil az azonositasok nagy hanyadat a riboszomalis fehérjék teszik ki: 14
kis alegységet (S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9, S11, S12, S13, S16, S18) és 12 nagy (L1, L2,
L3, L4, L5, L6, L9, L10, L13, L16, L19, L23) alegységet azonositottunk (teljes azonositott
fehérjelista megtalalhato a Fiiggelék 15. tablazataban). A riboszomalis fehérjék mellett a GroEL
bakterialis chaperon volt nagy mennyiségben jelen a mintakban, ezen kiviil piruvat dehidrogenaz-
komplex, transzaldolaz, RNS-polimeraz béta és béta’ alegységei, elongacios faktorok és egyéb

fehérjék is jelen voltak a mintaban.

A bakteroidokban a GroEL és piruvat dehidrogenaz-komplex, kisebb mennyiségben riboszomalis
fehérjék voltak azonosithatéak (Fiiggelék 16. tablazat). A GroEL jelenlétét az NCR247-tel
kolcsonhatd komplexben Western blot analizissel is bizonyitottuk. Bakteroid mintdkban uj
specifikus interakcidés partnerként a nitrogenaz komplex elemeit, valamint tovabbi NCR
peptideket is azonositottunk (NCR028, NCR169, NCR290). A baktérium és bakteroid mintakbol
szarmazo lehetséges kolcsonhatd fehérjéket funkcionalis csoportokba soroltuk annak érdekében,
hogy jobban attekinthetévé valjanak a két preparatum kozotti kiilonbségek (17. és 18. abra). A
csoportba sorolas egyszer( klasszifikacioval, az NCBI adatbazisban fellelhetd, adott fehérjéhez

tartozo validalt vagy prediktiv funkcios csoportba rendezés alapjan tortént.
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. yae P . . B aminosav bioszintézis
Funkcionalis csoportok, baktérium mintak m aminosay sentézi
M acetiltranszferazok
B ATP szintézis
M chaperonok
M citoplazma fehérjék
B DNS-kot6 fehérjék
H fibrillum fehérjék
m gliikolizis, szénhidrat bontas
M helikdzok
® hipotetikus fehérjék
M lipid bioszintézis
M lipid metabolizmus
H lipoproteinek
= membranfehérjék
M fémion-kdtés
® nukledzok
W nukleotid kotés
= oxidoreduktdzok

W proteazok

riboszomalis fehérjék
™ RNS polimerazok
" RNS szintetazok
stresszvalasz-fehérjék
transzferdzok

transzportfehérjék

17. abra: StreplI-NCR247 és FLAG-NCR247 kisérletek soran lehetséges interakcios

partnerekként azonositott bakterialis fehérjék funkcionalis csoportositasa
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Funkcionalis csoportok, bakteroid minta

M citrdt ciklus fehérjéi

B riboszémalis fehérjék

B ATP szintézis

B Transzferazok,
acetiltranszferazok

B chaperonok

B NCR peptidek

I nitrogén fixalas
fehérjéi
I transzportfehérjék

18. abra: StreplI-NCR247 kisérlet soran lehetséges interakcios partnerként azonositott baterialis

€s novényi fehérjék funkcionalis csoportositasa.
4.4.3. Diszkusszio

El6z6 tanumanyaink (4.1.-4.3.) mar bizonyitottdk, hogy az NCR peptidek jelen vannak,
méghozza nagy szamban ¢és jelentds mennyiségben a szimbionta bakteroidokban. Egyedi
biologiai hatasuk (az NCRI169 kivételével) azonban mindmaig nem ismert. Természetes
korilmények kozott a peptidek nem 6lik meg a novénnyel szimbidzisba 1€pd baktériumokat,
hanem a bakteroidda differencialdédas esszencialis iranyitdi. Feltehetd hogy eme tevékenységiiket
a baktérium-fehérjékkel kolcsonhatasban érik el. Az el6zo fejezetben (4.3.) mar demonstraltuk,
hogy egy NCR peptid hianya dramaian atalakithatja a bakteroid fehérje-készletét. Ebben a
kisérletben egy NCR peptid kotopartnereit azonositottuk.

