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BEVEZETES

A talajban talalhatd, az a-proteobaktériumok kozé tartozéd Rhizobium baktériumok és a
Leguminosea csaladba tartozo hiivelyes novények (pl.: Medicago truncatula) kozott
kialakuldé nitrogénfixalé szimbiotikus kolcsonhatas soran, a gazdandvény gyokerein
kialakuld6 10j szervben, a gliimdben =zajlik a baktériumok bakteroidokka torténd
differencialodasa és a 1égkori nitrogén redukalasa ammoniava. Az IRLC (Inverted Repeat
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sejtek nagymértékii megnyalasaval, a genom minden replikonjanak nagyfoka
megvaltozott permeabilitisaval és osztodasi képességiik elvesztésével jar egyiitt. Igy ezt a
differencidlodési folyamatot egy végsd, irreverzibilis folyamatnak tekinthetjik. A
Medicago truncatula nitrogénfixald giiméin végzett transzkriptom analizis segitségével
azonositottak a terminalis differenciacioért felelés, giimé specifikus ciszteinben gazdag
(NCR) peptidek csaladjat, mely tobb mint 600 tagbdl all. Ezek a peptidek kizardlag a

nitrogénfixald giimok fert6zott sejtjeiben expresszalodnak.

A csoportunk altal vizsgalt NCR gének rovid, 25 — 60 aminosavbol allo, szekretalt
peptideket kddolnak, melyek érett formai négy vagy hat ciszteint tartalmaznak konzervalt
pozicidkban. Szerkezetiik alapjan hasonldésdgot mutatnak a skorpid toxinjaval, és a novényi,
ill. 4llati defenzinekkel. A kozel 600 azonositott peptid elsédleges szekvencidjat tekintve
gyenge homologiat mutatnak, ¢és jelentds eltérések figyelhetOk meg expresszios
mintdzatukat, izoelektromos pontjukat és antimikrobidlis hatdsukat tekintve. Elsddleges
Csoportunkban korabban azt is kimutattuk, hogy a magasabb izoelektromos ponttal
rendelkez6 NCR peptidek mind Gram negativ és Gram pozitiv baktériumokkal, mind
¢élesztdszerlien novo és fonalas gombakkal szemben is nagyfoku antimikrobidlis aktivitést

mutattak.

Az NCR peptidek széles hatasspektrumuknak és gyorsan megnyilvanulo 616, ill. gatlo
hatdsuknak koszonhetéen alkalmassd valhatnak a gyogyaszatban a multidrog rezisztens
korokozokkal szemben mar hatdstalan antibiotikumok helyettesitésére. Ennek érdekében

sziikségszerli hatdsmechanizmusuk pontosabb megismerése.



CELKITUZESEK

Munkank soran célul tiiztiik ki, az antimikrobidlis hat4ssal rendelkezd, kationos peptidek
hatdsmechanizmusanak vizsgalatat, illetve a szimbionta partnerek terminalis
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megkonnyiti a ndvényi peptidek bakterialis kdlcsonhato partnereinek azonositasat.

A megvalositas soran a kdvetkezod feladatokat terveztiik végrehajtani:

1. Az NCR peptidek kiils6 és bels6 membranra és membranpotencialra gyakorolt
hatasanak meghatarozasa.

2. Az NCR peptidek baktériumokra kifejtett hatasanak mikroszkopos vizsgalata.

3. A fehérje-fehérje kolesonhatasok tanulmanyozasara alkalmas, a S. meliloti
1021 torzs Osszes prediktalt génjét tartalmazo (ORFeome) élesztd kettés-hibrid
konyvtar létrehozasa.