Miutan a szabadon €16 baktériumokbdl és onalloan életképtelen bakteroidokbol is azonositottuk
az NCR247 lehetséges kolesonhatod partnereit, remélhetd, hogy a kiilonbségek ravilagitanak e

peptid kiilonb6z6 funkcidira a differencialédas folyamataban. A baktériumokkal végzett
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kisérletekben a fehérjéket gélsavonként azonositottuk, gyakran primitiv, kevéssé érzékeny
késziilékekkel. A bakteroidokkal —végzett kisérletet csupan Uj, “‘state-of-the-art”

tomegspektrométeriink tette lehetové.

A fehérjekomplexek legnagyobb mennyiségben el6forduld alkotdi a riboszomalis fehérjék és a
GroEL voltak. A riboszomalis fehérjékrol korabbi vizsgalatok alapjan feltételezhetd volt, hogy
nagy abundancidjuk és ragados természetiik miatt “szennyezd anyagként” lehetnek benne a
mintakban, emiatt az eredményeinket eleinte kétkedéssel fogadtuk. A tovabbi vizsgalatok alapjan
meggy6zodtiink arr6l, hogy az NCR247 valéban kotédik a riboszéméakhoz és negativan
befolyasolja a bakterialis transzlacios folyamatokat [Farkas et al. 2014]. A GroEL chaperon egy
igen nagy mennyiségben eléfordulod bakteridlis fehérje, mely elzetes irodalmi adatok alapjan
fehérjék szazaival lehet kolcsonhatasban [Kirkpatrick 2011]. Emiatt eldszor azt feltételeztiik,
hogy az NCR247-GroEL kdlcsonhatds nem bir biologiai relevancidval. Az ezt a feltételezést
cafolni vagy bizonyitani hivatott immuno-precipitacios kisérletek egyértelmiien demonstraltak,
hogy az NCR247 kotédik a GroEL fehérjéhez, a két fehérje komplexet képez. Biologiailag rogton
fontosnak tiinik, hogy az NCR247 kdolcsonhatasba 1ép a nitrogén-fixalasban szerepet jatszo
fehérjékkel ¢s mas NCR peptidekkel. Nem tudhatjuk, hogy ezek direkt vagy kozvetett
kolcsonhatast jelentenek. Nem tisztaztuk ezeknek a kotddéseknek a szerepét. Osszegezve,
kisérleteinkben azonositottunk valds és érdekesnek tind kolcsonhatd partnereket, de
természetesen nem valamennyit. Példaul, elozetes kutatasi eredmények alapjan, egy célzott
kisérlettel egylittmiikod6 partnereink bebizonyitottak, hogy az NCR247 peptid, bejutva a
sejtmembranon az FtsZ monomerekkel komplexet képez, gatolja azok polimerizaciojat [Farkas et
al. 2014]. Ez a prokaridta sejtosztodasban fontos fehérje az, amely baktériumokban els6ként
jelenik meg a két keletkezo sejt kozott, és hozza létre a valaszfalakat (septumokat). Ha az
NCR247 interakcioba Iépve az FtsZ fehérjével beavatkozik ennél a 1épésnél, akkor a septumok
kialakulasa elmarad, a sejt viszont osztodik, igy alakulhat ki a poliploid bakteroid sejt.
Elképzelhetd, hogy ezt a fehérjét azért nem azonositottuk, mert az izolalashoz hasznalt “csalétek”
nem volt megfelelé konformécioju, vagy a diszulfid-hidak hidnya miatt, vagy az izolalast
megkdonnyité toldalék-szekvencia interferalasa miatt. Az is lehetséges, hogy az affinitds a
fehérjék kozott nem eléggé erds az izolalashoz, mert az FtsZ fehérjét azonositottuk a 4.2 és 4.3

kisérletek soran is.
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Napjainkban, amikor a kutatasok egyik kozponti témaja az antibiotikum-rezisztencia kérdése az
NCR247 bizonyitottan antimikrobialis hatasanal fogva jo célpontja lehet az alkalmazott bioldgiai,
orvosi céli tovabbi vizsgalatoknak. Ehhez azonban sziikség van a nativ fehérje
hatas, a fehérje sejten beliili célmolekuldi csak a bioldgiailag aktiv konformacioju fehérjével
végzett kisérlettel azonosithatéak. Ehhez természetesen jo alapot adnak a fentebb ismertetett,
diszulfid-hidakat nem tartalmazod, szintetikus NCR247 peptiddel végzett kutatasok. A csak négy
ciszteint tartalmazd NCR-ek esetén sem egyszeri rutinfeladat a diszulfid-hidak feltérképezése, az

erre iranyuld kisérleteink mar folyamatban vannak. Célunk az ismertetett kisérletek ismételt

croer

Az analizisek modszertana (3.fejezet) hiven tiikrozi azt a fejlodést, amin a proteomikai
laboratorium miiszerparkja és a hasznalt szoftverek keresztiilmentek 4 év alatt, ezen kiilonbségek
ellenére az eredmények Osszevethetéek és Osszegezhetdek. Ahhoz, hogy messzebbre mend
kovetkeztetéseket vonjunk le a kiillonbségekbdl, célszerii lesz majd a kisérleteket megismételni a
jelenlegi tomegspektrométerrel, illetve célzott bioldgiai kisérletekkel kell majd megprobalnunk a

hatas-mechanizmusok kideritését.
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7. Osszefoglalas

Doktori munkamat a Szegedi Biologiai Kutatokdzpont Proteomikai Kutatdcsoportjaban mar a
kezdetektdl a szimbiotikus gyokérglimokkel foglalkozo téman dolgozva végeztem. A pillangos
viragh novények ¢és endoszimbionta baktériumpartnereik kapcsolata, a nitrogénkotés
kialakulasanak ¢és muikodésének vizsgalata nagy jelentdséget kapott az utdbbi évtizedekben,

eredményeink orvosi és kdrnyezetvédelmi vonatkozasok miatt is fontosak lehetnek a jovében.

Munkank soran a nitrogénkoté szimbidzisban szerepet jatszo legfontosabb novényi fehérjék
csoportjara, az NCR peptidekre fokuszaltunk. Ezek a vegyiiletek vezérlik és szabalyozzak a
szimbiotikus baktériumok bakteroidokka differencialodasat. Mig mRNS-szinten mar rengeteg
informacié allt rendelkezésre ezekrdl a géntermékekrdl, fehérje-formajaban még senki sem
azonositotta Oket. Szamos kisérlet bizonyitotta viszont, hogy a kimutathatd transzkripcios
aktivitds nem mutat egyértelmili korrelaciot a fehérjeszinten megjelend “termékkel”. Kérdéses
volt, hogy mindezen géntermékek (korilbelil 560 NCR-t kodolé génr6l tudunk M.
truncatulaban) egyaltalan megjelennek-e a bakteroidokban, s ha megjelennek, mikor teszik azt,
mennyi lehet az NCR fehérjék féléletideje, s egymasra milyen hatast gyakorolhatnak stb.
Feladatunk tehat legeloszor az NCR peptidek fehérjeszintli azonositasa volt. Kisérleteinket
Sinorhizobium medicae (WSM419) és S. meliloti (Sm1021) baktériumokkal fert6zott Medicago
truncatula Al7 Jemalong ndvény indetermindlt giimdivel végeztik. A vad tipusi novény
gyokérgiimoinek vizsgalata mellett M. truncatula 6V mutans giimdinek novényi és bakterialis

eredet( fehérjéit is analizaltuk.
Céljaink az alabbiak voltak:

1) Vizsgalodasunk elsédleges célja az volt, hogy a baktériumok transzformalasara és iranyitasara
szolgaldo novényi-eredetli NCR peptidek jelenlétét kimutassuk a bakteroidokban. Célunk volt

tovabba a detektalt szekvenciak alapjan a szignal-peptidaz hasitohelyének igazolasa.

2) Arrol is igyekeztiink informaciot szerezni, hogy mi lehet a biologiai szerepe ezeknek a

polipeptideknek. Ehhez ki akartuk deriteni, hogy:

a) van-e kiilonbség a kiilonbozo fejlodési stadiumban levo bakteroidok NCR- tartalmaban,
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b) mi a kiilonbség a vad tipusu €s egy adott fenotipussal rendelkez6 mutans ndovény giimdinek

NCR ¢s bakterialis fehérje tartalmaban,

c) mely bakteridlis és novény fehérjék hatnak kdlcson egy bizonyitottan antimikrobidlis hatasu

NCR peptiddel.