4. Az S. meliloti ORFeome konyvtar hasznalatanak optimalizalasa.

5. Az NCR247 peptid kolcsonhatd partnereinek azonositisa az uj konyvtar
alkalmazaséval.

6. A kapott eredmények megerdsitése mas biokémiai technikak alkalmazasaval



ALKALMAZOTT MODSZEREK

Kationos peptidek hatismechanizmusdanak vizsgalatahoz kapcsolodo anyagok és

modszerek

Kiils6 membran permeabilitasanak vizsgalata

A kationos peptidek kiils6 membran permeabilitasara kifejtett hatasat 1-N-
phenylnaphthylamine (NPN) fluoreszcens festék segitségével mutattuk Ki. A peptid kezelés
96-lyuku, sik alju lemezben tortént, ahol a peptidek membrankarositdé hatdsanak
koszonhetden bekovetkezd fluoreszcencia szint valtozast mikrotiter lemez leolvasé
késziilék (FLUOstar OPTIMA; BMG Labtech) segitségével 355 nm-es excitacid és 405
nm-es emisszid mellett detektaltunk. Harom mérési ciklust kdvetden (minden ciklus 9
masodperc) adtuk az elegyhez a peptideket, majd a fluoreszcencia értékeket tovabbi 18

cikluson keresztiil mértiik.

Bels6 membran ateresztoképességének vizsgalata

Az NCR peptidek belsd membran permeabilizald hatasdnak mértékét a B-galaktozidaz
enzim és az intakt membranokon atjutni képtelen szubsztratja, az otro-nitrofenil-p-
galaktozid (ONPG) segitségével hataroztuk meg. A membran karosodasat, és a karosodas
mértéke altal meghatarozottan bejutd szubsztrat enzimatikus hasitasat spektrofotometrias
modszerrel kovettiik nyomon. A méréseket Miller és mtsai altal leirt modon végeztiik el. A
[-galaktozidaz enzim aktivitasat a 420 nm-en kapott abszorbancia adatait (A420), a kezelés
id6tartamat (t), a kezelt mintak térfogatat (V) és a kezelt sejtek mennyiségét (ODggp)
figyelembe véve szamitottuk ki (Miller unit: (A420/t*V*ODggo)*1000). A membran
karosodasat egy membran impermeabilis DNS-koto festék fluoreszecencidjanak (excitacio:

530 nm; emisszio: 600 nm) mérésével is detektaltuk.



Membranpotencial meghatarozasa

A szimbiotikus peptidek membranpotencialra gyakorolt hatasat a Life TechnologieswI

BacLight™ Bacterial Membrane Potential Kit-ben talalhatd DIOC,(3) (3,3'-
Dietiloxakarbocianin-jodid) membranpotencial indikator fluoreszcens festék segitségével
hataroztuk meg. A peptid kezelés hatasara bekovetkezé fluoreszcencia valtozast a
voros/zold fluoreszcencia értékek hanyadosaval jellemeztiik. A Kit-ben talalhato a
kontrollként hasznalhat6 CCCP (karbonil cianid m-klorofenil hidrazon) proton ionofér
kezelés eredményeihez viszonyitva adtuk meg a vizsgalt peptidek membranpotencialra

gyakorolt hatdsdnak mértékét.

Atomerd mikroszkopos vizsgalatok (AFM)

A baktériumok kezelését kovetden azokat frissen hasitott 1 cm x 1 cm teriileti muszkovit
csillam (SPI-Chem™ Mica Sheets, Structure Probe, Inc., West Chester, PA, USA)
feliiletére rogzitettiik. Az atomerd mikroszkopos kisérleteket Asylum Research MFP-3D
tipust fejjel és Molecular Force Probe kontrollerrel (Santa Barbara, CA, USA) végeztiik.
Vezérl programként (MFP-3D Xop) IGOR Pro szoftvert (6.22A verzido, Wavemetrics,
Lake Oswego, OR, USA) hasznaltunk.

A peptid kezelés hatasara bekovetkezd valtozasokat ugyanazokon a rogzitett sejteken
vizsgaltuk kezelés elott, ill. kezelés utdn a sejtekrdl késziilt magassdg és amplitido

mérések segitségével.

Pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalatok (SEM):

A kalium-foszfat pufferben mosott sejteket 30 °C-on 30 percig kezeltiik a peptidekkel. A
kezelt baktériumokat 2,5% (w/v) 0,1 M kakodilat pufferben feloldott glutaraldehiddel
fixaltuk, majd kalium-foszfat pufferrel alaposan mostuk, és fokozatosan emelkedd
koncentracioja (50%-70%-80%-90%-95%-98%-100%) etanollal dehidrataltuk. A végén az
abszolut etanolt t-butil-alkoholra cseréltiik, melyben a mintakat egy ¢éjszakan at 4 °C —on
taroltuk. A mintdkat fagyasztva szaritottuk, majd arannyal bevontuk. Az elOkészitett

mintdkat HITACHI S-4700 pasztazo elektronmikroszkop segitségével vizsgaltuk.