Természetesen a fenti célok eléréséhez ki kellett dolgoznunk a megfeleld minta elokészitd
eljarasokat. A gimd szoveti szerkezetébdl adodoan meg kellett taldlni a megfeleld modszert a
ndvényi €s a bakterialis eredeti sejtek elkiilonitésére, majd a bakteroidok anyaganak feltarasara.
Kisérletekkel teszteltiik ezen kiviil a baktérium-mintakra altalanosan hasznalt ultrahangos sejt-
feltarasi modszert is. A feltaras utani komplex fehérje-elegyet kiilonféle modszerekkel, szelektiv
dusitasokkal igyekeztiink egyszertsiteni, hogy az NCR fehérjék detektalasa minél sikeresebb
legyen. A dusitasra az NCR-ek specialis tulajdonsagait ugy, mint a relative kis méretiiket és
viszonylag magas cisztein-tartalmukat igyekeztiink kihasznalni. A minta-elokészités 1épéseit
eloszor egy bakteroid elegyen fejlesztettik ki. Mivel a késobbiekben a vad-tipusu novények
mellett bizonyos mutansok gyokérgiimdiben is kutakodni szandékoztunk, és Ossze is kivantuk

hasonlitani a kapott eredményeket, ezért az analizis teljes folyamatat ehhez a célhoz igazitottuk.

Az NCR peptidek jelenlétét vizsgaltuk intakt (nem tisztitott) giimékben, és olyan bakteroid-
tisztitdsi eljarasokat alkalmazva, melyek a bakteroid differencidlodés kiilonb6z6 fokain 1évo

bakteroidokat és teljesen atalakult szimbiontdkat eredményeztek.

A vad és mutans genotipus Osszehasonlitdsakor hasznalt 6V mutdnsra jellemzd, hogy a gyokerén
létrejonnek ugyan a giimék, de azok érése egy ponton megall. A bakteroidok differencidlodasa

igy nem lesz megfeleld, ezért 1égkori nitrogénkotésre képtelenek.

Munkémat részben Kondorosi Eva iranyitasaval végeztem. A Kondorosi-csoport egy ideje
foglalkozik az NCR247 peptid biologiai hatdsaval, tobbféle megkdzelitéssel bizonyitottak
antimikobialis hatasat A peptid lehetséges kolcsonhatd partnereit ezen vizsgalatok
eredményeibdl kiindulva, azok aldtdmasztasara, az antimikrobidlis hatas hatterének bizonyitasara

kutattuk.
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Eredmények

Az NCR peptidek fehérjeszintli azonositasat intakt gliimdékbdl és bakteroidokbdl nyert
frakcionalatlan fehérje-elegybdl végeztiik. A triptikus emésztést automatizalt LC-MS/MS analizis
kovette, majd az adatok kiértékelése a Uniprot, egy ,,hazi NCR-adatbazis” és a Protein Prospector
szoftver segitségével. Az intakt giimd analizisének eredményei azt mutattdk, hogy bar az
abundans NCR peptidek detektalhatoak ilyen komplex elegyben is, a baketeroidok izolalasara
mindenképp sziikség van. A tovabbi tisztitast két egymast kovetd folyamatban végeztiik, az elso,
,rovid” tisztitdsi folyamat eredményeként a giimOben megtalalhatd, a baktérium-bakteroid
atalakulds O0sszes fazisaban 1évd szimbiontdkat kinyerhetjiik. Az ezt kovetd Percoll-gradiensen
torténd centrifugalassal a mar teljesen differencialodott bakteroidok frakcidja kiilonitheto el. Az
intakt gimobol két, a preparaciok utani bakteroid-mintakbol 3-3 bioldgiai ismétlést vizsgaltunk,
hogy meggy6zddjiink arr6l, hogy eredményeink reprodukalhatdak. Az intakt gimé mintakbol a
technikai ismétlésekkel Osszesen ~300 fehérjét tudtunk azonositani, ezeknek tobb mint a fele
ndvényi eredetli volt, kozottikk 45 NCR peptid. A rovid tisztitasi eljaras utan kapott mintakbol, a
harom fliggetlen bioldgiai mintat egylittvéve, az azonositott fehérjék szama megkozelitette a 600-

at, ennek 2/3-a bakterialis fehérje volt, a novényi fehérjék koziil 118 volt NCR peptid.

Az érett, nitrogén-fixaldé bakteroidbol, a harom egymastdl fliggetlen minta eredményeit egylitt

kezelve 313 bakterialis fehérjét és 103 ndvényi eredetli fehérjét azonositottunk, ebbdl mar 75 volt

NCR.

A kisérletsorozatban 6sszesen 138 NCR peptidet talaltunk. Miutan az automatikus adatgyjtés
soran a prekurzor ion kivalasztisa némiképp esetleges, ezért a két tisztitasi eljarasbol szarmazo
NCR-készlet dsszevetésekor az MS- €s retencios id6-alapt adat-6sszehasonlitast valasztottuk. Az
MS-adatokat a fitXIC program segitségével vetettiik ezzel 6ssze. Egy NCR peptidet abban az
esetben tekintettiink a preparalasi eljards szempontjabol egyedinek, ha legalabb egy triptikus
peptidje minimum két ismétlésben detektalhatd volt, és a masik preparalasi eljaras LC-MS
kisérleteiben egyszer sem volt detektalva. Ezen kritériumok alapjan talaltunk kiilonbségeket. 12
NCR peptidet csak a bakteroid-keverék tartalmazott, igy elképzelhetd, hogy ezek a molekulak a
giim6fejlédés korai szakaszaban is sziikségesek. Ot NCR peptid csupan az érett bakteroid
elegyben volt kimutathatd, ez talan azt jelenti, hogy késébbi vagy hosszabban tart6 szerepiik van

a szimbiozis folyamataban. Az azonositott NCR-ek jelentds részénél sikeriilt az érett peptid N-
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terminalis szekvencidjat detektalnunk, igy ezeknél bizonyitast nyert a szignal-peptidaz valos

hasitasi helye.

Kovetkez6é vizsgalatunkban S. medicae WSM419 baktériummal fertézott M. truncatula
vad tipust és 6V mutansa giimdinek fehérjekészletét hasonlitottuk 6ssze. A 6V mutanst az teszi
érdekess€, hogy az NCR169 gén hianyaban 1égkori nitrogén kotésére képtelenné valik. Ezzel a
munkaval egy konkrét NCR peptid hatdsarol szereztiink fehérje-szintli bizonyitékokat.
Bakteroid-keverékekkel dolgoztunk, genotipusonként harom parhuzamos mintaval, mindegyikbdl
harom technikai ismétléssel, oldatban emésztve, a masodik bioldogiai mintabol SDS-PAGE
fehérje-frakcionalas és gélben emésztés is tortént. Az oldat-mintakbol 120 perces, a gél mintabol
savonként 60 perces LC-MS analizist végeztiink, az eredményeket ,,egybeflizve” értelmeztiik. A
kvantitativ értékelést a spektrumszamlalas modszerével végeztik. A két minta fehérje-
tartalmanak Osszehasonlitdsakor minimum 50% valtozast tekintettiink figyelemre méltonak.
Tizenhat olyan fehérjét azonositottunk a mintakban, amelyek hatarozottan nagyobb
mennyiségben voltak jelen a mutans ndvényekrdl gyijtott gimokben. Ezek kozott pillanatnyilag
szisztematikus Osszefliggést nem tudunk kimutatni. Némiképp tobb, 23 fehérje “tint el” vagy
mutatott jelentés csokkenést a mutans giimékben. Novényi fehérjék koziil érdekes modon
hisztonokat detektaltunk feldusulva a mutansokban, mig a vad-tipusi novényben jelentsen
nagyobb mennyiségben jelenlevo fehérjék egytdl egyig a szimbidzissal dsszefliggd géntermékek,
NCR vagy GRP peptidek voltak. Eredményeink fehérje-szinten igazoljak, hogy a 6V muténs
bakteroidjaiban a nitrogén-fixalas nem milkddik megfeleléen: a nitrogén-kotéssel kapcsolatos
fehérjéket (NifT/FixU family protein, Ferredoxin III 4(4Fe-4S) nif-specific, Nitrogenase protein,
Nitrogen fixation protein NifX stb) reprodukalhatéan sokkal kisebb mennyiségben detektaltuk a
6V mutansbol, mint a vad-tipusii novény giimdibdl. Az oldatban és a gélben emésztett mintak
Osszehasonlitasabol az is kitlinik, hogy ez a két megkdzelités nem kdnnyen allithatd parhuzamba,

inkabb kiegészitheti egymast a tovabbi kutatasokban.