Az NCR peptidek kélcsonhato partnereinek azonositiasahoz kapcsolodo anyagok és

modszerek

Eleszté két-hibrid rendszer soran alkalmazott élesztd torzs, kompetens sejt készitése

és transzformalasa, valamint az alkalmazott taptalajok:

A klasszikus éleszté-két hibrid rendszerhez a Saccharomyces cerevisiae AH109 torzset
(Clontech Matchmaker™ Gold Yeast Two-Hybrid System) hasznaltuk. A kompetens
sejtek elkészitése és azok transzformdldsa publikalt, de altalunk optimalizalt protokollok
alapjan tortént. A transzformacios gyakorisagot SD-LT (leucin és triptofan mentes minimal
taptalaj élesztOknek (Clontech)) taptalaj segitségével hataroztuk meg. Az kolcsonhatd
partnereket hordozo klonokat SD-HLT (hisztidin, leucin és triptofin mentes minimal
taptalaj élesztoknek (Clontech)) valamint SD-AHLT (adenin, hisztidin, leucin és triptofan
mentes minimal taptalaj ¢élesztOknek (Clontech)) taptalajokra torténd szélesztéssel

szelektaltuk.

Az ORFeome alapu S. meliloti éleszté két-hibrid konyvtar létrehozasa

A Gateway kompatibilis ,,préda” vektor kialakitdsdhoz a pGADT7 AD vektort (Clontech)
modositottuk gy, hogy a Gateway Vector Conversion System (Life Technologies) RfB
kazettajat inszertaltuk a felnyitott vektorba. A S. meliloti ORFeome konyvtar minden egyes
tagjanak pPGADT7GW-AD vektorba rekombinaltatidsahoz a Gateway LR reakcidjanak egy
koltséghatékonyabb valtozatat alkalmaztuk.

Fehérje-fehérje kolcsonhatiasok kimutatasa az altalunk létrehozott ORFeome

konyvtar hasznalataval

Az altalunk optimalizalt transzformalasi 1épesek és a megfeleld taptalajra (SD-LT) valo
szélesztést kovetden kapott telepeket 96-lyuku, sik alji mikrotiter lemezekben
felnovesztettiik és replica-plate technikéval atvittiik a szelektivebb taptalajokra (SD-HLT,
SD-AHLT), ezzel lehet6séget teremtve nagyszamu telep gyors €s egyszerli kezelésére. A
gyenge ¢és erds kolcsonhatasok kimutatasara alkalmas szelektiv taptalajokon kapott

telepeket kolonia PCR technikaval és a sejtekbdl izolalt DNS szekvendlasaval ellendriztiik.
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EREDMENYEK

Munkank soran a kationos, antimikrobidlis hatassal bird peptidek hatasmechanizmusat
vizsgaltuk, valamint ezzel parhuzamosan az NCR247 peptid lehetséges kolcsonhato

partnereit kerestiik.

1. Az NCR peptidek Kkiilsé és bels6 membranra és membranpotencialra gyakorolt

hatasanak meghatarozasa.

Az 1-N-phenylnaphthylamine (NPN) fluoreszcens festék hasznalatdval kimutattuk,
hogy a kationos NCR peptidek koncentraciotol fiiggd mértékben képesek a
baktériumok kiils6 membranjanak szerkezetét megbontani. A kontrollként hasznalt
Polymyxin B, melyr6l ismert, hogy kationos aminosavai révén destabilizalja a
kiils6 membrant, gyors és magas intenzitdsu fluoreszcenciat okozott. Ezzel
szemben a vizsgalt peptidek koziil a kationos NCR335, s kisebb mértékben az
NCR247 hatasara tudtuk a fluoreszcencia gyors emelkedését megfigyelni, aminek
az intenzitdsa azonban soha nem érte el a Polymyxin B 4ltal kivaltott szintet. Ebbol
arra kovetkeztethettiink, hogy a kationos peptidek valoban megbontjdk kis
mértékben a sejtek kiils6 membranjat, ez a hatds nagyon gyors, de valosziniileg
nem ez az elsddleges oka a sejtek pusztulasanak. Az anionos illetve gyengén

kationos (neutralis) peptidek nem rendelkeznek membrankarosito hatassal.