Osszesen 139 NCR peptid azonositottunk ezekben a kisérletekben. Ezeknek csaknem a felét
kizarolag a vad tipusi novény gliim6ibol sikeriilt kimutatni, mig egyetlen olyan NCR peptidet
sem talaltunk, ami kizar6lag a mutans novényre lett volna jellemzd. Az elso kisérlethez képest 1)

NCR-eket is azonositottunk.
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Munkank harmadik részében az NCR247 peptid biologiai szerepére kerestiink valaszt lehetséges
kolcsonhatod partnereinek azonositdsdval. Az NCR247 tulajdonsagai (erds hidrofil karakter,
extrém magas pl) miatt mar korabban a Kondorosi-csoport érdeklédésének kdzéppontjaba keriilt,
tobb publikacio és doktori dolgozat bizonyitotta eme peptid antimikrobialis hatasat kiilonb6zo
Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériumokkal és human patogén gombafajokkal szemben.
Transzkriptom-analizis eredményei alapjan a peptid génje a giiméfejlodés korai szakaszaban
termelddik. Proteomikai vizsgalatainkhoz kémiailag szintetizalt, diszulfid-hidakat nem tartalmazo
peptidet hasznaltunk (akarcsak a bioldgiai hatds tanulmanyozasadhoz), amelyet Strepll- vagy
FLAG-taggel lattunk el a fehérje-komplexek kdnnyebb izolalasa érdekében. S. meliloti (Sm1021)
baktérium kultarat és ezen baktériumok M. truncatula gimoibdl izolalt bakteroid formait
vizsgaltuk. In vitro kisérleteket végeztink a megfeleld gyongyre kotott peptiddel és a
baktériumokbodl vagy bakteroidokbol izolalt fehérje-elegyekkel. Hét esetben baktériummal, egy
esetben bakteroid mintaval dolgoztunk, kontroll kisérletek elvégzésével. A baktérium-kultirakbol
szarmaz6 eredményeket 0sszesitve azt kaptuk, hogy a lehetséges interakcios partnerek koziil az
azonositasok nagy héanyadat a riboszomalis fehérjék teszik ki, melyek 14 kis és 12 nagy
alegységét azonositottunk lehetséges kolcsonhato partnerként. A riboszomalis fehérjék mellett a
GroEL bakterialis chaperon, piruvat dehidrogenaz-komplex, transzaldolaz, RNS-polimeraz béta

¢s béta’ alegységei, elongacios faktorok €s egyéb fehérjék is jelen voltak a mintaban.

A bakteroidokban a GroEL és piruvat dehidrogenaz-komplex, kisebb mennyiségben riboszomalis
fehérjék kotodtek az NCR peptidhez. Bakteroid mintakban ezen kiviil a nitrogenaz komplex
elemeit, valamint NCR peptideket is azonositottunk (NCR028, NCR169, NCR290). A baktérium
¢s bakteroid mintadkbdl szdrmazod lehetséges kolcsonhatd fehérjéket a jobb attekinthetdség
kedvéért funkcionalis csoportokba soroltuk. Az NCR247-GroEL kolcsonhatast tobb oldalrdl is
megvizsgalva (immuno-precipitacios kisérletek) egyértelmiivé valt, hogy az NCR247 kotodik a
GroEL fehérjéhez, a két fehérje komplexet képez. Bioldgiailag relevans lehet az is, hogy az
NCR247 kolcsonhatasba 1ép a nitrogén-fixalasban szerepet jatszo fehérjékkel és mas NCR
peptidekkel, bar még nem tisztazott, hogy kozvetleniil vagy mas fehérjék kozvetitésével teszi-e

ezt.
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8. Summary

I have been studying symbiotic nodules during my PhD studies in the Proteomics Research
Group. The relationship of legumes and endosymbiotic bacteria represents a scientifically
exciting topic. Understanding the underlying processes may have medical and environmental

significance.

In this study we focused on the detection of the nodule-specific cysteine-rich peptides (NCRs),
the most important nodule-specific plant peptides (symPEPs) in the nitrogen-fixing symbiosis.
The bacterial differentiation is controlled and regulated by these molecules. While expression of
the NCR genes represents a major part of the nodule transcriptome, until now the existence of
NCRs have not been validated at the peptide level. However, it has been reported by numerous
groups that the relationship between the transcriptome and proteome is not straightforward. More
than 500 genes code for nodule-specific cysteine rich (NCR) peptides in Medicago truncatula.
However, we do not know how many NCR products really exist, what their turnover rate is and
which of these peptides interact with and accumulate in the endosymbionts. Thus, our first aim

was the large-scale detection of NCR peptides with mass spectrometry.

M. truncatula A17 Jemalong wild type plants were inoculated with Sinorhizobium medicae and S.
meliloti bacteria. Experiments were performed with the indeterminant nodules of these plants.

We also analyzed nodules of a mutant plant (6V) for nodule-specific NCR peptides.
Our aims were as follows:

1) The first aim of our examination was to detect these plant peptides in bacteroids, which
regulate bacterial differentiation. Additionally we tried to validate signal peptide
predictions, i.e. to determine the signal peptidase enzyme’s processing sites in these

NCRs.
2) We tried to decipher the biological functions of these peptides. Thus,

a) we attempted to determine differences between the NCR-contents in bacteroid

populations at different developmental stages.

b) we compared the NCR-content of wild type and mutant plant nodules. The selected
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mutant has a well-defined phenotype.

c) We investigated what are the bacterial and plant protein targets of an NCR with

verified antimicrobial effect and which bacterial functions are affected.

Obviously we had to establish and test adequate sample preparation methods. The high
complexity of plant and bacterial proteins in the nodules might hinder the detection of NCR
peptides. Thus, we tested the separation of bacterial and plant cells, and purification methods to
isolate different bacteroid populations (“short” and Percoll-gradient purification). After cell lysis
(that was also optimized) we tried to take advantage of NCR’s special properties, such as small
size and relatively high Cys-content in order to improve NCR-detection. This method
development was accomplished with a bacteroid mixture. The accepted version of the workflow
was adjusted to our specific aim: comparative protein analysis in different developmental stages

and different genotypes.

Eventually the NCR-content of intact nodules, a mixture of bacteroids at various developmental

stages and fully transformed bacteroids were examined.

We also performed a proteomic comparison between the wild type and 6V mutant plant nodules.
What makes the 6V mutant interesting that it features nodules but it is still incapable for nitrogen-

fixation.

The Kondorosi-group has been studying the antimicrobial effects of NCR247 for several years.
We tried to identify the potential protein targets of this NCR peptide. This research may shed
light on the pathways through which this plant peptide influences the bacterial transformation.

Results

As the primary aim of this study, we focused on large-scale detection of NCR peptides with mass
spectrometry. Three types of biological material were studied, based on the following
assumptions. The root nodules are in principle the best suited for the identification of all
expressed NCRs. However, the plant and bacterial protein background in nodules might hinder

the detection of NCR peptides. Thus, the bacteroids were isolated using two purification

81



protocols. The short one resulted in the isolation of a mixture of endosymbionts in all
developmental stages, whereas the long one utilizing a Percoll gradient centrifugation enriched
the terminally differentiated nitrogen-fixing bacteroids. Tryptic digestion was followed by
automatic LC-MS/MS analysis and subsequent database search performed by Protein Prospector
against two databases simultaneously, UniProt and our own database. Each digest was analyzed
once, except the intact nodules where three technical replicates were performed from both

samples.

Almost 300 proteins were identified from the combined data acquired from the intact nodule
samples. More than half of these proteins derived from the plant, including 45 NCRs. The
analysis of protein content of bacteroids in all developmental stages (‘short purification’) yielded
approximately 600 proteins; more than 2/3 of these originated from the bacteria, and 118 NCR
peptides were detected. Analysis of the ‘mature’ nitrogen-fixing bacteroids (Percoll-gradient
purification) yielded 313 bacterial proteins and 103 M. truncatula proteins, including 75 NCR
peptides.

Altogether, 138 NCRs were detected in these experiments. In order to identify potential
differences in the NCR-content of the different bacteroid samples we performed an MS-based
data comparison: a reference list was created from the merged search results, listing only the best
CID data for each NCR sequence with the precursor’s m/z and the retention time. These data
were compared to the reference list using the fitXIC program. An NCR entry was considered
specific to a preparation if at least one tryptic peptide was detected in two of the biological

replicates, while none was detected in the other preparation.

Twelve NCR peptides were only found in the ‘short purification” mixture. We believe these
peptides may be involved in the early stages of the bacteroid development. The ‘Percoll
purification’ featured 5 NCR peptides. Some of these were classified as ‘early stage’ NCRs based
on the transcriptome data. The persistence of these peptides suggests later or long term functional

involvement in the endosymbionts.