A bels6 membran permeabilizaciojanak kimutatasara, a karosodas mértékének
esetleges  meghatdrozasara  kétféle  modszert  alkalmaztunk:  Egyrészt
tanulmanyoztuk, hogy peptid kezelés hatasara a membran-impermeabilis DNS-k6to
festék, a propidium-jodid képes-e bejutni a sejtekbe. Masrészt a B-galaktozidaz
enzim aktivitdsanak meghatarozasaval vizsgaltuk, hogy a peptidek atjarhatéva

teszik-e a bakterialis membranokat a szubsztrat és/vagy az enzim szamara.

Vizsgalatunk soran kimutattuk, hogy a kationos peptidek hatasara a PI festék képes

a baktériumok DNS-éhez kotodve fluoreszcencia szintemelkedést eldidézni,
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melynek mértéke a hdvel elolt, membranjuk integritasat teljesen elvesztd sejtekével

megegyezik.

A B-galaktozidaz aktivitds mérés soran azt tapasztaltuk, hogy a Polymyxin B-vel
kezelt sejtek esetén a maximalis enzim aktivitasnak minddssze 6+3 szazalékat
tudtuk mérni, ami arra utal, hogy a Polymyxin B hatdsara a sejtek membranja nem
esik szét. Hasonloképp, a vizsgalt peptidek koziil a legmagasabb izoelektromos
ponttal rendelkez6 NCR335 hatdsara a maximalis aktvitds 20+7 szazaléka volt
mérhetd, ami er6s membrankarositasra utal. Ezzel szemben a szintén magas
antibakterialis aktivitassal bir6 NCR247 esetén ez az érték minddssze 2+1 szazalék
volt. Az anionos peptidek ebben az esetben sem mutattak bels¢ membrankarosito

hatast.

A baktériumok membran potencialjara vonatkozo kisérletiink sordn a vartaknak
megfelelden azt tapasztaltuk, hogy a kontrollként hasznalt CCCP-hez és Polymyxin
B-hez hasonléan a kationos NCR peptidek is depolarizaljak a baktériumok
membranjat. A folyamat sebessége eltérd a peptidek kozott. Mig az NCR335 peptid
membran depolarizald hatdsa a kezelést (30 perces inkubacid) kovetden a
baktérium populacio 100%-an megfigyelhetd volt, addig az NCR247 peptid esetén
ez a hatds idében elnyultabbnak bizonyult. Ahogy az varhat6é volt, az anionos

peptid nem volt hatassal a baktérium membranpotencialjara.

2. Az NCR peptidek baktériumokra Kkifejtett hatasinak mikroszképos

vizsgalata.

Péasztazd elektron mikroszkopos vizsgalatok soran azt tapasztaltuk, hogy az
NCR335 peptiddel tortént kezelés hatasara kisebb aggregalodott sejtcsoportok
jelentek meg, melyekben valdszinlileg a sejttartalmukat elvesztett vagy éppen
elvesztd sejtek lathatoak, mig NCR247 kezelést kovetden egy szinte héaldzatos
szerkezet kialakuladsa figyelhetd meg. Az NCR335 peptiddel kezelt sejtek felszinén
sok esetben kitiiremkedések lathatoak, amik esetleg a sejttartalom kiaramlasanak
kezdeti szakaszanak felelhetnek meg. Az NCR247 peptiddel kezelt sejteket sok

esetben a felszinrol "leszakado", halozatta alakulo struktira koti 6ssze. Erdekesség,
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hogy a ciklikus pentakationos Polymyxin B szintén a sejtek aggregaciojat idézte ¢lo,
bar a halozatos szerkezet nem alakult ki, azonban a sejtek k6zépsO része nagy

mértékben felduzzadt.

Atomerd-mikroszkopos vizsgélatok soran az NCR247 peptiddel torténd kezelés
hatdsara a bakterialis sejtek felszinének karosodasa detektalhatd. Ezzel szemben a
kationosabb NCR335 peptid hatdsara a baktérium sejtek valoszinlileg oly
mértékben karosodtak, hogy a vizsgalat soran alkalmazott feliiletrél a sejtek

felusztak, igy vizsgéalatuk lehetetlenné valt.

3. A fehérje-fehérje kolcsonhatasok tanulmanyozasara alkalmas, a S. meliloti
1021 torzs osszes prediktalt génjét tartalmazé (ORFeome) éleszté kettos-

hibrid konyvtar létrehozasa.

A mar 1étez6 S. meliloti 1021 ORFeome konyvtarat
(https://apps.vetmed.wsu.edu/kahn/), a modositott pGADT7GW-AD vektorba

rekombinaltatva (Gateway LR reakcid) létrehoztunk egy olyan 0j, ORFeome
konyvtarat, mely a klasszikus élesztd két-hibrid rendszerben ,,préda” konyvtarként
felhasznalhatd. Az alkalmazott GATEWAY® LR reakcié hatékonysagat a kapott
telepek szaméanak meghatdrozasaval, valamint szekvenalassal ellendriztiik. Az
ujonnan létrehozott ORFeome pool-ok koziil 6t6t szekvenaltunk meg Illumina
MiSeq asztali szekvenaloval, mellyel minden pool esetén legalabb 90 ORF-et
azonositottunk. Ez alapjan megfelelonek tekinthet6 az en masse rekombinacid és a

transzformécio hatékonysaga.

4.  Azj S. meliloti ORFeome konyvtar hasznalatanak optimalizalasa.

Az altalunk ujonnan létrehozott S. meliloti ORFeome konyvtar alkalmassaganak
tesztelésére kontrollnak olyan fehérjéket valasztottunk ki, melyeknek ismertek,
vagy feltételezhetdek a koOlcsonhatd partnereik, mint pl.: i) a szimbidzis soran
fontos HfQ fehérje, mely homo-hexamer struktara kialakitasara képes; ii) a FixA ¢€s
FixB fehérjék, melyek egy a szimbidzisban esszencidlis elektron transzfer
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flavoprotein komplex nagy valdsziniiséggel egymas kolcsonhatéd feltételezett a ill.
B alegységei; i) az RM41 torzs 16-3 bakteriofag cl represszor fehérjéjének
dimerizacios alegysége. Mind ,,pair-wise” (plazmid a plazmiddal) dsszehasonlitas,
mind a teljes konyvtar (full screen) hasznalata soran ki tudtuk mutatni a
kontrollként hasznalt fehérjék kozotti ismert kolcsonhatasokat és bizonyos
esetekben ujabb, eddig még nem ismert esetleges kolcsonhatd partnereket is

képesek voltunk azonositani.

5. Az NCR247 peptid kolcsonhato partnereinek azonositasa az uj konyvtar

alkalmazasaval.

A lehetséges (er6s és gyenge) kolcsonhatd partnerek azonositdsa céljabol a
transzformalt sejteket az erds és a gyengébb szelekcios taptalajokra (SD- AHLT és
SD-HLT) is kiszélesztettiik. A legszelektivebb taptalajon (SD-AHLT) megjelend
kolonidk mindegyikében az SMc04012gént detektaltuk, mely az oligopeptidaz F
(pepF) fehérjét kodolja. A kevésbé szelektiv taptalajokon tovabbi 201 lehetséges

kolesonhato fehérjét azonositottunk.

6. A Kkapott eredmények megerdsitése mas biokémiai technikak

alkalmazasaval

Gyenge kolcsonhato partnerek koziil az RNS polimeraz szigma faktor Fecl fehérjét
(SMc04203) valasztottuk ki, melyrdl ismert, hogy expresszidja a NCR247 peptid
kezelés hatasara megemelkedik. Az éleszté két-hibrid rendszerben kapott
eredményeknek megfelelden immunprecipitacioval is ki tudtuk mutatni a

kolcsonhatast az NCR247 peptid €s a HA jeldléssel ellatott Fecl fehérje kozott.

Az erds kolcsonhatod partnerként azonositott oligopeptidaz F (pepF) (SMc04012)
hisztidin cimkével ellatott valtozata és az NCR247 peptid kozotti erds

kolesonhatast is tudtuk igazolni hisztidin pull-down kisérletekkel.
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