In several NCRs we successfully identified the N-terminus of the mature peptide, thus, the

cleavage site of the signal peptidase was identified/confirmed.
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Next we compared the proteome of wild type and 6V mutant nodules (inoculated with S.
medicae). This mutant was selected because these plant-produce aberrant nodules in which
bacteria are unable to fix nitrogen. The NCR169 gene is absent in this mutant, and this is the
reason for the above mentioned defect. Thus, the changes in the proteome of the mutant nodules
reflect the influence of this particular NCR. The protein content of bacteroid mixtures were
compared, 3 biological replicates, with 3 technical replicates each. The workflow introduced in
the earlier study was followed except for one sample we also performed protein-level
fractionation on SDS-PAGE prior to the tryptic digestion and MS analysis. Quantitative data
analysis was performed with spectral counting method. A 50% of change between the proteomes
was considered significant. In mutant nodules, 16 proteins were present at higher levels (for
example plant histone proteins) their significance requires further studies. Twenty three proteins
were ‘lost’ or decreased in mutant samples. The plant protein content of this group was NCR and
GRP peptides (symPEPs). Our result definitely reveals the defect of nitrogen-fixation on the
proteome level in the M. truncatula 6V mutant, because a series of proteins participating in this
process, such as NifT/FixU family protein, Ferredoxin III 4(4Fe-4S) nif-specific, Nitrogenase
protein, Nitrogen fixation protein NifX were detected at a significantly lower level than in the
wild type plant. The in-solution and in-gel digestions produced slightly different results,
indicating that although direct comparisons may not work, these methods could supplement each

other.

Altogether, 139 NCR peptides were detected in this experiment, almost half of them were found
just in the wild type nodules and none of them was unique for the mutant. Some NCR peptides

were detected the first time.

Eventually we tried to decipher the biological role of NCR247 by identification of its potential
interacting protein partners. This NCR was selected, because it showed antibiotic activity against
some Gram-negative, Gram-positive and human pathogenic bacteria. Transcription analysis of
NCR247 shows peptide production in the early stage of nodule development. Chemically
synthetized NCR247 (without disulfide bonds) was used as bait for the protein-interaction
analysis. The peptide was used with Strepll- and FLAG-tag for the easier isolation of the protein
complexes. S. meliloti bacterial culture and bacteroids (from M. truncatula nodules) were studied

(7 bacterial and one bacteroid sample was analyzed in parallel with control experiments, in vitro
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experiments). The potential targets from bacterial samples are: ribosomal proteins (14 and 12
proteins from the small and large subunits); bacterial chaperonin GroEL, pyruvate dehydrogenase
complex, transaldolase, RNA polymerase subunit beta and beta’, elongation factors and some

other proteins.

In the bacteroid sample, GroEL and subunits of pyruvate dehydrogenase complex and ribosomal
proteins were also detected as interacting partners. Additionally, units of the nitrogenase complex
and NCR peptides (NCR028, NCR169, NCR290) were identified. The potential interacting
partners from bacterial and bacteroid samples were grouped into functional categories for the

better transparency.

The relevance of NCR247-GroEL relationship is still in question. This interaction has been
confirmed by immuno-precipitation. Presently it is not clear whether the NCR247 directly
interacts with proteins from the nitrogen-fixing pathway and with other NCR peptides or through

intermediates. The significance of these interactions should be further investigated.

84



9. Hivatkozésok jegyzéke

1. abra: Mierziak, J., Kostyn, K., Kulma, A. Flavonoids as important molecules of plant

interactions with the environment. Molecules 2014, 19, 16240-162465.
2. abra: http://5e.plantphys.net/article.php?ch=t&id=155

4. abra: Popp, C., Ott, T. Regulation of signal transduction and bacterial infection during root

nodule symbiosis. 2011. Curr Opin Plant Biol. 2011 Aug;14(4):458-67

5. abra: Mergaert P., Mikovics, K., Kelemen, Z., Maunoury, N. et al. A novel family in Medicago
truncatula consisting of more than 300 nodule-specific genes coding for small, secreted

polypeptides with conserved cysteine motifs. Plant Physiol 2003, 132, 161-173

7. dbra: www.lamondlab.com/MSResource/LCMS/MassSpectrometry/electrospraylonisation.php
9. abra: http://planetorbitrap.com/ltq-orbitrap-x1#.VIG-X810ano

10. A abra: http://www.ionsource.com/tutorial/DeNovo/nomenclature.htm

10. B abra: http://www.weddslist.com/ms/tandem.html

15. abra nés 16. abra: Farkas, A., Maroti, G., Diirgd, H., Gyorgypal, Z., et al., The Medicago
truncatula symbiotic peptide NCR27 contributes to bacteroid differentiation through multiple
mechanisms. Proc Natl Acad Sci U S A.2014, 111, 5183-5188.

85



